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SAŽETAK

Različite vrste prehrambenih proizvoda mogu da sadrže određenu količinu histamina. Zbog nedostatka enzima potrebnih za njegovu razgradnju, u organizmu čovjeka histamin može da izazove reakcije čiji su simptomi slični simptomima alergijskih reakcija na neke sastojke iz hrane. To može stvoriti ozbiljne probleme po zdravlje jednog broja osoba. 
Cilj ovog rada je bio da se utvrdi bezbjednost prehrambenih proizvoda na domaćem tržištu i uticaj eventualno prisutnog histamina na zdravlje ljudi, te da se da doprinos naporima da se odredi dozvoljeni sadržaj ovog sastojka u različitim prehrambenim proizvodima. Sadržaj histamina je određen enzimsko-imunohemijskom metodom (ELISA). Sadržaj histamina je određen u pet grupa prehrambenih proizvoda: konzervisane ribe, paštete, sirevi, sirni namazi i jogurt. U prvoj grupi proizvoda (konzervisana riba) najmanji sadržaj histamina je 15,9 µg/kg, a najveći 32,2 µg/kg. U drugoj grupi proizvoda najmanji sadržaj je bio 12,6 µg/kg, a najveći sadržaj je 31,2 µg/kg. U trećoj grupi sadržaj histamina se kretao u rasponu od 34,4 µg/kg do 39,0 µg/kg, kod sira sa najvećim sadržajem mliječne masti. U grupi sirnih namaza najmanji sadržaj histamina je bio 2,6 µg/kg, a najveći 40,4 µg/kg, dok se sadržaj histamina u grupi jogurta kreće u rasponu od 2,4 µg/kg do 15,5 µg/kg. U svim ispitivanim grupama  proizvoda sadržaj histamina je bio manji od 100 mg/kg, što predstavlja dozvoljenu količinu histamina u mesu ribe.
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UVOD

Histamin (β-imidazol-etilamin) je heterociklični primarni amin koji pripada grupi biogenih amina. Biogeni amini su niskomolekularna organska jedinjenja čija masa ne prelazi 200 Da [1]. S obzirom da su biološki aktivna jedinjenja, oni mogu negativno uticati na zdravlje potrošača. Ako se hranom unese veća količina histamina, to može izazvati trovanje [2]. Pod uticajem enzima histidin-dekarboksilaze, histamin nastaje iz slobodne aminokiseline L-histidin [3]. Tokom kvarenja namirnica, a pod uticajem nekontrolisanih mikrobioloških procesa, može nastati mala količina histamina.  
U organizmu živih bića endogeni histamin ima važnu ulogu, gdje učestvuje u brojnim fiziološkim i patološkim procesima: snabdijevanje organa krvlju, lučenje hormona, sekrecija hormona u želucu i crijevima, motilitet crijeva i  anafilaksija [1]. Osim, u organizmu živih bića, histamin može biti prisutan i kao sastojak u raznovrsnoj hrani i piću. Histamin prisutan u hrani, rezultat je rasta bakterije koja posjeduje enzim histidin-dekarboksilazu.
Sadržaj histamina u prehrambenim proizvodima zavisi od prirode proizvoda, procesa sazrijevanja, stepena svježine proizvoda, kao i uslova skladištenja [3]. Visok sadržaj histamina se nalazi u hrani bogatoj proteinima i fermentisanoj hrani. U ovu grupu prehrambenih proizvoda, najčešće spadaju meso ribe, sir i proizvodi od sira, prerađevine od mesa i mesa brojlera, te vino i pivo. 
Mala količina histamina, unesena hranom, izaziva blage simptome kao što su: glavobolja, povraćanje, povišena temperatura, osip po koži, respiratorni distres sindrom, srčani i crijevni problemi [4]. Ukoliko se u organizam unese velika količina histamina, kada dospije u krvotok živih bića, on može izazvati trovanje opasno po život. U ovom slučaju simptomi se javljaju pola sata do sat vremena nakon obroka. Posljedice trovanja su prvo vidljive na krvnim sudovima i glatkim mišićima. Nakon toga javljaju se sljedeći simptomi: glavobolja, sekrecija iz nosa, bronhospazam, tahikardija, hipozenzija, otok oko očiju i urtikarija.
Količina histamina, koja može izazivati trovanje, zavisi od osjetljivosti osoba. Osjetljivost pojedinca na djelovanje histamina nastaje zbog smanjene aktivnosti sljedećih enzima: monoamino-oksidaze (MAO), diamino-oksidaze (DAO) i histamin-N-metil transferaze (HMT) koji su odgovorni za intoleranciju na histamin [3, 5]. Ljudsko tijelo je u stanju da metabolizuje veći sadržaj histamina iz gastrointestinalnog trakta, ali u slučaju smanjene aktivnosti enzima (MAO, DAO i HMT) ili u slučaju visokog unosa histamina hranom (200-500 mg/kg), dolazi do akumulacije i trovanja. Zabilježeni su slučajevi u kojima do trovanja histaminom dolazi konzumacijom i drugih namirnica (meso i proizvodi od mesa, sir i njegovi proizvodi, vino), a ne samo mesa ribe [3].
Količina histamina u hrani i piću se može koristiti kao pokazatelj svježine, bezbjednosti i kvaliteta proizvoda [6, 7]. Zbog potencijalne opasnosti po zdravlje ljudi, određivanje sadržaja histamina u hrani i piću je izuzetno važno. Za određivanje sadržaja histamina u prehrambenim proizvodima koriste se različite tehnike i različite metode (HPLC metode u kombinaciji sa pred-kolonskom i post-kolonskom derivatizacijom, ultra visoko-pritisna tečna hromatografija UHPLC, ELISA) [3]. 
ELISA (enzimsko-imunohemijska metoda) se pokazala kao najbolja za rutinska određivanja, jer ima određene prednosti u odnosu na druge tehnike: potrebna mala količina uzorka, jednostavna priprema uzorka, jednostavno izvođenje, niska cijena analize i mogućnost istovremenog ispitivanja velikog broja uzoraka. Međutim, kao glavni nedostaci ELISA tehnike su pojava “cross-reactivity” i mogućnost dobijanja lažno pozitivnih rezultata. “Cross-reactivity” predstavlja sposobnost jedinjenja koja imaju strukturu sličnu ispitivanoj supstanci da sa antitijelima reaguju na isti način kao ispitivano jedinjenje [8].

U Evropskoj Uniji kritične količine histamina u ribi su određene Pravilnikom o mikrobiološkim kriterijumima za hranu (2008). U Republici Srpskoj/Bosni i Hercegovini utvrđen je maksimalno dozvoljeni sadržaj histamina samo u mesu ribe i proizvodima od ribe (100 mg/kg) zbog čega su autori sebi postavili za cilj da odrede sadržaj histamina u drugim proizvodima i time daju doprinos unapređenju propisa kroz definisanje količine histamina u drugim vrstama prehrambenih proizvoda. Pored toga, cilj rada je da se kroz analizu rizika na prisustvo histamina u prehrambenim proizvodima, doprinese unapređenju ukupne bezbjednosti potrošača prehrambenih proizvoda, kupljenim na domaćem tržištu. 


MATERIJAL I METODE

Materijal

Uzorci u kojima je određivan sadržaj histamina nabavljeni su na tržištu Republike Srpske/Bosne i Hercegovine i podijeljeni u pet grupa prehrambenih proizvoda: konzerve od mesa ribe (14 proizvoda), paštete (6 proizvoda), sirevi (6 proizvoda), sirni namazi (10 proizvoda) i jogurt (9 proizvoda). U okviru grupe „konzerve od mesa ribe“ ispitivane su konzerve od mesa tune i mesa sardine različitih proizvođača. Uzorci iz ostalih grupa (sirevi, sirni namazi i jogurti) nabavljeni su u redovnoj trgovačkoj mreži, pri čemu su se uzorci iz iste grupe proizvoda međusobno razlikovali prema sadržaju mliječne masti. 
Za određivanje sadržaja histamina u prehrambenim proizvodima korišten je kit (Immunolab GmbH, Histamine ELISA, D- Kassel, Germany) [9]. U sastavu test kita nalazi se set pripremljenih hemikalija: serija standarda histamina, histamin enzim-konjugat, rastvor za ispiranje, reagens za razvoj boje, stop reagens (0,5 M H2SO4) i 96 bunarića za analizu. Standardi histamina su sljedećih koncentracija: 0, 2, 4, 10, 40 i 100 ng/ml. Čuvanje i upotreba kita je vršeno prema uputstvu proizvođača [9].

Metode rada

Sadržaj histamina u ispitivanim prehrambenim proizvodima nabavljenim na tržištu RS/BiH je određen enzimsko-imunohemijskom metodom – ELISA. Ova metoda omogućava brzi ''screening'' ispitivane supstance. Kod ove metode kvantitativno određivanje koncentracije ispitivane supstance vrši se mjerenjem intenziteta boje proizvoda, koji nastaje u reakciji između enzima i dodatog supstrata. Intenzitet boje se određuje pomoću ELISA čitača, mjerenjem apsorbancije [3].
Priprema uzorka. Uzorci mase 10 g (± 0,001) su homogenizovani sa 50 ml 0,1 M hlorovodonične kiseline (HCl) pomoću miksera (Ultra-Turrax, IKA T25 digital, 11000 obrtaja u minuti) u trajanju od 5 minuta. Homogenizovani uzorci su potom centrifugirani na 3000 obrtaja u minuti, u trajanju od 10 minuta. Zatim je 500 µl uzorka razblaženo sa svježe pripremljenim rastvorom za razblaživanje u odnosu 1:2. U pripremljen uzorak mikropipetom je otpipetirano 50 µl reagensa za razvoj reakcije, promiješano na šejkeru (Mix Mate, eppendorf, 750 obrtaja u minuti) oko 30-ak sekundi i inkubirano 20 minuta na sobnoj temperaturi i tamnom mjestu. Zatim je dodato 200 µl rastvora za neutralizaciju i ponovo vršeno inkubiranje na sobnoj temperaturi. Na ovaj način pripremljen, uzorak je spreman za analizu [9].
Priprema standarda. U bunarić sa 500 µl standarda mikropipetom se doda 25 µl reagensa za razvoj reakcije. Zatim se pažljivo promiješa, na šejkeru (Mix Mate, eppendorf, 750 obrtaja u minuti) oko 30-ak sekundi i inkubira na tamnom mjestu i sobnoj temperaturi u trajanju od 20 minuta. Nakon toga se dodaje rastvor za neutralizaciju (100 µl), ponovo promiješa i inkubira 20 minuta na sobnoj temperaturi. Na ovaj način pripremljeni, standardi su spremni za analizu.
Određivanje sadržaja histamina. U bunariće sa pripremljenim uzorcima i standardima (100 µl) se dodaje antitijelo-histamina (50 µl). Da bi se spriječila kontaminacija, ili da neke nečistoće ne bi dospjele u bunariće, za vrijeme inkubiranja se ploča sa bunarićima prekrije plastičnom folijom. Nakon 45 minuta inkubiranja vrši se ispiranje bunarića svježe pripremljenim rastvorom za ispiranje, koji je prethodno razblažen sa vodom u odnosu 1:9. Ispiranje se vrši 3 puta, kako bi se uklonio materijal koji se nije vezao. Nakon faze ispiranja, u svaki bunarić (i sa uzorkom i sa standardom) se dodaje 100 µl konjugata. Ponovo se prekrije plastičnom folijom i inkubira (45 minuta). Nakon toga, ponovo slijedi faza ispiranja, a zatim se dodaje 100 µl supstrata. Zatim supstrat reaguje sa vezanim konjugatom koji je zaostao u bunarićima. Nakon 20 minuta kao rezultat vezivanja razvija se plava boja. Intenzitet plave boje je obrnuto proporcionalan koncentraciji histamina u uzorku. Dodatkom 100 µl stop reagensa (0,5 M H2SO4) plava boja prelazi u žutu. Zatim se vrši očitavanje intenziteta boje na ELISA čitaču na 450 nm. Dobijena, žuta boja je stabilna 30 minuta [9]. Za svaki uzorak i standard rađena su po dva ponavljanja.


REZULTATI I DISKUSIJA

U dijelu teksta koji slijedi biće predstavljeni dobijeni rezultati određivanja sadržaja histamina u prehrambenim proizvodima, kao i diskusija dobijenih rezultata.
U tabeli 1. su prikazane dobijene vrijednosti apsorbancija za rastvore standarda (rastvori tačno poznate koncentracije) na 450 nm. Mjerenje je potrebno radi određivanja standardne krive, zbog čega je pripremljeno 5 rastvora standarda poznate koncentracije. 

Tabela 1. Apsorbancija standarda
Table 1. The absorbance of the standards
	Koncentracija standarda /
Concentration of standard (ng/ml)
	0
	2
	4
	10
	40
	100

	Apsorbancija /
The absorbance (450 nm)
	1,675
	1,254
	0,908
	0,581
	0,358
	0,187



Standardna kriva se određuje kako bi se unutar određenog područja mogli dobiti ispitivani rezultati koji su proporcionalni koncentraciji ispitivane supstance u uzorku. 
Na grafikonu 1. je prikazana kvadratna zavisnost koncentracije od apsorbancije. Koeficijent pravca kod kvadratne zavisnosti iznosi k=0,9997.




Grafikon 1. Standardna kriva
Figure 1. The standard curve

U tabeli 2. prikazan je sadržaj histamina u ispitivanim uzorcima (konzerve od mesa ribe, paštete, sirevi, sirni namazi i jogurti). U prvoj grupi proizvoda sadržaj histamina je kontrolisan u 14 uzoraka konzervisanih riba koje su dostupne na našem tržištu. Ispitivani su uzorci mesa sardine (7 uzoraka) i uzorci mesa tune (7 uzoraka). Na osnovu dobijenih rezultata, najmanji sadržaj histamina u ovoj grupi je bio 15,9 µg/kg (uzorak mesa sardine), a najveći je bio 32,2 µg/kg (uzorak mesa tune).
U drugoj grupi prehrambenih proizvoda, sadržaj histamina je kontrolisan u 6 uzoraka pašteta koje su dostupne na našem tržištu. Najmanji sadržaj histamina bio je 12,6 µg/kg, a najveći 31,2 µg/kg.
Sadržaj histamina u trećoj grupi (uzoraka sireva sa različitim sadržajem mliječne masti) je kontrolisan u 6 prehrambenih proizvoda. Sadržaj histamina u ovoj grupi je veći, nego kod prethodno ispitivanih grupa. Najmanji sadržaj histamina je bio 34,4 µg/kg (uzorak sira sa 30% mliječne masti), a najveći 39,0 µg/kg kod uzorka sira sa 48% mliječne masti.
Sadržaj histamina je određen u 10 uzoraka sirnih namaza. Najmanji sadržaj histamina u ovoj grupi je bio 2,6 µg/kg, a najveći sadržaj je bio 40,4 µg/kg.
U petoj grupi proizvoda sadržaj histamina je kontrolisan u 9 uzoraka jogurta koji su dostupni na tržištu Republike Srpske/Bosne i Hercegovine. Najmanji sadržaj histamina je bio 2,4 µg/kg, a najveći 15,5 µg/kg. Na osnovu dobijenih rezultata, može se uočiti da je sadržaj histamina u ovoj grupi proizvoda bio niži, nego u ostalim ispitivanim grupama.
	Na osnovu dobijenih rezultata, sadržaj histamina u svih 5 grupa prehrambenih proizvoda ne prelazi količinu od 100 mg/kg, koja je određena kao maksimalna dozvoljena količina (količina koja ne izaziva štetne posljedice  po zdravlje potrošača) za proizvode od ribe [10, 11].  








Tabela 2. Sadržaj histamina u ispitivanim uzorcima kupljenim na tržištu RS/BiH
Table 2. Histamine content in the analyzed samples purchased on the market in RS/BiH
	Sadržaj histamina /
Histamine content (µg/kg)

	 
	Konzervisane ribe /
Canned fish meat
	Paštete /
Pates
	Sirevi /
Cheeses
	Sirni namazi /
Cheese spreads
	Jogurti / 
Yoghurts

	Broj uzoraka /
Number of samples
	14
	6
	6
	10
	9

	Min vrijednost /
Min value (µg/kg)
	15,90
	12,60
	34,40
	2,60
	2,40

	Max vrijednost / 
Max value (µg/kg)
	32,20
	31,20
	39,00
	40,40
	15,50

	Srednja vrijednost /
Mean value (µg/kg)
	21,43
	18,80
	37,20
	15,40
	4,80

	Standardna devijacija /
Standard deviation
	3,96
	6,83
	1,69
	15,40
	4,06



U uzorcima konzervisanog mesa ribe najveći sadržaj histamina je bio 32,2 µg/kg, kod pašteta 31,2 µg/kg, sireva 39,0 µg/kg, sirnih namaza 40,4 µg/kg i jogurta 15,5 µg/kg. Prema istraživanju u osječko-baranjskoj županiji, do trovanja izazvanog histaminom iz industrijski prehrambenog mesa ribe, dolazi ako proizvod sadrži više od 60-100 mg histamina na 100 g konzumirane ribe [12]. Ohrabrujuće je da je sadržaj histamina u ispitivanim uzorcima prehrambenih proizvoda znatno niži i od ove vrijednosti.
U tabeli 3. je prikazano koliko se histamina unese u organizam živih bića konzumiranjem 100 g nekog prehrambenog proizvoda. Sadržaj histamina se najčešće ispituje u ribi. Riječne ribe sadrže 16-19% proteina, a morske ribe 18-23% [13]. Preporučuje se da se 18 mg histidina nalazi u 1 g proteina [14]. U 100 g konzervisane ribe nalazi od 18 do 23 g proteina. Tom prilikom se u organizam unese od 324 do 414 mg histidina (ukoliko u jednom gramu proteina ima 18 mg, kao što je preporučeno). Ako se sav histidin prevede u histamin, to je 324, odnosno 414 mg histamina. Od toga 95% bakterije u crijevima acetiluju i razgrade, te ga na taj način inaktiviraju [13]. Na osnovu navedenih podataka može se pretpostaviti da količine histamina koje ostanu u organizmu su od 16,2 mg do 20,7 mg što je ispod granice koja dovodi do trovanja (60 -100 mg). 
U prvoj ispitivanoj grupi ''konzerve od mesa ribe'', sadržaj proteina se kreće od 18-23% [13]. Tom prilikom se u organizam živih bića  putem 100 g proizvoda unese 18-23 g proteina, odnosno 324-414 mg histidina. Ako se sav histidin prevede u histamin, to je 324-414 mg histamina. Od te količine, 95%  se razgradi i u organizmu ostane 16,2-20,7 mg histamina. 
Sadržaj proteina u grupi pašteta je 8-12%. To znači da se putem 100 g pašteta u organizam unese 144-216 mg histidina (1g proteina sadrži 18 mg histidina). Ako se sav prevede u histamin, to je 144-216 mg histamina. Od toga se 95% razgradi i u organizmu ostane 7,2 mg, odnosno 10,8 mg histamina [14]. 
U trećoj ispitivanoj grupi proizvoda – sirevi, sadržaj proteina se kreće od 14-25%. Unosom 100 g nekog od ispitivanih sireva, u organizam se unese 14-25 g proteina. S obzirom da je da se u 1g proteina nalazi 18 mg histidina, to znači da se u organizam unese 252-450 mg histidina. Ako se sav histidin prevede u histamin, onda je to 252-450 mg histamina. Uzimajući u obzir da se 95% histamina razgradi, količina koja ostaje u organizmu je 12,6-22,5 mg histamina. 
U ispitivanim sirnim namazima, sadržaj protena je 13%. Unosom 100 g ovih proizvoda u organizam se unese 13 g proteina, odnosno 234 mg histidina. Ova količina predstavlja i količinu histamina, ukoliko se sav histidin prevede u histamin. Kada se 95% razgradi, u organizmu ostaje 11,7 mg histamina. 
Sadržaj proteina u ispitivanim jogurtima je 4%. Unosom 100 g proizvoda u organizam se unese 4 g proteina, odnosno 72 mg histidina. Ukoliko se sav prevede u histamin, onda je to 72 mg histamina. Nakon što se razgradi u organizmu ostaje 3,6 mg histamina.  
Tabela 3. Sadržaj proteina, histidina i histamina u 100 g proizvoda
Table 3. The protein, histidine, histamine content 
	Uzorci
Samples
	Sadržaj proteina u  proizvodu (%) /
Protein content (%) of products  
	Sadržaj histidina (mg) / 100g proizvoda
Histidine content (mg) / of 100g products
	Sadržaj histamina (mg) / 100g
Histamine content (mg) / of 100g
products
	Zaostala količina histamina u organizmu (mg)
Histamine residual amounts in the body (mg)

	Konzerve od mesa ribe /
Canned fish meat
	18-23
	324-414
	324-414
	16,2-20,7

	Paštete /
Pates
	8-12
	144-216
	144-216
	7,2-10,8

	Sirevi /
Cheese
	14-25
	252-450
	252-450
	12,6-22,5

	Sirni namazi /
Cheese spreads
	13
	234
	234
	11,7

	Jogurti /
Yoghurts
	4
	72
	72
	3,6


                                  
Prisustvo histamina u hrani nepovoljno djeluje na zdravlje potrošača i smanjuje bezbjednost i kvalitet prehrambenih proizvoda, ali nije zapaženo da utiče na senzorna svojstva hrane. Postojeći propisi definišu maksimalno dozvoljenu količinu histamina samo u mesu ribe, ali zbog stalnog porasta broja ljudi koji su osjetljivi na njegovo prisustvo u hrani potrebno je odrediti dozvoljenu dozu i uvesti obaveznu kontrolu njegovog prisustva u hrani. 
Uzimajući u obzir štetne posljedice koje može izazvati prisustvo histamina u prehrambenim proizvodima, neophodno je ograničiti njegovo prisustvo na najniži mogući nivo. Da bi se to postiglo, osnovne sirovine koje se koriste u proizvodnji trebaju biti visokog nivoa kvaliteta. Higijena tokom procesa proizvodnje je izuzetno važna, kao i da proizvodnim procesom rukovodi stručno i kompetentno osoblje. Osim procesa proizvodnje, posebna pažnja se pridaje uslovima transporta i skladištenja. Rast i aktivnost mikroorganizama koji dekarboksilacijom prevode histidin u histamin tokom kvarenja namirnica treba inhibirati.
Potrošači koji su osjetljivi na prisustvo histamina u hrani, treba da budu upoznati u kojim namirnicama ga ima i u kojim količinama. Takvim osobama se preporučuje izbjegavanje prehrambenih proizvoda koji sadrže histamin. 
Analizom prehrambenih proizvoda koji su nabavljeni na tržištu Republike Srpske/Bosne i Hercegovine u ovom radu je dokazano da je sadržaj histamina u okviru dozvoljenih granica. U našoj zemlji je Pravilnikom o hrani životinjskog porijekla utvrđeno da je dozvoljen sadržaj histamina 100 mg/kg računato za ribu i proizvode od ribe [10]. S obzirom da se svi ispitivani proizvodi zbog svog nutritivnog sastava, preporučuju u svakodnevnoj ishrani, neophodna je redovna kontrola sadržaja histamina. Radi zaštite potrošača prehrambena industrija treba insistirati da se i u ostalim proizvodima definiše dozvoljen sadržaj histamina.


ZAKLJUČAK

Na osnovu rezultata dobijenih u ovom radu i njihove diskusije može se zaključiti da:
1. Sadržaj histamina u pet grupa proizvoda kupljenih na tržištu Republike Srpske/Bosne i Hercegovine kretao se u rasponu od 2,4 µg/kg (najmanji)  do 40,4 µg/kg (najveći), pri čemu je najviši prosječni sadržaj histamina bio u grupi 3, kod sireva (37,17 µg/kg).
2. Izmjerene vrijednosti histamina su niže od sadržaja histamina koji je u propisima određen kao maksimalno dozvoljena vrijednost u mesu ribe (100 mg/kg) ili vrijednosti za koju se smatra da može imati toksično djelovanje (60-100 mg/kg).
3. Prosječni dnevni unos histamina konzumiranjem proizvoda iz ispitivanih grupa je 241,2 mg. Budući da se od te količine 95% histamina razgradi u organizmu, u cilju smanjenja rizika od trovanja hranom, potrebno je definisati maksimalno dozvoljenu količinu histamina i za druge prehrambene proizvode.
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