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SAŽETAK

Osim alkohola, u alkoholnim pićima mogu se naći i drugi sastojci, koji štetno djeluju na zdravlje ljudi. Jedan od takvih sastojaka je histamin, koji nastaje tokom proizvodnje ili skladištenja alkoholnih pića. Histamin može imati štetno djelovanje na zdravlje osjetljivih osoba. Prisustvo histamina u hrani i piću može izazvati alergijsku reakciju ili reakciju intolerancije na histamin. 
Cilj ovog rada je bio da se da doprinos naporima naučne i stručne javnosti u svijetu da se zaštite osobe osjetljive na histamin, a koje konzumiraju alkoholna pića. U tom pogledu, u radu je praćen sadržaj histamina u pićima koja se prodaju na domaćem tržištu. Za određivanje sadržaja histamina u alkoholnim pićima je korištena enzimsko-imunohemijska metoda (ELISA). To je brza metoda, koja omogućava kvantitativno određivanje sadržaja alergena u hrani. ELISA je selektivna i osjetljiva metoda, a softver koji prati aparat omogućava jednostavnu i brzu interpretaciju dobijenih rezultata. ELISA je izabrana kao metoda za analizu i u ovom radu predložena za rutinsko određivanje sadržaja histamina u alkoholnim pićima iz prethodno navedenih razloga, kao i zbog jednostavnosti kod pripreme uzoraka, kratkog vremena potrebnog za dobijajanje rezultata, mogućnosti da se istovremeno ispita veći broj uzoraka. To se može smatrati prednošću koje ELISA ima u odnosu na druge analitičke postupke.
U radu je određen sadržaj histamina u dvije grupe alkoholnih pića: crno i bijelo vino i tamno i svijetlo pivo. Uzorci su nabavljeni na domaćem tržištu. Dobijeni rezultati pokazuju da je sadržaj histamina manji u pivu, nego u vinu. Prosječan sadržaj histamina u pivu je bio 2,5 µg/kg, dok je sadržaj histamina u vinu bio 10,2 µg/kg. Dobijene vrijednosti histamina u alkoholnim pićima su manje od 100 mg/kg, što je u relevantnim propisima određeno kao dozvoljeni sadržaj histamina u ribi i proizvodima od mesa ribe.
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UVOD 

Pod alkoholnim pićima se podrazumijevaju prirodni ili vještački proizvodi, koji sadrže određenu količinu etilnog alkohola, nastalu kao rezultat fermentacije šećera prisutnih u sirovini iz koje je dobijen proizvod. Dobijeni proizvodi se konzumiraju kao pića [1]. Ovi proizvodi imaju specifična organoleptička svojstva [2]. 
Najčešće konzumirana alkoholna pića u Republici Srpskoj i Bosni i Hercegovini su vino i pivo. Obje vrste proizvoda se dobijaju alkoholnim vrenjem osnovne sirovine, a koja sadrži ugljene hidrate. Sadržaj alkohola u pivu je ispod 6 % vol, a u vinu je 10-12 % vol [1]. Obje grupe alkoholnih pića sadrže više jedinjenja koja povoljno djeluju na organizam, pa je uobičajeno da ljudi konzumiraju 1-2 čaše piva ili vina na dan. Međutim, savremenim metodama analize je dokazano da se u alkoholnim pićima (vinu i pivu), osim alkohola, nalaze i drugi nepoželjni sastojci. U ovu grupu sastojaka spadaju biogeni amini, među kojima je najčešće prisutan histamin [3].
U vinu i pivu biogeni amini nastaju tokom zrenja i skladištenja. U proizvodima mogu biti prisutne bakterije mliječne kiseline, koje tokom malolaktičke fermentacije stimulišu odvijanje reakcije dekarboksilaze tokom koje nastaju biogeni amini. Osim toga, na stvaranje biogenih amina povoljno djeluju loši higijenski uslovi [4]. Sadržaj histamina u vinu i pivu se povećava sa trajanjem sazrijevanja i dužinom skladištenja.
Faktori koji utiču na prisustvo histamina u alkoholnim pićima su: pH vrijednost, prisustvo SO2, prisustvo aminokiselina koje su prekursori biogenim aminima, zatim prisustvo dekarboksilaza pozitivnih mikroorganizama, temperatura, kao i trajanje faze fermentacije. pH vrijednost je jedan od najznačajnih faktora za rast mliječnih bakterija, koje su odgovorne za stvaranje histamina. pH vina se kreće u rasponu od 3-4 jedinice i smatra se da se sa povećanjem pH ubrzava proces malolaktičke fermentacije [4, 5].
Niske vrijednosti histamina u alkoholnim pićima nisu toksične na organizam, jer se najveći dio histamina, pod uticajem  enzima monoamino-oksidaza (MAO) i diamino-oksidaza (DAO), razlaže u gastrointestinalnom traktu. Ukoliko izostane djelovanje ovih enzima histamin može preći u krvotok živih bića i izazvati simptome slične alergiji. U slučaju neaktivnosti ovih enzima ili unosa alkoholnih pića sa visokim sadržajem histamina, kod ljudi se javljaju sljedeći simptomi: osip, crvenilo, glavobolja, povraćanje, hipotenzija, dijareja i srčani problemi [6]. Za razliku od drugih prehrambenih proizvoda u kojima može biti prisutan histamin, alkohol prisutan u alkoholnim pićima, može da inhibira enzim diamino-oksidazu (DAO), koji je odgovoran za razgradnju histamina. U tom slučaju može doći do akumulacije i trovanja histaminom [4].
Određivanje histamina u vinu i pivu je izuzetno značajno zbog njegove potencijalne toksičnosti na zdravlje živih bića, kao i zbog mogućnosti njegove upotrebe kao markera za određivanje kvaliteta vina i piva [7].
U ovom radu određen je sadržaj histamina u alkoholnim pićima (pivo i vino). Korišteni su uzorci crnog i bijelog vina, kao i svijetlog i tamnog piva sa različitim procentom alkohola. Ispitivani uzorci su nabavljeni na domaćem tržištu. Dodatni cilj ovog rada je bio da se doprinese naporima stručne i naučne javnosti u definisanju dozvoljenog sadržaja histamina u alkoholnim pićima.
Različite metode i tehnike se koriste za određivanje sadržaja histamina u alkoholnim pićima: kapilarna zonska elektroforeza sa fluorescentnim detektorom CZE, spektrofotometrija, jon izmjenjivačka hromatografija, masena spektrometrija MS-MS, tečna hromatografija sa visokim pritiskom/masena spektrometrija HPLC/MS-MS, tankoslojna hromatografija TLC, ELISA [8].
ELISA (enzimsko-imunohemijska metoda) je izabrana jer je to brza metoda, ne zahtijeva skupu opremu, zahtijeva jednostavnu pripremu uzoraka, kao i zbog mogućnosti određivanja velikog broja uzoraka istovremeno. Uzimajući u obzir štetne posljedice koje može izazvati prisustvo histamina u alkoholnim pićima, neophodno je što prije odrediti količinu histamina koja se može naći u hrani i piću, te utvrditi maksimalnu dozvoljenu količinu i dopustiv unos histamina u organizam, kako bi se izbjegle štetne posljedice po osobe osjetljive na prisustvo histamina u hrani i piću [9].


MATERIJAL I METODA

Materijal

Uzorci alkoholnih pića, u kojima je enzimsko-imunohemijskom metodom (ELSA) određen sadržaj histamina, nabavljeni su na tržištu Republike Srpske, odnosno Bosne i Hercegovine. Uzorci su podijeljeni u dvije grupe. Jednu grupu su sačinjavali crno i bijelo vino, a drugu grupu svijetlo i tamno pivo. U prvoj grupi sadržaj histamina je određivan u 15 uzoraka vina, a u drugoj grupi u 12 uzoraka piva. Sadržaj alkohola u različitim uzorcima nije bio isti i kretao se od 1,3 µg/kg do 23,0 µg/kg (vino), odnosno od 1,4 µg/kg do 4,0 µg/kg (pivo),
Za određivanje sadržaja histamina u alkoholnim pićima korišten je kit (Immunolab GmbH, Histamine ELISA, D- Kassel, Germany) [10]. U sastavu kita nalazi se set hemikalija: serija standarda histamina koncentracija (0, 2, 4, 10, 40 i 100 ng/ml), histamin enzim-konjugat, rastvor za ispiranje, reagens za razvoj boje, stop reagens (0,5 M H2SO4) i 96 bunarića za analizu. Preporuka proizvođača je da se kit čuva u frižideru na temperaturi od 2-8 ºC, ali se sat vremena prije početka analize izvadi iz frižidera na sobnu temperaturu 20-25 ºC [10].

Metode rada

Sadržaj histamina u alkoholnim pićima (vinu i pivu) je određen enzimsko-imunohemijskom metodom (ELISA). Princip ove metode se zasniva na određivanju koncentracije ispitivane supstance mjerenjem intenziteta boje nastale tokom određivanja. Intenzitet boje je mjeren pomoću ELISA čitača na 450 nm [9]. 
Priprema uzorka. Uzorci su pripremljeni prema uputstvu koje je proizvođač isporučio zajedno sa kitom, a koji je korišten tokom mjerenja. U bunariće sa uzorcima (vina i piva) dodat je rastvor za razblaživanje i to 500 µl rastvora u 500 µl uzorka. Rastvor za razblaživanje je koncentrovan, pa se prije upotrebe razblaži sa vodom u odnosu 1:2. Zatim je mikropipetom dodat rastvor za razvoj reakcije i to 50 µl, pažljivo promiješano na šejkeru (Mix Mate, eppendorf, 750 obrtaja u minuti) i inkubirano na tamnom mjestu i sobnoj temperaturi. Kada je završeno inkubiranje,  mikropipetom je dodato 200 µl rastvora za neutralizaciju, ponovo pažljivo promiješano i inkubirano na sobnoj temperaturi 20 minuta. Na ovaj način pripremljen, uzorak je spreman za analizu.
Priprema standarda. Prije početka analize neophodno je pripremiti standardne rastvore. Za pripremu je korišteno uputstvo proizvođača kita. U bunariće u kojima se otpipetira po 500 µl svakog od standarda, doda se 25 µl rastvora za razvoj reakcije, pažljivo promiješa i inkubira 20 minuta na sobnoj temperaturi i tamnom mjestu. Zatim se u bunariće doda 100 µl rastvora za neutralizaciju. Ponovo se pažljivo promiješa i inkubira 20 minuta na sobnoj temperaturi. Prilikom pipetiranja, svaki put se koristi novi nastavak za mikropipetu, kako bi se spriječila kontaminacija. Nakon što je inkubiranje završeno, standardi su spremni za analizu.
Određivanje sadržaja histamina. U svaki bunarić se otpipetira po 100 µl (i uzorka i standarda). Rade se po dva ponavljanja, kako bi dobijeni rezultati bili što precizniji. Onda se u svaki bunarić doda 50 µl antitijela histamina. Nakon toga se ploča u kojoj se nalaze bunarići prekrije sa plastičnom folijom i inkubira 45 minuta na sobnoj temperaturi. Zatim slijedi faza ispiranja. Rastvor za ispiranje se prije upotrebe razblažuje, jer je koncentrovan. Ispiranje se vrši tri puta i to tako da se 300 µl rastvora za ispiranje doda u svaki bunarić. Nakon toga se u bunariće doda po 100 µl konjugata. Ploča sa bunarićima se ponovo prekrije plastičnom folijom i inkubira 45 minuta. Zatim se ponovo vrši ispiranje, na isti način kako je već opisano. Onda se u svaki bunarić otpipetira po 100 µl supstrata i nakon 20 minuta, razvija se plava boja. Dodatkom po 100 µl stop rastvora (0,5 M H2SO4) u svaki bunarić plava boja prelazi u žutu. Nakon što se na šejkeru (Mix Mate, eppendorf, 750 obrtaja u minuti) kratko promiješa, mjeri se apsorbancija na ELISA čitaču, na 450 nm [10].


REZULTATI I DISKUSIJA

Prije početka mjerenja sadržaja histamina u uzorcima vina i piva pripremljena je standardna kriva, koja je potrebna da bi se iz nje, a na osnovu izmjerenih apsorbancija, izračunao sadržaj histamina u ispitivanim uzorcima (tabela 1.). U ovu svrhu korišteni su rastvori standarda poznate koncentracije (0, 2, 4, 10, 40 i 100 ng/ml). 

Tabela 1. Izmjerena apsorbancija za standarde
Table 1. The absorbance of the standards
	Koncentracija / Concentration (ng/ml)
	0
	2
	4
	10
	40
	100

	Apsorbancija / The apsorbance (450 nm)
	1,383
	1,119
	0,894
	0,673
	0,409
	0,342



Na grafikonu 1. prikazana je kalibraciona kriva dobijena na osnovu rezultata iz tabele 1. Kvadratna zavisnost bolje opisuje odnos apsorbancije i koncentracije od jednačina pravca, te je odlučeno da se za dalje računanje ona koristi. Koeficijent pravca kalibracione krive (R2 =0,9935) u ovom slučaju pokazuje visoku zavisnost apsorbancije i koncentracije, za razliku drugog slučaja, gdje je R2 vrijednost znatno niža.  


Grafikon 1. Kalibraciona kriva
Figure 1. Calibration curve

U tabeli 2. prikazane su izmjerene vrijednosti sadržaja histamina u uzorcima vina i piva kupljenim na tržištu RS/BiH. Sadržaj histamina je određen u 15 uzoraka (crnog i bijelog) vina. Kao što se može vidjeti, na osnovu dobijenih rezultata, najmanji sadržaj histamina u ispitivanim uzorcima vina je bio 1,3 µg/kg, najveći 23,0 µg/kg. U ispitivanim uzorcima piva najmanji sadržaj je bio 1,4 µg/kg, najveći je bio 4,0 µg/kg. Na osnovu srednje vrijednosti izračunata je standardna devijacija za ispitivane uzorke. 

Tabela 2. Sadržaj histamina u uzorcima vina/piva kupljenim na tržištu RS/BiH
Table 2. The histamine content in samples wine/beer purchased on the market in RS/BiH
	Sadržaj histamina / The histamine content (µg/kg)

	
	Vino / Wine
	Pivo / Beer

	Broj uzoraka /
Number of samples
	15
	12

	Min vrijednost / 
Min value (µg/kg) 
	1,30
	1,40

	Max vrijednost / 
Max value (µg/kg)
	23,00
	4,00

	Srednja vrijednost / 
Mean value (µg/kg)
	10,20
	2,50

	Standardna devijacija / 
Standard deviation
	6,43
	0,82


                                
Na grafikonu 2 i 3 prikazan je sadržaj histamina u ispitivanim uzorcima vina i piva u zavisnosti od zapremine pića koja se popije u toku dana.
Preporuka mnogih ljekara je da se dnevno popije 1-2 čaše vina ili piva, uzimajući u obzir njihove hranljive i ljekovite vrijednosti. Vino djeluje kao antioksidans, a konzumiranjem piva u umjerenim količinama smanjuje se rizik od srčanih oboljenja, rizik od nastanka raka mokraćne bešike, kao i stvaranja kamena u bubregu [11].
U ispitivanim uzorcima vina prosječan sadržaj histamina je bio 10,2 µg/kg, odnosno 10,2 µg/l. Ukoliko osoba dnevno popije jednu čašu vina (0,25 l) bilo crnog ili bijelog, tom prilikom u organizam unese 2,55 µg histamina (računato u odnosu na prosječan sadržaj histamina u 1 l). Kada popije 2 čaše vina, odnosno 1 ili 2 l tom prilikom u organizam unese 5,10, 10,20 i 20,40 µg histamina.



Grafikon 2. Sadržaj histamina u uzorcima vina, u zavisnosti od zapremine koja se popije
Figure 2. The histamine content in samples wina, depending on the volume of the drink

Kada osoba umjesto čaše vina, popije čašu piva, tom prilikom u organizam unese 0,625 µg histamina (računato u odnosu na prosječan sadržaj histamina u pivu, 2,5 µg/l). Ukoliko osoba umjesto čaše, popije dvije čaše piva, 1 ili 2 l, tom prilikom u organizam unese 1,25 µg, 2,50 i 5,00 µg histamina. 


Grafikon 3. Sadržaj histamina u uzorcima piva, u zavisnosti od zapremine koja se popije
Figure 3. The histamine content in samples beer, depending on the volume of the drink

Na osnovu dobijenih rezultata, sadržaj histamina u obje ispitivane grupe alkoholnih pića (vino i pivo) ne prelazi maksimalno dozvoljenu količinu koja je u našoj zemlji definisana za proizvode od ribe i iznosi 100 mg/kg [12]. Ali, konzumiranje alkoholnih pića u većim količinama može izazvati štetne posljedice po zdravlje ljudi.
Najveći izmjereni sadržaj histamina u uzorku vina bio je 23,0 µg/kg, a u uzorku piva je bio 4,0 µg/kg. Sadržaj histamina je manji u uzorcima piva, nego u uzorcima vina. Neki istraživači (Buto i sar., 1984, Vidal-Carou i sar., 1990, Soufleros i sar., 1998, Sebastian i sar., 2011, Bunka i sar., 2012) odgovornost za nastajanje histamina u vinu pripisuju mliječnim bakterijama. Taj proces se odvija tokom malolaktičke fermentacije. Sadržaj aminokiselina za vrijeme malolaktičke fermentacije značajno opada, dok se sadržaj biogenih amina povećava. Naime, mliječne bakterije su u malim količinama prisutne u zdravom grožđu, ali za vrijeme skladištenja u podrumu, bakterije se brzo razmožavaju i povećava se njihov broj, a samim tim i sadržaj histamina [4].
Posebna pažnja se poklanja sadržaju histamina u alkoholnim pićima (vinu i pivu), zato što prisutni alkohol povećava njegove toksične efekte, direktno ili indirektno, inhibirajući enzime koji su odgovorni za njegovu razgradnju [4].
Regulativa Evropske Unije propisuje maksimalno dozvoljen sadržaj histamina u ribi i proizvodima od ribe u količini od 100 mg/kg [12, 13]. Neke zemlje (Njemačka, Belgija, Francuska, Švajcarska) su postavile grube smjernice u pogledu maksimalno dozvoljenog sadržaja histamina u vinu koji je mnogo niži, nego u ribi, zbog prisustva etanola. U odnosu na vino, u pivu je sadržaj histamina niži. Veći sadržaj histamina se nalazi u pivu, ukoliko se dobija spontanom fermentacijom. Maksimalan dozvoljeni sadržaj histamina u alkoholnim pićima je 2 mg/l u Njemačkoj, 5-6 mg/l u Belgiji, 8 mg/l u Francuskoj i 10 mg/l u Švajcarskoj [14].
U ovom radu najveći sadržaj histamina u uzorcima vina je bio 23 µg/kg, odnosno 23 µg/l, a u uzorcima piva je bio 4,0 µg/l. Dobijene vrijednosti histamina u vinu i pivu ne prelaze dozvoljene količine za alkoholna pića koje su grubo definisane u Njemačkoj, Belgiji, Francuskoj i Švajcarskoj (Njemačkoj 2 mg/l, Belgiji 5-6 mg/l, Francuskoj 8 mg/l i Švajcarskoj 10 mg/l).
Uzimajući u obzir štetne posljedice koje može izazvati prisustvo histamina u alkoholnim pićima, zbog prisustva alkohola, prvi korak prilikom proizvodnje alkoholnih pića podrazumijeva isključivanje neželjenih dekarboksilaza mikroorganizama. To se može postići pomoću prisutnog SO2 u kombinaciji sa enzimom lizozimom. Ovaj enzim izaziva lizu zida ćelije gram pozitivnih mikroorganizama. Na taj način se inhibira rast mliječnih bakterija. Autori (Kally i sar., 1996; Mannino i sar., 2006) su pokazali da je najefiksaniji način za smanjenje histamina u alkoholnim pićima dodatak bentonita. Smanjenje sadržaja histamina je u direktnoj vezi sa količinom bentonita koji se koristi [4]. Dodatkom 80 g bentonita sadržaj histamina se smanjuje i do 60 %. Osim navedenih načina za smanjenje sadržaja histamina, neophodno je još voditi računa i o kvalitetu sirovina koje se koriste, kao i o uslovima u toku procesa proizvodnje i skladištenja.


ZAKLJUČAK

Dobijene vrijednosti sadržaja histamina u alkoholnim pićima (vinu i pivu) ne prelaze dozvoljene vrijednosti koje su u našoj zemlji određene Pravilnikom za ribu i proizvode od ribe i iznose 100 mg/kg [12].
Prosječan sadržaj histamina u uzorcima vina (15 uzoraka) bio je 10,2 µg/kg, a u uzorcima piva (12 uzoraka) bio je 2,5 µg/kg. 
Najveći sadržaj histamina u uzorcima vina je bio 23,0 µg/kg, a u uzorcima piva je bio 4,0 µg/kg.
Ni najveće dobijene vrijednosti ne prelaze dozvoljene vrijednosti za prisustvo histamina u alkoholnim pićima, koje su u nekim zemljama, zbog prisustva alkohola, strogo definisane.
Naučna i stručna javnost treba da doprinese naporima, da se definiše dozvoljeni sadržaj histamina u alkoholnim pićima, jer prisutni alkohol potencira njegovo štetno djelovanje, a i zbog razloga što se histamin u organizam živih bića unosi i konzumiranjem drugih prehrambenih proizvoda.
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Sadržaj histamina u pivu / The histamine content in beer
Pivo	1,25
2,50
5,00

0.62500000000000022	1.25	2.5	5	Zapremina / Volume (l)

Sadržaj histamina /
The histamine content (µg/l)



Kalibraciona kriva / Calibration curve
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Sadržaj histamina u vinu / The histamine content in wine
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