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1. UVOD

U danasSnje vrijeme kada vlada nestaSica hrane i glad u nekim dijelovima svijeta, u drugim
dijelovima vlada pretjerana konzumacija nezdrave hrane i1 prezasic¢enost trziSta nekvalitetnim
proizvodima opcenito. Za oba problema stru¢njaci predlazu koristenje zdravih, visoko
nutritivnih namirnica. U te namirnice spada i riba kao bogat izvor proteina i drugih nutrijenata
vaznih za zdravlje ljudskog organizma. Riba, kao i druge namirnice koje konzumiramo, moze
sadrzati prirodno prisutne kemijske spojeve koji u odredenim koli¢inama postaju Stetni za
ljudsko zdravlje, a time i konzumaciju. U te spojeve spadaju biogeni amini, koji su neophodni
za fizioloske funkcije. Zbog negativnog utjecaja na ljudsko zdravlje, jedan od najproucavanijih
biogenih amina je je histamin. Odredene bakterije proizvode enzim histidin dekarboksilazu kao
nusprodukt svoga rasta. Taj enzim reagira sa slobodnim histidinom kojega u pojedinim ribama
ima viSe dok ga u drugima ima manje (Nosi¢, 2010).Uslijed nepravilnog postupanja s ribom
nakon ulova, histamin se moze naci u ribi i proizvodima od ribe u visokim koncentracijama
(Visciano i sur., 2014). Ako se riba ne ohladi neposredno nakon ulova, porast koncentracija
histamina javlja se u relativno kratkom vremenu a konzumacijom ribe koja ima 60mg/100g
mesa kod ljudi moze dovesti do histaminskog trovanja (FAO, 2004). Kako bi se zastitilo
zdravlje potrosaca provode se preventivna mjerenja i koriste odabrane metode za kontrolu
histamina. Uz preventivne mjere, u koje spada i dobra higijenska praksa, uveden je kao

nadogradnja i HACCP sustav za industrijski sektor.



2. BIOGENI AMINI

Biogeni amini su alkalne tvari s jednom ili viSe aminskih skupina. Vazni su dusikovi spojevi i
bioloski znacajni u mikrobnim, biljnim i zivotinjskim stanicama (Karovi¢ova i Kohajdov4,
2005). Mogu se podijeliti u nekoliko grupa prema njihovoj kemijskoj strukturi — alifatski:
kadaverin, putrescin, spermin, spermidin, aromatski: feniletilamin i tiramin, i heterociklicki:
histamin, triptamin (Mohamed i sur., 2009). U nefermentiranim namirnicama poput voca,
povréa, mesa, mlijeka i ribe, endogenog su podrijetla i tada se nalaze u niskim koncentracijama.
Visoke koncentracije biogenih amina mogu se naéi u fermentiranoj hrani kao rezultat aktivnosti
prisutne mikroflore. Broj mikroorganizama kao i njihova aktivnost se obi¢no povecavaju za
vrijeme kontrolirane ili spontane mikrobne fermentacije hrane ili tijekom kvarenja hrane.
Budu¢i da su mikroorganizmi u svjezoj ribi zastupljeni u vrlo malim koli¢inama, a tijekom
vremena skladiStenja i pod nepovoljnim uvjetima skladistenja koli¢ina im se povecava, njihova
se prisutnost u mesu ribe smatra izvrsnim pokazateljem stupnja svjezine (Dalgaard i Emborg,
2009). Sadrzaj biogenih amina u ribi i ribljim proizvodima ovisi o vrsti ribe, koli¢ini slobodnih
aminokiselina koje sadrzi, na¢inu na koji se riba obraduje odnosno potencijalu za rast i razvoj
bakterija u ribljim proizvodima te 0 uvjetima i temperaturi skladiStenja ribe. Kako sadrzaj
biogenih amina u hrani moze biti povezan i s procesom obrade ili kontaminacije tijekom
proizvodnje i neodgovarajuce pohrane, prisutnost relativno velikih koli¢ina biogenih amina u
ribi ukazuje na nedostatke u lancu proizvodnje ili rukovanja (Zovko, 2017). Poliamini kao §to
agmatin, putrescin, spermidin, spermin i kadaverin su osnovni spojevi Zivih stanica 1 bitan su
¢imbenik u regulaciji biokemijskih funkcija nukleinskih kiselina, sintezi bjelanCevina i
stabilizaciji membrana (Halasz i sur., 1994), dok histamin, kadaverin i putrescin nastaju

postmortalno dekarboksilacijom specificnih aminokiselina prisutnih u ribi (Santos, 1986).

2.1. Nastajanje biogenih amina
Nastaju dekarboksilacijom aminokiselina i mogu se ocekivati u svakoj hrani koja sadrzi

proteine ili slobodne aminokiseline, a podvrgnuta je procesima koji omogucavaju
mikrobiolosku ili biokemijsku aktivnost. Proces je ovisan o specificnim bakterijskim vrstama,
a koli¢ina stvorenih biogenih amina ovisi o razini aktivnosti dekarboksilaza i dostupnosti

aminokiselina (Rivas i sur., 2008).

Ukoliko se proteinska namirnica kao $to je riba, izlozi uvjetima pogodnima za rast i razvoj

mikroorganizama, za ocekivati je da ¢e do¢i do nastanka biogenih amina koji se pridruzuju



fizioloskim aminima ve¢ prisutnima u ribi (Pranji¢, 2016 ). Slika 1. prikazuje metabolicki put

nastajanja biogenih amina u ribi.

Q—(CH,),-IW, U(Cﬂz)z-NH: HO, CH,~CH,~NH,
H Histamine T:)j

HO

Tyramine ‘ N v :
N-J—CH,-(EH-CDQ"
L NH, cu,-ﬁn-cooﬂ
- (:Q( e

@—cﬂ, ~CH-COOH
COOH

- \
Lysine Cadaverine

HyN—CH~—(CHa),—NH, —= H;N—(CH,)s—NH,

COOH NH;
poon _# mu-cu—(cu,),-uu—c--uﬂ
HaN—CH—(CH,),—C—NH, .
COOH WO,
HN-CH-(CHINH: (O, —N—C=NH
‘ / ——
HN—(CH,)—NH,
Putrescine ‘
o Mo m
HaN—(CHz)y—N—(CHp)y —N—(CHg)y—NH,
Spermine
¥
HaN— (CHg)y—N—(CHy)—NH,
Spermidine

Slika 1. Metabolicki put nastajanja biogenih amina (Halasz i sur., 1994.)



Konacni sadrzaj razli¢itih amina ovisi o viSe ¢imbenika medu kojima su priroda proizvoda,
uvjeti skladistenja, posebno temperatura te prisutnost mikroorganizma. Preduvjeti za nastajanje
biogenih amina djelovanjem mikroorganizama:

e dostupnost slobodnih aminokiselina;

e prisutnost enzima dekarboksilaza u mikroorganizmu;

e uvjeti koji omogucuju rast bakterija i aktivnost dekarboksilaze (Mendes, 2009).
U niskim koncentracijama su esencijalni za brojne fizioloske funkcije, medutim, ako se
konzumiraju u velikim koli¢inama njihova farmakoloska aktivnost prelazi u toksi¢nost (Taylor,
1986) i predstavljaju zdravstveni rizik kod osjetljivih pojedinaca. Zbog negativnog utjecaja na

ljudsko zdravlje, jedan od najprou¢avanijih biogenih amina je histamin (Simat, 2010).

2.2. Mikroorganizmi odgovorni za proizvodnju biogenih amina u ribi
Biogeni amini koji se povezuju s toksikoloskim aspektom hrane morskog porijekla uglavnom

su rezultat mikrobioloSke aktivnosti. Povezani su viSe uz vrste bakterija koje ovise o povoljnim
uvjetima za razvoj bakterija i provedbu dekarboksilacije (temperatura, pH i dr.) (Simat, 2010).
Nastaju dekarboksilacijom slobodnih aminokiselina pod utjecajem enzima koji su produkt
metabolizma mikroorganizama, posebno pripadnika porodica Enterobacteriaceae,
Enterococcus i Lactobacillus. Do 2004. godine vladalo je opce misljenje da bakterije odgovorne
za histaminsko trovanje pripadaju isklju¢ivo mezofilnim bakterijama, $to je izazvalo nedoumice
u svezi nastanka histamina na temperaturama od 7-10°C. Psihrofilne bakterije Morganella
psychrotolerans i Photobacterium phosphoreum izolirane su kao proizvodaci histamina u ribi
skladiStenoj na 0°C. Danas je jasno da i mezofilne bakterije Morganella morganii, Hafnia alvei,
Clostridium perfringens i Raoultella planticola i psihrofilne bakterije mogu proizvesti toksi¢ne
koncentracije histamina i drugih biogenih amina u plodovima mora i time uzrokovati trovanje
(Dalgaard i Emborg, 2009). Probavni sadrzaj riba, to¢nije crijeva moze sadrzavati veliku
koncentraciju bakterija koje proizvode enzim odgovoran za dekarboksilaciju aminokiseline
histidin $to rezultira nastankom histamina. Navedeno pojasnjava tvrdnju da je stvaranje
histamina vrlo intenzivno u ribljem mesu blizu trbusne Supljine. Prema tome, preporucuje se

uc¢inkovito uklanjanje utrobe i skrga, ali u praksi to nije mogucée za manje ribe (Rohtek, 2018).



2.3. Utjecaj biogenih amina na ljudsko zdravlje
Konzumiranje biogenih amina u niskim koncentracijama ne predstavlja neposrednu opasnost

za zdravlje, buduci da ljudski organizam posjeduje nekoliko kontrolnih mehanizama za vlastitu
sintezu biogenih amina, ali 1 za amine koji se unose konzumacijom hrane i pi¢a. Izvor su dusika
I prekursori za sintezu hormona, alkaloida i nukleinskih kiselina. Biogeni amini u ljudskom
organizmu reguliraju tjelesnu temperaturu te krvni tlak (Karovi¢ova i Kohajdova, 2005;
Rohtek, 2018). Oni predstavljaju zastitu mikroorganizmima kod kiselog okruzenja. U malim
koncentracijama esencijalni su za fizioloske aktivnosti poput odrZzavanja pH Zeluca, aktivnost
mozga, sekreciju hormona i pokretljivost crijeva (Arena i sur., 2001). Male koli¢ine biogenih
amina u crijevnom traktu se obi¢no metaboliziraju do fizioloski manje aktivnih oblika putem
djelovanja amino-oksidaza. Medutim, unos hrane s visokom koncentracijom biogenih amina
moze dovesti i do njihovog ulaska u sistemsku cirkulaciju te dovesti do raznih posljedica. Kod
pojedinaca mogu uzrokovati nepozeljne u¢inak poput glavobolje, mucnine, sréanih palpitacija,
hipotenzije i hipertenzije, osipa, smetnje prilikom disanja (Taylor i sur., 1989). 1z pregleda
istraZivanja biogenih amina u svijetu provedenih u 2011. i 2012. godini, moze zakljuciti da su
najcesce ispitivane namirnice upravo riblji proizvodi. Najcesce se istrazuje histamin (Nosi€ 1
Kresi¢, 2015). Uz histamin, u toksikoloSkom smislu jednako su znac¢ajni i ostali biogeni amini,
jer pojacavaju negativno djelovanje samog histamina. Kad reagiraju s nitritima mogu tvoriti
karcinogene nitrozamine (Onal, 2007). Za kadaverin i putrescin utvrdeno je da poti¢u toksi¢nost
histamina, no usprkos tome u istrazivanjima za parametar sigurnosti i kvalitete ribe i ribljih
proizvoda uzima se isklju¢ivo histamin (Bulushi i sur., 2009). 1z navedenih je razloga vazno
utvrditi povezanost koncentracije histamina u ribi s vrstama bakterija koje ga mogu producirati.
Takoder je razvijati nove ili poboljsavati postojece analiticke metode za detekciju histamina,
kako bi se osiguralo $to brze obavljanje analize koncentracije histamina u ribi i proizvodima od
ribe. Na taj bi nacin bi pri preradi i distribuciji bilo znatno ubrzano analiziranje veceg broja
uzoraka 1 time smanjila mogucnost stavljanja zdravstveno neispravnog proizvoda na trziste

(Erim, 2013).



3. HISTAMIN

Premda je laboratorijska sinteza histamina izvedena davne 1907. godine, u prirodi su ga
pronasli i izolirali Barger i Dale iz razene glavnice 1910. godine (Tansey, 2003). Normalni je
sastojak svakog organizma i sintetizira se u gotovo svim tkivima. Najvise ga ima u kozi,
pluénome i ziv€anome tkivu te u mastocitima. U svim navedenim tkivima histamin se nalazi u
inaktivnom, vezanom obliku, a oslobada se prema potrebi. Poslije otkri¢a i daljnjim napretkom
tehnologije, istraziva¢i otkrivaju njegove bioloske funkcije. Tako su Dale i Laidlaw medu
prvima dokazali da histamin izaziva spazam bronhija i vazokonstrikciju kod nekih Zivotinja
(Tansey, 2003). Istrazivanja koja su uslijedila potvrdila su da ova tvar pojacava lucenje
zelucane Kiseline kod pasa (Parsons i Ganellin, 2006). Tek 1927. godine je dokazano prisustvo
histamina u jetri i plu¢ima ¢ovjeka (Farmer, 1940). Kasnije je dokazano da je histamin prisutan
I U mnogim drugim tkivima. Otuda je i naziv ,histamin“ za tvar imidazol-etilamin, a poti¢e od
gréke rijeci ,.histos* = tkivo i ,,amine“=amin, §to bi u slobodnom prijevodu znacilo amin
prisutan u tkivima (Haas i sur., 2008). Daljnja istrazivanja 1929. godine su pokazala da histamin
igra vrlo vaznu ulogu pri anafilaktickim reakcijama (Farmer, 1940). Ova otkri¢a su nadalje
pokrenula niz istrazivanja u cilju prouc¢avanja uloge histamina u alergijskim reakcijama i

drugim fizioloSkim procesima kod ¢ovjeka, koja su i danas aktuelna.

3.1. Fizicka i kemijska svojstva histamina
Histamin je higroskopska kristalna tvar, bez mirisa i okusa s taliStem od 83 - 84°C i vreliStem

od 209 - 210°C (Hui, 2006). Kristali histamina su stabilni na zraku, dnevnoj svjetlosti i sobnoj
temperaturi. Dobro se otapa i u hladnoj i toploj vodi i metanolu, dok je slabo topljiv u dietil-
eteru. Slobodna baza je topljiva u kloroformu, dok histaminske soli nisu. Otopina histamina je
bezbojna (Petrovié i sur., 2009).

Histamin se sastoji od imidazolnog prstena i alifatskog niza od 2 C atoma s amino skupinom
na kraju niza (Slika 2). Njegova empirijska formula je CSHIN3 i njegova molekularna tezina
iznosi 111,15 g/mol. Sinonimi za histamin su imidazol-etilamin, B-imidazol-etilamin,
1Himidazol-4-etanamin, 2- (4-imidazolil) etilamin, 2-aminoetil-imidazol. 1UPAC
(International Union of Pure and Applied Chemistry) naziv za histamin je 2-(1H-imidazol-4-

il) etanamin (Stojanovi¢, 2011).



CH,CH,NH.

H

Slika 2. Strukturna formula histamina (Flamini, 2008)

Na temelju strukturne formule moze se zakljuciti da histamin ima dva osnovna centra: alifatsku
amino skupinu i atom dusika u heterociklusu (imidazolov prsten) koji nema proton. Ovisno o
pH vrijednosti medija i pK vrijednosti (pKal = 5,80, pKa2 = 9,40 i pKa3 = 14 na 37°C)
uspostavlja se ravnoteza izmedu tri oblika histamina. Pri pH vrijednosti izmedu 6,5 i 8,5
histamin je uglavnom u obliku monokationa (vise od 80%), dok je pri pH niZzem od 5 u obliku
dikationa. Pri pH vrijednostima ve¢im od 10 histamin se nalazi u obliku slobodne baze, a pri
iznimno visokim pH vrijednostima dolazi do oslobadanja protona koji tvore anion (Ramirez i
sur., 2003). S druge strane, histamin i u neutralnom i u obliku monokationa moze biti u obliku
dva tautomera kao posljedica prijenosa vodika izmedu dva atoma dusika imidazolnog prstena
(slika 3). Tautomerija histamina igra vaznu ulogu u aktiviranju odredenih tipova receptora

(Ramirez i sur., 2003, Stojanovi¢, 2011).
NH, NH
N 2
[y =]
NH

Nt — histamin Nz — histamin

Slika 3. Tautometri neutralnog oblika histamina (Petrovi¢ i sur., 2009.)



3.2. Sinteza i metabolizam histamina
Histamin nastaje bakterijskom dekarboksilacijom slobodne aminokiseline histidina pod

djelovanjem enzima L-histidin dekarboksilaze (HDC) kao $to je prikazano na Slici 4. Taj enzim
je jedan od najvaznijih enzima u metabolizmu proteina, jer sudjeluje u razgradnji jedne od
osam esencijalnih aminokiselina, histidina, koji se nalazi u sastavu vecine proteinskih

namirnica (Vranesi¢ Bender i sur., 2010).

N
0% / (7
HN NH, histidin-dekarboksilaza NH,

Slika 4. Metabolicki put nastajanja histamina djelovanjem histidin — dekarboksilaze (Bogdanovi¢ i sur., 2009)

Djelovanje HDC enzima strogo je kontrolirano, sintetizira se u slu¢ajevima kada stanica ima
potrebu za histaminom i njegova koli¢ina u stanicama je ograni¢ena. Zato se 0vaj protein moze
otkriti samo u stanicama koje aktivno sintetiziraju histamin. Nakon §to je dostignuta odredena
koncentracija histamina u stanici, HDC se vrlo brzo raspada. Inaktivacija HDC uglavnom se
odvija na temperaturi iznad 65 °C. Upravo zato koncentracija biogenih amina je 4 do 10 puta
niza prilikom kuhanja nego prilikom soljenja i suSenja (Bogdanovi¢ i sur., 2009). Histamin u
sirovoj ribi uglavnom nastaje posredovanjem gram-negativnih crijevnih bakterija dok je
histamin u vinu i siru nastao posredovanjem gram-pozitivnih bakterija (Landete i sur., 2005).
Postoje dvije vrste HDC-a. Gram-pozitivne bakterije produciraju HDC koja sadrzi aktivnu
piruvatnu skupinu, dok HDC Zivotinja i gram-negativnih bakterija ovisi o piridoksal-5-fosfatu.
Takoder je moguce da pojedini proizvodi sadrZe histamin koji potice od obje vrste HDC
(Hungerford, 2010). Jednom nastao enzim HDC moze nastaviti producirati histamin u ribi i u

slucaju kada bakterije nisu aktivne, odnosno kada su bakterije uginule (Economou i sur., 2007).



3.3. Utjecaj temperature i vremena skladiStenja
Poznato je da temperatura ima znacajan ucinak na stvaranje bakterija odgovornih za nastanak

histamina u ribe. Histamin je termostabilan te stoga niti temperatura od 120°C tijekom 30
minuta ne smanjuje U znatnoj mjeri njegovu koli¢inu u ribi (Slika 5.). Prema nekim autorima
izdrzava temperaturu od ¢ak 200°C, Sto znaci da ga temperatura sterilizacije ne moze unistiti

(Bogdanovi¢ i sur., 2009).
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Slika 5. U¢inak zagrijavanja na skusu tretiranu biogenim aminima prije sterilizacije (FAO, 2004)

Nastanak histamina uglavnom je posljedica neadekvatnog rukovanja ribom, tj. skladiStenja u
uvjetima koji omogucuju mikrobioloSku aktivnost. Bakterije, pomocu svog enzima
dekarboksilaze stvaraju histamin u Sirokom temperaturnom rasponu. Optimalna temperatura
za njegov nastanak je 20 - 25 °C, no brojna istrazivanja zabiljezila su porast koncentracije
histamina i pri temperaturama do +4°C kroz period skladistenja od 3 do 7 dana (Kanki i sur.,
2004). Rapidan rast histamina zabiljezen je na temperaturi od 32,2°C, stoga se moze re¢i da ¢e
se histamin prije razviti kao rezultat nepravilnog skladistenja na povisenoj temperaturi, nego

dugotrajnog skladistenja na relativno nizoj temperaturi (Mendes, 2009). Kako je stvaranje



histamina kod riba uvijek post-mortalno, stvaranje histamina bi stoga trebalo moc¢i biti potpuno
kontrolirano. No, situacija u svijetu je upravo suprotna jer je histamin najce$¢i uzrok
intoksikacija uslijed konzumacije ribe (Vidacek, 2013). Zbog toga je vazno nacin pakiranja
voditi rac¢una 1 o drugim mogué¢im konzervansima koji ¢e sprijeciti umnozavanje bakterija, kao
Sto su s NaCl, podesavanje pH, ili druge faktore koji se mogu Koristiti za smanjenje broja
bakterija i time aktivnosti bakterijske dekarboksilaze u svrhu kontrole stvaranja histamina
(FAO, 2004). Regulativa EU (EC 853/2004) zahtijeva da se svjezi proizvodi ribarstva,
odmrznuti nepreradeni te kuhani i rashladeni proizvodi ribarstva, moraju odrzavati na
temperaturi priblizno onoj topljenog leda (EU, 2004). Skladistenje plodova mora ispod 2°C za
EU propise ili ispod 4,4°C za SAD propise, spreCava stvaranje histamina od strane mezofilnih
bakterija i smanjuje brzinu stvaranje histamina pod utjecajem psihrofilnih bakterija. Medutim,
psihrofilne bakterije mogu proizvoditi metabolit (enzim) te se koncentracija histamina
povecava i moze postici toksi¢ne koncentracije i kod rashladenih plodova mora na 2°C i na
4,4°C nakon odredenog vremena skladistenja (Dalgaard i Emborg, 2009). Stoga se predvidanje
stvaranja histamina u ribama, kao funkciju vremena i temperature moze koristiti kako bi se
izbjegli uvjeti nepostivanja temperaturnog rezima nakon izlova i tijekom skladistenja, jer prema
postoje¢im podacima ¢ak i ohladen proizvod ribarstva, ukoliko riba nije ohladena neposredno
nakon ulova (sprijeCeno umnozavanje bakterija, ¢ija dekarboksilaza ostaje aktivna i kada
bakterija ugine pri naknadnom hladenju) moze predstavljati opasnost od histaminskog trovanja
(FAO, 2013).

3.4. Utjecaj atmosfere skladiStenja, soli i pH
Za razliku od ranijeg pakiranja u atmosferi, koristenje modificirane atmosfere (MA) za

pakiranja ribljih proizvoda postaje sve cesce u ribljoj industriji. Vakuum pakiranje i MA s
plinskom mjesavinom koja sadrzi uglji¢ni dioksid (CO2) i duSik (N2) nemaju znacajni
inhibiraju¢i utjecaj na formiranje histamina u svjeZim plodovima mora. Medutim, MA s
plinskom smjesom koje sadrzi uglji¢ni dioksid (COz2) i kisik (O2) sprjecava stvaranje histamina
U toksi¢nim koncentracijama iznad 500 mg/kg (Prester, 2011). Kod svjezih tuna, pakiranje u
modificiranoj atmosferi smanjuje stvaranje histamina znacajno u odnosu na vakuum pakiranje.
Odredena koncentracije NaCl inhibira rast bakterija, a time i stvaranje histamina u plodovima
mora. Naravno, koriStenje NaCl kao sredstva za prevenciju stvaranja histamina zahtijeva prvo
da histamin ne nastane u ribljem sirovinama prije dodataka soli. Drugo, koli¢ina NaCl mora
biti dovoljna da se smanji rast bakterija odgovornih za stvaranje histamina. Postupak soljenja

ne moze jamciti nisku razinu histamina niti ostalih biogenih amina, iako je opazeno blago
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opadanje udjela histamina tijekom procesa zrenja slanih in¢una. Navedeno, autori objasnjavaju
difuzijom histamina u salamuru (Bogdanovi¢ i sur., 2009). Kod skuse na 20°C, dodatak 1 + 2%
NaCl blago potice stvaranje histamina, a tvorba toksi¢ne koncentracije histamina je odgodena
od jednog do dva dana sa 3% NaCl, te od jedan do Cetiri dana sa 4% NaCl (Dalgaard i Emborg,
2009). Istrazivanje provedeno na uzorcima dimljene ribe trupac (Auxis thazard) pokazalo je da
se histamin formira brze na pH 6,2 u odnosu na pH 5,6 i pH 6,7. Sukladno s time, bakterija
Photobacterium phosphoreum je proizvela oko dvostruko vise histamina pri pH 6,1 u odnosu
na pH 6,5 (Dalgaard i Emborg, 2008). Stoga, snizavanje pH u ribi do oko 6 moze doprinijeti

povecanom stvaranju histamina (Emborg i sur., 2005).

3.5. Histaminsko trovanje
Trovanje histaminom ovisi o sadrzaju histamina u ribi, o tjelesnoj masi covjeka te o koli¢ini

histamina u proizvodu od te ribe. Ljudski organizam moze podnijeti relativno velike koli¢ine
histamina unesenoga u organizam namirnicama. Oko 95% histamina unesenoga u organizam
preko probavnoga sustava crijevne bakterije acetiliraju i razgrade, te ga na taj nacin inaktiviraju
(Zavod za javno zdravstvo Osjecko-baranjske zupanije, 2021). Uneseni histamin ¢e se
detoksificirati u probavnom sustavu uz pomo¢ enzima diaminoksidaze (DAO) i histamin N-
metiltransferaze (HMT). Ovaj zaStitni mehanizam prestaje djelovati ako je unos histamina 1/ili
drugih biogenih amina vrlo visok ili ako su navedeni enzimi blokirani drugim tvarima.
Vjerojatno inhibicija crijevnog katabolizma histamina uzrokuje povecani prijenos histamina
kroz staniéne membrane te u krvotok (FAO, 1995). Ima i lijekova koji mogu potaknuti
oslobadanje histamina. Neki od lijekova koji mogu blokirati DAO su: kontrastna sredstva,
miSi¢ni relaksatori, narkotici, analgetici, lokalni anestetici, antihipertenzivi, antiaritmici,
antidepresivi, tuberkulostatici, neki antibiotici i dr. (Nosi¢ i Kresi¢, 2015). Buduéi da se
smatralo da do trovanja dolazi nakon konzumiranja plave morske ribe iz porodice Scombridae
(skusovke), bolest se jo§ naziva i skombroidno trovanje (skombrotoksizam). Obzirom da su
zabiljezeni slucajevi u kojima je trovanje uzrokovano konzumacijom drugih vrsta riba kao sto
su tuna, mahi - mabhi, sardine, srdele i losos (Stojanovi¢, 2011), kao i drugim namirnicama, kao
§to su sir, vino i fermentirani mesni proizvodi, naziv skombrotoksizam izmijenjen je u
poremecaj uzrokovan konzumacijom histamina iz hrane, odnosno ‘“histaminsko trovanje‘
(Hungerford, 2010). Ako se riba duze od 16 sati ne drzi na temperaturama hladenja (ili nizim)
dolazi do nastajanja visokih koncentracija histamina, a za vrijeme od 24 sata bakterije
proizvodaci histamina mogu se dovoljno razmnoziti da stvore toksi¢nu koncentraciju histamina

(Naila i sur., 2011). U pokvarenoj ribi zabiljeZene su razine histamina od ¢ak 4000 mg/kg (Diel
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1 sur., 1997). Organolepticka svojstva ribe koja sadrze velike razine histamina obi¢no su
nepromijenjena, osim u slucajevima naprednog kvarenja. Simptomi trovanja histaminom
javljaju se vrlo brzo nakon konzumiranja ribe bogate histaminom u periodu od nekoliko minuta
do 1 sat, ovisni su o dozi, a o€ituju se kao difuzno crvenilo lica i gornjeg dijela tijela uz zarenje
i svrbeZ oko usta, crvenilo oko o¢iju, zatim znojenje, muéninu, povracanje, gréeve U trbuhu,
lupanje srca i pritisak u prsima (Taylor, 1986). Simptomi se mogu manifestirati i ovisno o
osjetljivosti organizma konzumenta i 0 nekim drugim parametrima. Interesantna je i ¢injenica
da histamin nije jednako rasporeden po cijeloj ribi, Sto pogotovo dolazi do izrazaja kod velikih
riba poput tune ili igluna (Mestrovi¢, 2016). Naime, najve¢i broj mikroorganizama nalazi se na
Skrgama i u probavnom traktu ribe te kvarenje i nastanak histamina prvo zapocinje i najbrze se
odvija u tim dijelovima tijela. Stoga su moguéi pojedinacni slucajevi trovanja pojedinaca iz

grupe osoba koje su konzumirale razli¢ite dijelove iste ribe (Slika 6).

mg/ke | 1200 | 70 | 16 i 45 188G

Slika 6. Raspodijela histamina u mesu ribe (Simat, 2010)

Broj ljudi s netolerancijom na histamin, kod kojih i male koncentracije histamina izazivaju
pojavu drasti¢nih simptoma, je u porastu. Sluzbenih statisti¢kih podataka 0 tome nema dovoljno
zbog malog slucaja prijavljivanja, jer su simptomi uglavnom blagi, ili zbog neukosti
medicinskog osoblja koje histaminsko trovanje dijagnosticira kao trovanje s hranom (FAO,
2004). Takoder se simptomi histaminskog trovanja cesto mogu zamijeniti S trovanjem
bakterijama roda Salmonella (Nosi¢ i Kresi¢, 2015), pa se opravdano pretpostavlja da je

prijavljeni broj oboljelih samo “vrh ledene sante” (Muli¢ 1 sur., 2004). Kod tezih slucajeva
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lijeCenje se provodi primjenom antihistaminika ili blokatora histaminskih receptora
(Hungerford, 2010). Medutim, histaminsko trovanje uglavnom je blagog tijeka te i bez tretiranja
lijekovima prolazi samo od sebe veé za nekoliko sati ne ostavljajuci posljedice. Kod osoba s
kroni¢nim sréanim oboljenjima, visokim tlakom i oboljenjima organa za disanje histaminsko
trovanje moze dovesti do znatnog pogorSanja zdravstvenog stanja. Sposobnost razgradnje
histamina iz hrane drasti¢no se smanjuje uslijed konzumacije alkohola i djelovanja odredenih
lijekova zbog njihovog svojstva da inhibiraju DAO. Zbog toga se preporucuje izbjegavati
konzumaciju alkoholnih pi¢a uz hranu s pove¢anim ili visokim koncentracijama biogenih amina
(Vranesi¢ Bender i sur., 2010). U vrste riba koje sadrze visoku razinu slobodnog histidina, pa
prema tome predstavljaju i rizik za histaminsko trovanje, ubrajaju se sljedece: incun, razli¢ite
vrste tuna, haringa, skusa, lokarda, srdela, papalina. Bijela riba (npr. osli¢) sadrzi tek neznatne

koli¢ine slobodnog histidina. (Nosi¢ i Kresi¢, 2015).

3.5.1. Slucajevi histaminskog trovanja
Na histaminsko trovanje ribom otpada 5% svih oboljenja vezanih za hranu kao i 37% svih

bolesti vezanih za ribu podrijetlom iz mora ili oceana. Ova vrsta trovanja ribom je ujedno i
naj¢esca u svijetu. Prema podatcima baze podataka RASFF (Rapid Alert System for Food and
Feed) za EU, od pocetka 1995. do kraja 2001. godine zabiljezeno je 35 slucajeva trovanja ribom
i ribljim proizvodima, dok je u periodu od 2002.-2010. godine registrirano 315 slu¢ajeva, od
kojih je u osam uzoraka ribe koncentracija histamina bila iznad 4000 mg/kg (Nosi¢ i Kresic,
2015). Prvi slucaj histaminskog otrovanja zabiljezen je u Velikoj Britaniji 1799. godine.
Najvise slucajeva trovanja je zabiljezeno u SAD-u, Japanu i Ujedinjenom Kraljevstvu. Manji
broj slu¢ajeva je zabiljezen u Kanadi, Novom Zelandu, Francuskoj, Njemackoj, Svedskoj, Sri
Lanki, Ceskoj, Slovatkoj, Nizozemskoj, Australiji, Indoneziji, Juznoj Africi i Egiptu
(Muscarella i sur., 2013). Histaminsko trovanje zabiljezeno 1973. godine u Japanu se zbog
velikog broja oboljelih (2 656 slucajeva) smatralo problemom globalnih razmjera (Singh i sur.,
2012). Histaminsko trovanje obuhvaca 38% slu¢ajeva svih trovanja morskim proizvodima u
Americi i Velikoj Britaniji.

Uoceno je da koli¢ina konzumirane ribe u pojedinoj zemlji nije proporcionalna s brojem
zabiljezenih trovanja. U Danskoj, Novom Zelandu, Francuskoj i Finskoj broj oboljelih je dvije
do pet osoba godisnje na milijun stanovnika, dok na Havajima broj trovanja godisnje iznosi 31
osobu na milijun stanovnika (Nosi¢, 2010). Pretpostavlja se da riba ulovljena na Havajima u

sportskom ribolovu moze do¢i direktno u trgovine i restorane bez da prode stroge provjere
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kojima je svakodnevno podvrgnuta riba u industrijskoj proizvodnji. Kako je ovo podrucje inace
poznato kao okupljaliste sportskih ribolovaca time bi se mogao objasniti i veliki broj trovanja
ljudi histaminom godisnje (Hungerford, 2010).

Intenzitet histaminskog trovanja ovisi o tjelesnoj masi potrosaca, koli¢ini histamina u samoj
namirnici te naravno i o konzumiranoj koli¢ini namirnice, najveci broj trovanja histaminom je
u dje¢jim vrticima (MarinSek, 1984). Zabiljezen je slucaj trovanja u Lousiannil4.12.2006.
godine, kada je konzumirana tunjevina porijeklom iz Indonezije, pri cemu se razboljelo 6 od
23 osobe koje su konzumirale odreske tunjevine. U slu¢aju u Tennessee-ju (25.11.2006.)
konzumirana je tunjevina porijeklom iz Vijetnama. Pet osoba se razboljelo nakon §to je jelo
odreske tunjevine iz restorana. Slué¢aj iz Spanjolske (15.11.1995.) govori o tridesetogodisnje
muskarcu koji je 30 minuta nakon konzumiranja obroka tunjevine pocrvenio, poceo se znojiti,
pao mu je krvni tlak te je imao vrtoglavicu, glavobolju, povracao i teSko disao. Medicinski je
tretiran s epinerfinom, teku¢inama, Kisikom, steroidima i antihistaminicima. Simptomi su
nestali nakon nekoliko sati. U naSem podrucju je prvo otrovanje ribljim konzervama opisano
1973. godine. Otrovanje se dogodilo u jednoj bolnici za tuberkulozu i obuhvatilo je 6-30 osoba
koje su konzumirale sardine u ulju. U Hrvatskoj su u razdoblju od 1.1.1992. do
31.12.2001.godine utvrdena ¢etiri masovna histaminska trovanja hranom , od kojih su tri (75%)
uzrokovana konzumacijom plave ribe (srdela, in¢uni, tuna). Masovno trovanje koje se dogodilo
1998. godine u Rijeci utvrdeno je u transportnih radnika koji su prenosili riblje bragno (Muli¢ i
sur., 2004).
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4. METODE ODREDIVANJA HISTAMINA

Pracenje sadrzaja histamina nasSiroko se koristi u prehrambenoj industriji i dobiveni rezultati se
koriste za kontrolu kvalitete sirovina, poluproizvoda i gotovih proizvoda, pracenje procesa
fermentacije, kontrolu ispravnosti tehnoloskog procesa, kao i tijekom istrazivackog rada i
razvoja novih tehnologija. Tako postoji i potreba za pouzdanim i efikasnim metodama za
detekciju i kvantifikaciju histamina i biogenih amina u ribi i proizvodima ribarstva. lako je
senzorna ocjena (izgled, boja, okus, miris 1 tekstura) koristan alat kontrole svjezine i kvalitete
ribe i ribljih proizvoda, sadrzaj histamina ne moze se lako detektirati na temelju mirisa ili
izgleda jer, ponekad, visoke razine histamina ne prate nikakvi znaci kvarenja. Zanimanje za
histamin i njegov toksi¢ni uc¢inak doveli su do razvoja velikog broja razli¢itih metoda za
njegovo odredivanje. Svaka od tih metoda ima neke prednosti, ali i nedostatke koji otezavaju
njezinu primjenu u industriji. Oprema potrebna za provodenje ovih metoda podrazumijeva
razli¢ite kvalitativne i kvantitativne kitove sa potrebnim reagensima i spektrofotometar kojim
se po zavrSetku reakcije moze ocitati intenzitet boje na osnovu ¢ega se dobiva podatak o koli¢ini
histamina u uzorku. Razli¢iti postupci pripreme uzoraka unato¢ prijenosnim kitovima,
smanjena tofnost pri odredivanju histamina u proizvodima dobivenim soljenjem i
dozrijevanjem u salamuri kao i neprikladnost za analize van laboratorija glavni su nedostaci
ovih metoda (Etienne i sur., 2006). Razvijen veliki broj analitickih metoda za odredivanje

histamina (Tablica 1.) koje se uglavnom temelje na kromatografskim postupcima.

15



Tablica 1. Usporedba naj¢e$ce koristenih metoda za analizu histamina (FAO, 2013)

AOAC HPLC Spektrofluorometrijske | ELISA Kolorimetrijske
metoda metode metode metode
Vrijeme
potrebno za 1 | 1-2 1-2 1 1 1
test (h)
Flurometar HPLC Spektrofluorometar Spektrofotometar | Spektrofotometar
Oprema
Prag 1-5ppm 15 — 5| 15ppb 2—-5ppm 20 ppm
kvantifikacije ppm
1-150ppm |5 — 2500 | 1.5 ppb— 100 ppm 0—500 ppm 0.8 — 300 ppm
Raspon ppm
Robusnost, Analiza Jednostavnost,
Prednosti ponovljivost, | svih To¢nost, preciznost, | Jednostavnost cijena, vise testova
metode to¢nost, biogenih cijena (kit), cijena, visSe | istovremeno,
preciznost amina, testova jednostavna
tocnost, istovremeno kalibracija
preciznost

Neke od rutinskih analiza, polukvantitativnih i kvantitativnih metoda za odredivanje histamina
koje se koriste za proizvode ribarstva su: kolorimetrijske, tankoslojna kromatografija,
enzimske, imunoenzimske ELISA, fluorimetrijske, tekuca i plinska kromatografija, raman

spektroskopija (Etienne,i sur., 2006; Cavar, 2017).

4.1. Kolorimetrijske metode
Kolorimetrijske metode za odredivanje histamina opcenito su slozenije, zahtijevaju prethodno

proc¢is¢avanje pomocu ionskog izmjenjivaca i izvodenje reakcije bojenja izmedu izoliranog
histamina i bakra koji zajednicki tvore kompleks crvene boje. Suvremene modificirane
kolorimetrijske metode relativno su brze, jeftine i vrlo pogodne za "screening” test. Naime, kod
jednostavnije kolorimetrijske metode, nakon ekstrakcije i prociS¢avanja ekstrakta s n -

butanolom dobiveni pro¢isc¢eni ekstrakt se upari do suhog i otopi u destiliranoj vodi. Obojena
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reakcija izvodi se s p-fenildiazonijevim sulfonatom i intenzitet bojenja se odreduje

spektrofotometrijski na 496 nm, s osjetljivos¢u od 10 mg/kg (Etienne i sur., 2006)

4.2. Tankoslojna kromatografija ( TLC - Thin layer chromatography)
Tradicionalne TLC starije su metode koje se jo$ uvijek dosta koriste u kontrolnim

laboratorijima jer su brze. Odredene faze se mogu automatizirati i viSe uzoraka moze se
analizirati na jednoj plo¢i u isto vrijeme. Nedostaci ovih tehnika su da pripadaju
polukvantitativnim metodama u smislu to¢nosti, imaju nisku preciznost i visoku granicu
detekcije. Takoder, otapala koja su koriStena za razvoj kromatograma su uglavnom toksi¢na.
Klasi¢na tankoslojna kromatografija prikladna je kao "screening" metoda za uzorke koji sadrze
visSe od 50 mg/kg histamina, tako da se nakon potvrde prisutnosti, histamin dalje odreduje
to¢nijom metodom. U posljednje vrijeme, dostupnost velikog broja stacionarnih faza,
instrumenata za automatsku analizu uzorka i denzitometrijsku detekciju doveli su do
usavr$avanja tradicionalnih tankoslojnih kromatografskih tehnika i poboljsanja osjetljivosti, a
dobiveni rezultati se mogu usporediti s rezultatima tekuce kromatografije visoke djelotvornosti
(HPLC - High performance liquid chromatography) i plinske kromatografije (GC- Gas
chromatography).

Tankoslojna kromatografija visokih performansi (HPTLC - High - perfomance TLC) je vrlo
osjetljiva i selektivna metoda, omogucéuje istovremeno kvantitativno odredivanje vise biogenih
amina i ne zahtijeva sofisticiranu opremu. Buduéi da se njom mogu separirati, identificirati i
kvantificirati spojevi prisutni u malim vrijednostima u bilo kojem uzorku koji se moze otopiti
u tekudini, a jednostavna je za rukovanje, ova je metoda nasla Siroku primjenu te je najcesce

primjenjivana metoda za analizu histamina (Etienne i sur., 2006).

4.3. Enzimske metode
Temelj enzimskih metoda za odredivanje histamina je pretvorba histamina u imidazol

acetaldehid sa stvaranjem vodikovog peroksida u reakciji koju katalizira enzim diamin-
oksidaza. Vodikov peroksid se dalje pretvara u kisik i vodu uz pomo¢ drugog enzima
peroksidaze, a paralelno se odvija oksidacijska reakcija bezbojnog leuko-kristalvioleta u
ljubicasti kristalviolet. Intenzitet boje je proporcionalan koli¢ini histamina, §to se moze
vizualno odrediti za kvalitativnu, i spektrofotometrijski za kvantitativnu analizu. Osjetljivost

ove metode je oko 0,5 mg/kg histamina. Prednosti enzimskih metoda su kratko trajanje analize
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i dobro slaganje s AOAC (Association of Official Agricultural Chemists) fluorimetrijskom
metodom i HPLC metodom. Medutim, DAO enzim takoder reagira s drugim biogenim
aminima, poput agmatina, putrescina i kadaverina, kada su prisutni u visokim koncentracijama,
pa se mora paziti da se uklone smetnje kako bi se osigurala bolja selektivnost. U posljednje
vrijeme, da bi se pojednostavio analiti¢ki postupak u primjeni enzimskih metoda, razvijeni su
enzimski biosenzori i test trake ili tzv. "dipstick” testovi koji omogucuju brzu i jednostavnu

analizu (Etienne i sur., 2006).

4.3.1. Imuno-enzimske metode (ELISA — enzyme-linked immunosorbent

assay)
ELISA metode Cesto se koriste za odredivanje histamina u ribi i plodovima mora, u sirevima i

vinu. Razne tvrtke proizvode komercijalne ELISA kitove za histamin (na primjer Neogen,
Immunotech, Biomedix) koji su jednostavni za uporabu, vrlo su specificni 1 osjetljivi,
omogucuju brzu analizu i dajuci to¢ne rezultate uz nisku cijenu. Komercijalni ELISA testovi
za kvalitativnost su na primjer ,,Alert ® for histamine* i ,Histamarine test kits“. Za
kvantitativnu analizu se, na primjer, moze koristiti ,,Veratox®, Ridascreen®*. Kao dio testova
za kvantitativnu analizu, odredeni se kitovi primjenjuju za odredeni raspon koncentracija
histamina. Osjetljivost ove tehnike se krece od 2,5 mg/kg do 50 mg/kg, ovisno o koristenim

kitovima (Etienne i sur., 2006).

4.4. Fluorimetrijske metode
Fluorimetrijske metode za odredivanje histamina zahtijevaju prethodno procis¢avanje ekstrakta

za uklanjanje potencijalno ometajuc¢ih tvari, najces$¢e primjenom sStupaca S ionskim
izmjenjivac¢ima. Osim toga, potrebna je prethodna derivatizacija histamina sa specifi¢nim
reagensom kako bi nastali fluorescentni derivati. Derivatizacija se najéesce izvodi s 0
ftalaldehidom, naftalen-2,3-dikarbaldehidom, danzil kloridom i fluoreskaminom.
Fluorimetrijska metoda koja ukljucuje ekstrakciju histamina metanolom, procis¢avanje
ionskom kromatografijom, derivatizaciju o-ftalaldehidom i fluorimetrijsko odredivanje,
takoder je standardna AOAC metoda za odredivanje histamina u ribi i plodovima mora. lako
osjetljiva i1 reproduktivna, fluorimetrijska AOAC metoda vrlo je slozena i oduzima puno

vremena (Etienne i sur., 2006).
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4.5. Plinska kromatografija (GC — Gas Chromatography)

Izravno odredivanje histamina plinskom kromatografijom vrlo je rijetko zbog niza nedostataka,
od kojih se najznacajniji nedostatak odnosi na ograni¢enu hlapljivost histamina. Slabo
isparavanje histamina dovodi do sporog ili nepotpunog eluiranja iz kolone, rastegnutih vrhova
1 neproduktivnih rezultata. Stoga se derivatizacija uglavnom provodi radi dobivanja vise
hlapljivih derivata histamina, radi poboljSanja selektivnosti i osjetljivosti odredivanja neovisno
o0 detektoru koji se koristi, s poboljsanim ukupnim odvajanjem. U ove svrhe, najcesce koriSteni
reagensi za derivatizaciju histamina su izobutil kloroformat i pentafluoropropionski anhidrid.
Uvodenje kolona naprednih performansi na trzite omogucilo je izravno utvrdivanje histamina
plinskom kromatografijom. Pomocu kolone CP - SIL 19CB pri odredivanju histamina bez
derivatizacije plinskom kromatografijom - masenom spektrometrijom (GC-MS) postignuta je
granica detekcije od 5 mg/kg. Direktnim odredivanjem znacajno se skracuje vrijeme analize i

izbjegavaju pogreske koje mogu nastati reakcijom sinteze derivata (Etienne i sur., 2006).

4.6. Tekuéa kromatografija (HPLC - High Perfomance Liquid
Chromatography)

HPLC najcesce je primjenjivana metoda za analizu histamina pri kojoj se histamin ekstrahira
iz tkiva ribe pogodnim otapalom nakon Cega je potrebno provesti derivatizaciju (reakcija s
reagensom) pri ¢emu nastaje kompleks koji ima izraZzenu apsorpciju svjetlosti u UV dijelu
spektra koji se nakon separacije na kromatografskoj koloni moze detektirati pomocu DAD ili
UV detektora. Kako je HPLC tehnika sofisticirana, metoda se moze koristiti u specijaliziranim
laboratorijima za provjeru nekih uzoraka nakon prvog probnog testa. Tom metodom mogu se
separirati, identificirati i kvantificirati spojevi prisutni u tragovima u bilo kojem uzorku koji se
moze otopiti u tekucini 1 zbog jednostavnosti rukovanja je nasla Siroku primjenu te je najcesce

primjenjivana metoda za analizu histamina (Etienne i sur., 2006).

4.7. Raman spektroskopija

U analizi kvalitete i sigurnosti hrane u posljednje vrijeme izraZen je velik interes za primjenu
brzih, neinvazivnih metoda poput Raman spektroskopije. Raman spektroskopija je vibracijska
spektroskopska tehnika koja se temelji na neelasticnom rasprSenju elektromagnetskog zracenja

uslijed interakcije s vibracijskim modovima molekule odnosno pomaku u valnoj duljini ili
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frekvenciji rasprSene zrake svjetlosti koji je posljedica neelasticnog rasprSivanja prilikom
interakcije fotona i molekula ispitivane tvari. Snimanjem intenziteta rasprSene svjetlosti u
odnosu na valnu duljinu ili frekvenciju dobiva se Ramanov spektar koji je karakteristian za
odredenu molekulu. Glavno ograni¢enje kod Siroke primjene ove metode, prije svega je
Cinjenica da je Raman rasprSenje cfekt slabog intenziteta te zahtijeva relativno visoku
koncentraciju analita u uzorku ili veliku snagu izvora svjetlosti kako bi se signal mogao
detektirati. Rezonantna Raman spektroskopija (RRS) i spektroskopija povrsinski poja¢anog
Raman rasprsenja (SERS) specificne su tehnike koje se koriste za povecanje intenziteta signala
odnosno osjetljivosti Raman spektroskopije (Mathies, 1995). U novije vrijeme Raman
spektroskopija postala je vrlo vazna metoda s mnogim podrucjima primjene ¢ije su glavne
prednosti jednostavna priprema uzoraka te mogucnost in situ analize (Long, 2002; Ferraro,
2003).
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5. ANALIZA HISTAMINA U RIBAMA

U ribljim proizvodima, razina histamina od posebnog je znacaja jer se njegova koncentracija

povecava tijekom kvarenja ribljeg mesa, $to je dobar pokazatelj nedovoljnog hladenja i losih
higijenskih uvjeta (naknadne kontaminacije bakterijama uslijed loSe higijene i/ili poremecaja
hladnog lanca). Brzo hladenje nakon smrti ribe koja se smatra skombrotoksi¢nom je najvazniji
faktor u prevenciji nastanka histamina. Ovo je posebno vazno za ribu koja potjece iz toplih voda
te za tunu koja je sposobna generirati toplinu u svom mis$i¢ju (Silbande i sur., 2017). Svjeza

visokokvalitetna riba obi¢no sadrzi manje od 10 mg/kg histamina, dok se kod starije ribe

koncentracija moze povecati na preko 1000 mg/kg. Simptomi trovanja mogu se ve¢ pojaviti

kada se konzumira riba s razinom histamina od 400 mg/kg (FAO, 2004). U tablici 2. navedene

su najcesce ribe iz naseg podrudja i ribe koje moZzemo naci na policama trgovina, koje mogu

sadrzavati histamin.

Tablica 2. Vrste riba koje mogu imati prisutan histamin (izradeno prema FDA, 2011)

Vrsta

Latinsko ime

Indijska skusa

Rastrelliger kanagurta

Pacifi¢ki inéun
In¢uni
Rod in¢una

Inéun

Skusa Scomber scombrus
Gofovi Seriola spp.

Gof Seriola dumerili
Lokarda Scomber japonicus
Rod in¢una Anchoa spp.

Rod in¢una Anchoviella spp.

Cetengraulis mysticetus
Engraulis spp.
Stolephorus spp.

Engraulis encrasicolus

Vrsta palamide

Bijela tuna (,,dogtooth tuna“)
Pastirica atlantska

Palamide

Palamida

Cybiosarda elegans
Gymnosarda unicolor
Orcynopsis unicolor
Sarda spp.

Sarda sarda
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Okrugla haringa
Vrsta haringe

Etrumeus teres

Harengula thrissina

Rod haringi Ilisha spp.

Sledevka Opisthopterus tardoore
Vrsta haringe Pellona ditchela

Rod lojki Alosa spp.

Atlantska haringa Clupea harengeus
Srdela Sardina pilchardus

Rod Indopacificke srdele

Sardinops spp.

Sarun (ili Atlantski $arun)

Trachurus trachurus

Snjurci

Caranx spp.

Plavi trkac¢

Caranx crysos

Saruni Trachurus spp.

Rod lojki Alosa spp.

Vitka tuna Allothunnus fallai

Rod rumbaca Auxis spp.

Rumbac Auxis rochei

Rod luceva Euthynnus spp.

Luc Euthynnus alletteratus

Pacificka prugasta tuna

Dugorepa tuna

Katsuwonus pelamis

Thunnus tonggol

Dugoperajna tuna
Zutoperajna tuna
Crnoperajna tuna

JuZna plavoperajna tuna
Velikooka tuna

Atlantska plavoperajna tuna

Thunnus alalunga
Thunnus albacares
Thunnus atlanticus
Thunnus maccoyii
Thunnus obesus

Thunnus thynnus

Tune

Thunnus spp.

Menhadeni (krmne sledevke)

Pacificki menhaden

Brevoortia spp.

Ethmidium maculatum
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Harengula
Goleme srdele

Srdela golema

Harengula spp.
Sardinella spp.

Sardinella aurita

Kusaca

Scomberesox saurus
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6. ZAKONSKA REGULATIVA | PRIMJENA NACELA HACCP
SUSTAVA

Mnoge zemlje propisuju maksimalno dopusteni sadrzaj histamina u odredenim vrstama hrane,
dok drugim propisima o kvaliteti i higijeni hrane utvrduju postupke kako bi se opasnost od
formiranja histamina u hrani svela na najmanju mogucu mjeru. Hrvatska ulaskom u Europsku
uniju primjenjuje njene zakone. Tako Pravilnik o mikrobioloskim kriterijima za hranu donosi
zakonske granice za kriti¢ne koli¢ine histamina u ribi. Za ribu i riblje proizvode najveéi
dopusteni sadrzaj histamina je 100 mg/kg, dok je za fermentirane riblje proizvode dopusteno
200 mg/kg. Ova regulativa propisuje da od devet uzoraka uzetih u jednom uzorku, sadrzaj
histamina u dva uzorka moze prelaziti 100 mg/kg (ili ukupno 200 mg/kg), ali ni u jednom
uzorku ne smije prelaziti 200 mg/kg (ili 400 mg/kg). Zamrznuta morska riba, konzervirana riba
i pasterizirane konzerve ne smiju sadrzavati vise od 40 mg histamina na 100 g ribljeg mesa (NN
117/03, 130/03 i 48/04). Americka agencija za hranu i lijekove (US FDA, 2011) propisuje
maksimalno dopusteni sadrzaj histamina u ribi od 50 mg/kg, a riba sa sadrzajem histamina iznad

te razine zabranjena je za prehranu ljudi.

Neke od preporuka US FDA (2011) su:

1. ribaizlozena zraku ili vodi temperature iznad 28.3° C treba staviti na led ili u slanu vodu
ili ledenu salamuru temperature do 4.4°C $to je prije moguce nakon ulova, ali ne vise
od 6 sati nakon smrti

2. riba izloZena zraku ili vodi temperature nize od 28.3° C treba biti na ledu ili u slanoj
vodi, ledenoj salamuri temperature do 4.4° C §to je prije moguce nakon ulova, ali ne
viSe od 9 sati nakon smrti

3. ribakoja je o¢iS¢ena i sa izvadenom utrobom prije hladenja treba biti na ledu ili u slanoj
vodi, ledenoj salamuri temperature do 4.4° C §to je prije moguce nakon ulova, ali ne
viSe od 12 sati nakon smrti

4. riba koja je ulovljena pod uvjetom da je mrtva riba izloZzena vodi temperature 18.3° C
ili nize kroz 24 sata ili manje, treba biti na ledu ili u slanoj vodi, ledenoj kasi ili salamuri
temperature do 4.4° C §to je prije moguce nakon ulova, ali ne vise od prethodno
navedenog vremena pocevsi sa vremenom kad se riba izvadi iz okoliSa temperature

18.3° C ili niZe.
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Uz navedene mjere podrazumijeva se postivanje dobre higijenske prakse (DHP) kako bi se
sprijecila kontaminacija mikroorganizmima, prvenstveno bakterijama. Kao nadgradnja na DHP
uvodi se i obavezna primjena HACCP sustava (FAO, 2004).

6.1. HACCP sustav

HACCP sustav (Hazard Analysis Critical Control Points) je znanstveno utemeljen pristup,
zasnovan na identifikaciji posebnih opasnosti i mjera za njihovu kontrolu ili prevenciju radi
osiguranja sigurnosti hrane. On predstavlja stru¢an, racionalan i sustavan pristup za analizu i
upravljanje bioloskim, kemijskim i fizi¢kim opasnostima u cijelom prehrambenom lancu — od
ulova/uzgoja do stola. (FAO, 2004). Na preventivne mjere koje moraju biti detaljno opisane i
koje provode trenirane osobe, nadograduje se HACCP. | preventivni programi i HACCP
ukljuéuju pazljivo biljeZenje svih pojedinosti i radnji kako bi se osigurala dokumentacija da je
sustav u funkciji i da potpuno kontrolira sve opasnosti ¢ija je pojava moguca u odredenom

tehnoloskom procesu proizvodnje hrane (FAO, 2004).

Svrha njegova uvodenja je:
1. Uciniti proizvod maksimalno sigurnim

2. Biti u moguénosti to dokazati

Preduvjeti za uspostavu sustava temeljenog na HACCP nacelima su provodenje:
1. DHP — dobre higijenske prakse
2. DPP — dobre proizvodacke prakse
3. SOP — standardnih operativnih postupaka
4. SSOP - standardnih sanitacijskih operativnih postupaka

Tvrtke za plodove mora, da bi mogle uopce provoditi i izraditi HACCP plan, moraju osigurati
sljedece preduvjete:
1. Sigurnost vode koja se koristi u dodiru s hranom ili povrS§inama u dodiru s hranom
2. Stanje i ¢istoca povrsina u dodiru s hranom, ukljuc¢ujuéi posude, rukavice i drugu
odjecu

3. Sprjecavanje unakrsne kontaminacije
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4. Pranje ruku, dezinfekcija ruku i sanitarnih ¢vorova

5. Zastita hrane, materijala za pakiranje hrane i povrSina u dodiru s hranom od
kontaminacije sredstava za ¢iS¢enje, goriva, pesticida itd.

6. Pravilno oznacavanje, skladiStenje i uporaba otrovnih spojeva

7. Kontrola zdravstvenih stanja zaposlenika

8. Kontrola Steto¢ina (Tzouros is ur., 2000)

Tek kada je navedeno osigurano, moze se pristupiti izradi HACCP plana.

Sedam je nacela HACCP sustava:

1.

Provesti analizu opasnosti
Odrediti kriti¢ne kontrolne tocke (KKT)

2
3. Utvrditi kriti¢ne granice za svaku KKT
4.
5

Uspostaviti sustav i procedure nadzora u svim KKT

Uspostaviti popravne radnje koje se poduzimaju kad nadzor pokazuje da pojedina KKT
nije pod kontrolom

Uspostaviti procedure za verifikaciju kako bi se potvrdila u¢inkovitost HACCP sustava
Utvrditi dokumente i evidencije primjerene prirodi i opsegu posla koji ¢e pokazivati

uc¢inkovitu primjenu mjera navedenih u to¢kama 1 do 6 (FAO, 2004).

KKT je tocka u proizvodnoj liniji/procesu gdje se moze mjeriti nekoliko parametara te ukoliko

oni nisu zadovoljavajuéi, provode se planom predvidene.

Identifikacija KKT se provodi pomocu tzv. stabla odlu¢ivanja (Slika 7).
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STABLO ODLUCIVANJA

P1 I Postoji i kontrolna preventivna mjera(e)?

‘ Da , 4<Modiﬁciraj korak, proces ili proima
h

Je i kontrola u ovom koraku b % KONTROLNA
Fra 28 S (42 a > =y 7 o
nuZna za Sigurnos Senje TOCKA (KT)

P2 Je 1i ovaj korak oblikovan na na&in da sprijeci ili ukloni opasnost ili Da
smanji pojavnost ili u¢inak opasnosti na prihvatljivu razinu? <"

Ne

A

P3

Da i se moZe pojaviti kontaminacija identificiranom opasnosc¢u
(opasnostima) iznad prihvatljive razine ili da Ii ta kontaminacija
moZe porasti na neprihvatljivu razinu? ¢

‘ Da ’ Nije KKT
A 4

Hoc¢e 11 sljede¢i korak ukloniti identificiranu opasnost(i) ili
smanjiti vjerojatnost pojave na prihvatljivu razinu? @7

P4

Y

r
X KRITICNA
Da Ne . =
J KONTROLNA

TOCKA (KKT)
Nije KKT Stop

(*) Nastavi na sljedecu identificiranu opasnost u opisanom procesu.
(*%) Prihvatljive i neprihvatljive razine trebaju se odrediti u okviru sveobuhvatnih ciljeva pri
odredivanju KKT u HACCP planu.

Slika 7. Stablo odlu¢ivanja o kontrolnoj kriti¢noj to¢ci —-KKT
(https://narodnenovine.nn.hr/clanci/sluzbeni/2015 06 68 1307.html, 20.09.2021.)

Prva dva pitanja na slici sedam odnose se na sirovine. Vazno je napomenuti da, ako se
identificirana opasnost moze otkloniti ili smanjiti u kasnijem koraku procesa proizvodnje ili
uobicajenom uporabom potroSaca, tocka kontrole sirovina nije KKT. Ukoliko je odgovor na
pitanje tri ,,Moze li se u ovom koraku dogoditi kontaminacija, ponovna kontaminacija ili ¢ak

umnozavanje patogena“ "Ne", nije rije¢ o KKT. Medutim, ako je odgovor "Da", pitanje Cetiri
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¢e odluciti je li ovaj korak KKT. Samo tocke na kojima se mogu kontrolirati doista znacajne
opasnosti trebaju biti oznac¢ene kao KKT. Postoji tendencija da se previse kontrolira i da se
imenuje previse KKT. To treba izbjegavati jer dovodi do stvaranja zabune i skrece pozornost s
prave KKT te do nepotrebnog dokumentiranja koje Steti procesu proizvodnje smanjujuci
njegovu efikasnost. ( FAO, 2004).

Kod KKT bilo kakvo odstupanje od utvrdenih kritiénih granica uvijek dovodi do moguéeg
problema za zdravstvenu ispravnost proizvoda. Korak primanja prvi je KKT u bilo kojoj
preradi morskih plodova, a postupci prac¢enja se uglavnom svode na provjeru dokumenata
(potvrde o mjestu, na¢inu ulova, datumu i dr.). No kod biogenih amina KKT bi trebala biti
odmah nakon ulova ribe, jer se njihov porast javlja prilikom nepravilnog rukovanja, odnosno
nepostivanja hladnog lanca i/ili lose higijene, na ribarskom plovilu ili tijekom prijevoza do
postrojenja. Jedan od velikih problema u osiguravanju sigurnosti morskih proizvoda je $to
preradivaci ¢esto nemaju kontrolu i nemaju podatke o povijesti sirovine. Ovo je ozbiljna slabost
u procesu, te bi se trebali poduzeti svi napori za prevladavanje ovog problema. Znacajne
opasnosti povezane sa sirovinama moraju biti identificirane i kontrolirane prije nego $to se
sirovina primi u tvornicu. Preventivna mjera je brzo hladenje ribe odmah nakon ulova.
Opcenito, riba bi se trebala polediti ili hladiti u hladenoj morskoj vodi odmah nakon ulova, a
najduze do 12 sati nakon ulova. U sluc¢aju velikih riba poput tuna, riba bi trebala biti ohladena
na unutarnju temperaturu od 10 ° C ili manje unutar 6 h nakon ulova (FAO, 2004).
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7. ZAKLJUCAK

Riba se u svijetu ubraja medu zdrave namirnice i u nekim zemljama spada u glavne izvore
proteina u ljudskoj hrani. Ona u sebi sadrzava biogene amine, koji spadaju u bioloski aktivne
spojeve te se nalaze u svim zivim organizmima. Koncentracija biogenih amina u ribi se
poveéava do toksi¢nih razina djelovanjem bakterijskih dekarboksilaza. Medu biogenim
aminima se posebno izdvaja histamin, ¢ija se koncentracija povecava kako svjezina ribe opada,
te se koncentracija histamina u ribi moze smatrati dobrim pokazateljem svjezine ribe i ribljih
proizvoda.

Histamin nastaje bakterijskom dekarboksilacijom slobodne aminokiseline histidina, te jednom
kad nastane jako teSko se moze unistiti. Podnosi temperature do 200°C, a soljenje, mariniranje,
dimljenje tek malo usporavaju njegov rast. Spre¢avanje njegovog nastajanja se postize brzim
hladenjem ribe, te drzanje ribe na ledu, u hladnoj vodi ili hladnoj salamuri do obrade sa soli,
dimom, odredenim pH, posebnim postupcima vakumiranja ili drugim na¢inima konzerviranja.
intoksikacija uslijed konzumacije ribe. Trovanje histaminom ¢esto je pogresno detektirano sa
alergijom na hranu. Ja¢ina reakcije ovisi o koli¢ini unesenog histamina i o samoj individui, tako
da su reakcije jace kod zena i male djece. Najcesc¢i simptomi su crvenilo i osip koze, glavobolja
1 mucnina. Simptomi se povlace nakon nekoliko sati, ali kod ljudi sa kroni¢nim oboljenjima
moze do¢i do ozbiljnih posljedica te je potrebna medicinska pomo¢.

Za detekciju histamina naj¢e$ce koriStene metode su: tankoslojna kromatografija, enzimske
metode, imuno-enzimske metode, fluorimetrijske metode, tekuca kromatografija visoke
djelotvornosti i Raman spektroskopija. Ukoliko je koncentracija histamina ve¢a od 100mg/kg
u svjezoj ribi ili vise od 200 mg/kg u mariniranoj ribi, proizvod se smatra zdravstveno
neispravnim. Da riba ostane visoke kvalitete, pored dobre higijenske prakse u EU je obavezna
primjena i HACCP sustava te sledljivost kojima se prati svaki korak u procesu proizvodnje i
obrade ribe. Pogoni koji imaju HACCP dokumentaciju mogu tvrditi da su njihovi proizvodi
maksimalno sigurni za potrosace, ukoliko njihov HACCP plan obuhvaca i kontrolu histamina.
Ta kontrola treba zapoceti odmah na ribolovnom plovilu jer do porasta histamina dolazi uslijed
nepravilnog rukovanja sa ribom — dugo stajanje/poviSene temperature ili zbog neadekvatne
higijene. To se spreCava stavljanjem ribe na led odmah nakon ulova. Pored mjera dobre
higijenske prakse, HACCP plan je zakonski obavezan za sve objekte za preradu i predstavlja
nadgradnju na higijenske mjere, ¢ime se postiZze najveca razina sigurnosti hrane u svrhu

ocuvanja zdravlja potroSaca.
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8. SAZETAK

U ovom radu je opisan histamin, biogeni amin, koji ukoliko je prisutan u ribi i proizvodima od
ribe u visim koncentracijama moze uzrokovati Stetne posljedice po zdravlje potrosaca. Opisan
je njegov nastanak i toksi¢no djelovanje na zdravlje potrosaca te opisane metode analize i mjere
za sprjeCavanje njegovog nastanka. Takoder je prikazana zakonska regulativa vezana za
provodenje preventivnih mjera u svrhu sprje¢avanje njegovog nastanka te propisi koji se odnose

na maksimalno dozvoljene koncentracije u ribi i ribljim proizvodima.

Kljucne rijeci : riba, biogeni amini, histamin, HACCP

ABSTRACT

This paper describes histamine, a biogenic amine, which, if present in fish and fish products in
higher concentrations, can cause harmful effects on consumer health. Its occurrence and toxic
effects on consumer health are described, as well as methods of analysis and measures to
prevent its occurrence. Legislation related to the implementation of preventive measures in
order to prevent its occurrence is also presented, as well as regulations related to the maximum

permitted concentrations in fish and fish products.

Key words: fish, biogenic amines, histamine, HACCP
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