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1.UVOD

1.1. Vino i podjela vina

Prema zakonu o vinu (1), vino je prehrambeni proizvod dobiven potpunim ili
djelomicnim alkoholnim vrenjem mosta svjezeg ili za preradu pogodnog grozda. Vina se
dijele po boji na: bijela, ruzicasta (rose, opol) i crna (crvena). Po sadrzaju neprevrelog Secera
dijele se na: mirna vina (suha, polusuha, slatka i1 poluslatka) i pjenusava vina (vrlo suha, suha,
polusuha). Kvalitetom, mirna vina dijele se na stolna vina, kvalitetna vina i1 vrhunska vina.
Stolno vino je vino proizvedeno od jedne ili viSe sorti grozda i ne mozZe nositi naziv sortno
vino. Stolno vino oznake kontroliranog zemljopisnog podrijetla proizvedeno je od jedne ili
viSe sorti grozda koje potjeCu iz jedne vinogradarske regije. Kvalitetno vino oznake
kontroliranog zemljopisnog podrijetla proizvedeno je od jedne ili viSe sorti grozda koje
potjeu iz jedne vinogradarske regije s izrazenim kvalitetnim organoleptickim svojstvima
znacajnim za ekoloske uvjete i sorte odredene vinogradarske regije, vinogorja ili polozaja ¢iju
oznaku nosi. Vrhunsko vino oznake kontroliranog zemljopisnog podrijetla je vino
proizvedeno od odredene sorte ili grupe sorti grozda koje potjecu iz jednog ili viSe
vinogradarskih polozaja u okviru jednog vinogorja s osobito izraZzenim kvalitetnim, posebnim
organoleptickim 1 kemijskim svojstvima znacajnim za ekoloske uvjete polozaja 1 sorte,
odnosno grupe sorti grozda. To vino mora biti punjeno u boce u vinogradarskom vinogorju
koje obuhvaca odredeni zemljopisni polozaj (2).

Proizvodnja vina uklju¢uje mnogobrojne procese (Sl/ika 1). Kvaliteta vina, odnosno

organolepticka svojstva, ovise o tehnolosSkim 1 kemijskim procesima u proizvodnji.



Slika 1. Vino - krajnji produkt proizvodnje (2)

1.2.Vino u Republici Hrvatskoj

U Hrvatskoj su upisana oko 41 000 gospodarstava koja posjeduju vinograd s ukupno
oko 83 500 parcela pod vinogradima. Zbog razlicitosti klimatskih i zemljopisnih uvjeta
vinogradarska podrucja Hrvatske dijele se na dvije regije:

1. Kontinentalna Hrvatska i

2. Primorska Hrvatska.

Prema najnovijim izvorima, ukupne povrsine pod vinogradima u Hrvatskoj iznose 20 712.79
ha. Povr$ine vinograda po regijama prikazane su u Tablici 1 (3). Vinogradarske regije dijele
se na viSe podregija. Podregije su Sira vinogradarska podrucja odredena pedoklimatskim
uvjetima te ostalim uvjetima nuZznim za uspjeSan uzgoj vinove loze. Kontinentalnoj vinskoj
regiji Hrvatske pripadaju podregije: 1. Podunavlje, 2. Slavonija, 3. Moslavina, 4. Prigorje-
Bilogora, 5. Plesivica, 6. Pokuplje, 7. Hrvatsko Zagorje i 8.Medimurje.

Primorskoj vinskoj regiji pripadaju: 1. Istra, 2. Hrvatsko primorje, 3. Sjeverna Dalmacija, 4.

Dalmatinska Zagora te 5. Srednja 1 Juzna Dalmacija (3).



Tablica 1. Povrsina vinograda po vinogradarskim regijama

Regija Povrsina (ha)
Kontinentalna Hrvatska 11 026.85
Primorska Hrvatska 9 685.93
Ukupno: 20 712.79

Prema ¢lanku 7. i 8. Zakona o vinu (1), u Tablici 2 nalaze se preporucene i dopustene sorte

podregija Hrvatskog Zagorja (Kontinentalna regija) i Dalmacije (Primorska regija).

Tablica 2. Preporucene i dopustene sorte vina Hrvatskog Zagorja i Dalmacije

Hrvatsko Zagorje Dalmacija
Preporucene sorte
Rajnski rizling Lasina
Traminac Plavina
GraSevina Plavac mali
Sauvignon Kujundzusa
Pinot sivi Posip
Chardonnay Sauvignon
Muskat Zuti Merlot crni
Portugizac Bogdanusa
Pinot crni Babi¢
Marastina
Debit

DopusStene sorte
Frankovka



1.3.Kemijske i senzorne karakteristike vina

Fizikalno-kemijski parametri koji odreduju kvalitetu vina su relativna gustoca, udio
alkohola, ukupni suhi ekstrakt, reduciraju¢i Seceri, ekstrakt bez Secera, pepeo, ukupna
kiselost, hlapiva kiselost, pH, koncentracija sumpornog dioksida, uglji¢nog dioksida, glicerola
1 glukonske kiseline (4).

Vinarstvo ili vinifikacija je djelatnost koja se bavi proizvodnjom vina i proizvoda od grozda i
vina, od odabira grozda do punjenja gotovog proizvoda u boce (4).

Na senzorne karakteristike vina utjece: udio alkohola, koncentracije organskih kiselina,
SeCera, estera, terpena, antocijana, katehina, flavonola, polifenola te biogenih amina.
Organske kiseline najvazniji su ¢imbenik okusa i stabilnosti vina. Najvaznije kiseline u vinu
su jabuéna kiselina, limunska te jantarna kiselina. Seceri reduciraju okus kiselosti te tako
indirektno utjecu na aromu vina. Esteri utjeCu na aromu vina zahvaljuju¢i vo¢nom mirisu.
Polifenoli su glavni prirodni konzervansi u vinima. Starenjem vina reagiraju s pigmentima 1
kiselinama stvarajuci nove spojeve koji pojacavaju okus vina ili se taloze na dnu boce .
Terpeni predstavljaju primarnu grozdanu aromu. Tijekom dozrijevanja grozda, terpeni se
oslobadaju kao posljedica pucanja glikozidnih veza i tako intenziviraju aromu vina.
Antocijani su nositelji crvenog pigmenta bobica grozda. Katehini utjeCu na gorcinu vina.
Flavonoli su Zuti pigmenti, apsorbiraju UV zrake tijekom dozrijevanja groZzda pa definiraju
kvalitetu vina u odnosu na izlozenost suncu. Realna kiselost ima veliki utjecaj na kakvocu
vina, kao 1 na niz biokemijskih 1 fizikalno-kemijskih procesa tijekom sazrijevanja i starenja
vina. Kiselija vina imaju pH vrijednost ispod 3.5, a nedovoljno kisela do 4.0 (3).

Biogeni amini takoder utjecu na aromu i okus vina. Daju blazi i meksi okus 1 kompleksniju

aromu.

1.4.0p¢a svojstva biogenih amina

1.4.1. Definicija i kemijska svojstva biogenih amina

Po kemijskoj strukturi biogene amine dijelimo na (5):
e alifatske (putrescin, kadaverin, spermin, spermidin),

e aromatske (tiramin, feniletilamin) i



e heterocikli¢ne (histamin, triptamin, serotonin).

Prema broju amino skupina dijele se na:

e monoamine (tiramin, feniletilamin),

e diamine (histamin, serotonin, triptamin, putrescin, kadaverin) i

e poliamine (spermidin, spermin) (5).
Histamin, tiramin, putrescin, kadaverin, spermin, spermidin te feniletilamin najucestaliji su
biogeni amini pronadeni u vinima (6). Biogeni amini su duSikovi spojevi koji nastaju
dekarboksilacijom aminokiselina. Izvor su dusika i prekursori za sintezu hormona, alkaloida i
nukleinskih kiselina. Biogeni amini u ljudskom organizmu reguliraju tjelesnu temperaturu te
krvni tlak.

Osim u vinima, biogeni amini mogu se na¢i i u drugoj hrani i pi¢ima koja
fermentiraju, pr. sir, kobasice, meso, riba, kupus, pivo i mlijeko. Biogeni amini izazivaju
veliki interes jer mogu izazvati simptome trovanja ako su zastupljeni u koncentracijama visim
od dozvoljenih (7). Histamin, tiramin i feniletilamin su biogeni amini ¢ija povecana
koncentracija ima toksikoloski u¢inak na ljudsko zdravlje (8). 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 i1 pica. Biogeni amini predstavljaju zastitu
mikroorganizmima kod kiselog okruzenja (9). U malim koncentracijama esencijalni su za
fizioloSke aktivnosti poput odrzavanja pH Zeluca, aktivnost mozga 1 regulaciju temperature.
No unosom viSih koncentracija biogenih amina pod odredenim uvjetima dolazi do
zakazivanja kontrolnih mehanizama, $to dovodi do neZeljenih uc¢inaka na zdravlje organizma,
pr. mucnine 1 glavobolje. Dokazano je da je histamin odgovoran za vecinu zdravstvenih
tegoba, no u kombinaciji s ve¢im udjelom alkohola 1 poviSenom koncentracijom ostalih
amina. UobiCajeni simptomi koji se javljaju nakon konzumiranja hrane koja sadrzi visoke
koncentracije biogenih amina su hipertenzija, muc¢nina i glavobolja.

Biogeni amini su vazni indikatori pokvarene hrane (10). Poliamini i diamini se uglavnom
povezuju s kvarenjem hrane ili su pokazatelji loSih higijenskih uvjeta proizvodnje, posebno
putrescin 1 kadaverin. U literaturi se mogu naci podaci za dopustene razine putrescina u vinu.
Prema razini putrescina u vinu, u nekim zemljama se vrednuje kvaliteta vina. Vina s

koncentracijom putrescina ispod 10 mg/kg su kvalitetna vina. Vina koja sadrze putrescin od



10 do 20 mg/kg prihvatljive su kvalitete te vina iznad 20 mg/kg putrescina nisu prihvatljiva za
konzumaciju.

Metoda proizvodnje vina, enolosko tretiranje vina i soj kvasca u fermentaciji utjecu na
kona¢nu koncentraciju biogenih amina u vinu (6). Osim navedenog, na nastajanje biogenih
amina utjeCu 1 uvjeti u vinariji.

Zbog utjecaja na ljudsko zdravlje i u svrhu kontrole kvalitete, provode se mnogobrojna
istrazivanja odredivanja biogenih amina u vinu.

Prema vazec¢em Zakonu o vinu (1), u Republici Hrvatskoj ne postoje regulative koje odreduju
dopustene koncentracije biogenih amina, bilo kao parametar kvalitete ni u svrhu kontrole
zdravstvene ispravnosti. Samo nekoliko zemalja u svijetu ima propise vezane za sadrzaj
biogenih amina u vinu, pr. Kanada, Svicarska i JuZnoafricka Republika. Njihovi propisi i
zakonske regulative uglavnom su povezani s prihvatljivom razinom histamina od maksimalno
10 mg L. Znanstvenici provode mnogobrojna istrazivanja biogenih amina u svrhu kontrole
razine biogenih amina u vinu, a samim time i kvalitete vina. Vec¢ina istrazivanja radena je na
komercijalno dostupnim vinima proizvedenim u najvaznijim svjetskim vinogradarskim
zemljama, pr. turska crna vina (6), gréka crna vina (11), kineska crna vina (12), ¢ileanska vina
(13), brazilska vina (14), portugalska (15) te Spanjolska crna i bijela vina (16). Navedene
studije analizirale su uzorke iz lokalnih trgovina s ciljem pracenja ili odredivanja sadrzaja
biogenih amina u svrhu odredivanja kvalitete vina. Postoje istraZivanja sadrZaja biogenih
amina s ciljem odredivanja podrijetla i sorte vina. Dokazano je da su biogeni amini pr.
putrescin, spermidin, histamin 1 tiramin prirodno prisutni u grozdu (17), te etanolamin,
tiramin, putrescin, kadaverin, feniletilamin 1 spermidin u mostu (18). Del Prete i sur. su otkrili
u grozdu etanolamin, etilamin i putrescin (19), dok su Landete i sur. otkrili da razine
putrescina mogu odrediti sortu grozda. Ove studije pokazuju da su koncentracije biogenih
amina prirodno prisutnih u mostu direktno povezane sa sortom grozda i tipom tla, odnosno
podrijetlom grozda (20). U spomenutim istrazivanjima identificirano je viSe od 20 biogenih
amina. Marques i sur. objasnili su vezu izmedu biogenih amina i sorte grozda na uzorcima
crnih vina proizvedenih u tri razliCite portugalske regije (17). Talijanski istrazivaci su u
uzorcima crnih vina zakljucili da sastav biogenih amina odreduje geografski polozaj (16,18).
Na uzorcima bijelih vina obavlja se znatno manji broj studija budu¢i da su crna vina bogatija
sadrzajem biogenih amina. Hrvatska, kao i mnoge druge mediteranske zemlje poput
Spanjolske, Francuske, Italije, Gréke i Turske ima dugogodisnju tradiciju proizvodnje vina. U
Hrvatskoj postoji veliki broj malih proizvodaca pa je hrvatsko trziSte poznato kao trZiSte

velikog broja sortnih vina (2). U posljednjih desetak godina i hrvatski znanstvenici su
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prepoznali vaznost odredivanja biogenih amina u vinima. Kovacevi¢-Gani¢ i sur. ispitali su
sadrzaj biogenih amina u uzorcima crnog vina iz vinogorja Slavonije i usporedili promjene
sadrzaja biogenih amina tijekom procesa proizvodnje vina i sazrijevanja. Otkrili su prisutnost
10 biogenih amina u istrazivanim uzorcima: triptamin, hidroksilamin, feniletilamin, putrescin,
kadaverin, histamin, tiramin, serotonin, spermin i spermidin (18). Jeromel 1 sur. ispitivali su
koncentraciju biogenih amina u crnim vinima iz sjeverozapadne Hrvatske s ciljem usporedbe
koncentracija biogenih amina u vinima proizvedenim klasicnom i hladnom maceracijom. U
toj studiji najbrojniji biogeni amini su: histamin, triptamin i 2-feniletilamin, dok su u znacajno
nizim koncentracijama pronadeni tiramin, putrescin, kadaverin, spermidin, spermin i

serotonin (18).

1.4.2. Nastanak biogenih amina u vinima

Tri su moguca podrijetla biogenih amina u vinu:

e prisutni su u moStu odnosno grozdu,

e nastaju djelovanjem kvasca tijekom alkoholne fermentacije (primarna fermentacija) i

e nastaju djelovanjem bakterija uklju¢enih u malolakticku fermentaciju (sekundarna

fermentacija) (6).

Vinifikacija je skup postupaka koji se koriste u proizvodnji vina, a sastoji se od dva glavna
tehnoloska procesa: alkoholne 1 malolakticne fermentacije. Alkoholna fermentacija moSta
uglavnom se provodi pomocu kvasaca Saccharomyces cerevisiae, a ukljuCuje pretvorbu
grozdanog Secera u etanol i CO,. U alkoholnoj fermentaciji (primarna fermentacija) sudjeluju
razliCite vrste autohtonih kvasaca ili komercijalni sojevi Saccharomyces cerevisiae. Postoje
istrazivanja o utjecaju kvasaca na stvaranje biogenih amina u vinu u kojima su se
usporedivale razlicite vrste kvasaca tijekom alkoholne fermentacije. Dokazano je da ne dolazi
do znacajnog porasta koncentracije biogenih amina tijekom alkoholne fermentacije, odnosno
da kvasci nisu odgovorni za produkciju vece koncentracije amina pronadene u vinima (21).
Malolakti¢na fermentacija provodi se uglavnom u crnim vinima i u manjem postotku u
bijelim vinima. Bakterije mlije¢ne kiseline omoguéavaju pretvorbu jabu¢ne kiseline u

mlije¢nu te osiguravaju odredeni stupanj mikrobioloske stabilnosti te tako modificiraju



senzorne karakteristike vina. Biogene amine nazivamo sekundarnim produktima fermentacije
jer uglavnom nastaju sekundarnom (malolaktiénom) fermentacijom (22). Nastanak biogenih
amina u vinu moze biti sprijeen inhibicijom autohtonih bakterija mlijecne kiseline i ostalih
mikroorganizama koji mogu unistiti njithovu aktivnost (23).

Koncentracija biogenih amina ovisi, osim o nacinu proizvodnje vina, i o sorti vina,
vrsti  tla, stupnju zrelosti, klimatskim uvjetima, sadrzaju alkohola, raznolikosti
mikroorganizama te fermentacijskim uvjetima poput temperature skladistenja, pH vrijednosti,
prisutnosti kisika, sumporovog dioksida 1 koncentraciji natrijevog klorida u vinu
(23,24,25,26,27,28). Svi navedeni uvjeti djeluju sinergisticki te neke kombinacije mogu
dovesti do povisenja ili do snizenja sadrzaja biogenih amina u vinu.

Bertrand i sur. (24) i Pogorzelski (25) utvrdili su da crna vina sadrze velike koli¢ine histamina
iznad pH 3.7 pokazavsi da pH znatno utjece na nastanak biogenih amina tijekom proizvodnje
vina. Sto je nizi pH, manja je aktivnost mikroorganizama dok visi pH uzrokuje raznoliku

bakterijsku mikrofloru ¢ime se povecava proizvodnja biogenih amina (29,30,26).

1.5.Tekucinska kromatografija visoke djelotvornosti (HPLC)

Postoji velik broj metoda za odredivanja biogenih amina u vinima. Medu njima su:
tekucinska kromatografija visoke djelotvornosti (engl. High Performance Liquid
Chromatography, HPLC), kapilarna elektroforeza te plinska kromatografija s masenom
spektrometrijom (28). Navedene metode nisu sve kompetentne za odredivanje svih biogenih
amina (27,31).

Kromatografija je metoda kemijske analize koja sluzi za odjeljivanje, identifikaciju i
kvantitativno odredivanje sastojaka u smjesi. Svim kromatografskim tehnikama je zajednicko
postojanje stacionarne i mobilne faze te pojave razdiobe analita izmedu te dvije faze.
Kromatografija je metoda odjeljivanja koja se temelji na razliitim brzinama putovanja
uzoraka kromatografskim sustavom. Zbog razli¢ite snage medudjelovanja sastojaka smjese sa
stacionarnom fazom, tekuca faza ih razliitim brzinama nosi kroz kromatografski sustav.
Sastojci koji se ja¢e vezu za stacionarnu fazu provode duze vremena u koloni za razliku od
sastojaka koji se pretezno zadrZzavaju u mobilnoj fazi 1 koji kroz kromatografski sustav
prolaze brze. Kako sastojci smjese eluiraju razli¢itim brzinama moze ih se identificirati 1
odrediti odgovaraju¢im detektorom ili sakupljati za daljnju analizu. Vrijeme zadrzavanja,

retencijsko vrijeme (zg), koristi se za identifikaciju pojedinog sastojka u smjesi. Apsolutno



retencijsko vrijeme je vrijeme potrebno da uzorak bude eluiran iz kolone. Mrtvo vrijeme (#)
je vrijeme potrebno da mobilna faza prode kroz uredaj i kolonu te dode do detektora (27).
Prema fizikalnom stanju faza, kromatografija se dijeli na plinsko-tekué¢insku kromatografiju,
plinsko-¢vrstu 1 tekucinsko-cvrstu kromatografiju. S obzirom na fizikalno stanje pokretne faze
dijeli se na plinsku, tekuc¢insku i kromatografiju pri superkriticnim uvjetima. Mehanizmi
separacije u kromatografiji se razlikuju. Prema mehanizmu kromatografija moze biti:

e adsorpcijska (razdvajanje temeljeno na razli¢itim afinitetima sastojaka uzoraka prema
adsorpciji na povrsini aktivne ¢vrste tvari),

e razdjelna kromatografija (kod plinske kromatografije temelji se na razlici topljivosti
sastojaka uzorka u nepokretnoj fazi, a kod tekucinske na razlikama topljivosti u
pokretnoj 1 nepokretnoj fazi),

e kromatografija na ionskim izmjenjivacima (razliCiti afiniteti sastojaka uzorka prema
ionskoj izmjeni),

e kromatografija iskljucenja (do razdvajanja dolazi radi iskljucenja zbog razlika u
veli€ini, obliku ili naboju Cestica) te

e afinitetna kromatografija (za mehanizam razdvajanja koristi se vezivanje analita i
liganda) (32).

Tekucinska kromatografija visoke djelotvornosti, HPLC, je tehnika koja je razvijena
krajem 20. stoljeca. Ova vrsta kromatografije koristi teku¢inu kao mobilnu fazu i stacionarnu
fazu koja se sastoji od finih Cestica krutine koje su najéeS¢e kemijski modificirane. Da bi se
dobili odgovarajuci protoci kroz sloj sitnih Cestica, potrebni su visoki tlakovi (100-200 atm).
Manje cestice poboljSavaju razdvajanje, ali povecavaju 1 radne tlakove uredaja.
Kromatografsko odvajanje temeljeno je na razlici u polarnosti sastavnica uzorka. Tijekom
kromatografije dolazi do viSestrukih adsorpcija 1 desorpcija komponenti smjese izmedu
stacionarne 1 mobilne faze pa se ovisno o gradi stacionarne faze i polarnosti otapala pojedine
komponente uzorka zadrzavaju duze ili krace na koloni.

HPLC za razliku od klasi¢ne kolonske kromatografije sadrzi kolone od nehrdajuceg
celika malog promjera (2-5 mm), a punilo kolone su Cestice jednoli¢ne veli€ine (3.5-10 pm).
Koristi relativno visoke radne tlakove s kontroliranim protokom tekuce faze i1 potrebna je
mala koli¢ina uzorka. Analiza je relativno brza i ima visoku mo¢ razdvajanja. NajviSe se
koriste spektroskopski detektori. Konstrukciju ovih detektora omogucéavaju protocne celije

malih volumena (~10 pl) koji tako omogucavaju brzu izmjenu tekucée faze u njima (32).



1.5.1. Derivatizacija i metoda odredivanja biogenih amina u vinima

Iako su brojne analiticke metode zabiljeZene za odredivanje biogenih amina u vinima i
drugim pi¢ima ili uzorcima hrane, vecina znanstvenika istice uporabu tekucinske
kromatografije visoke djelotvornosti (32,19). Kako bi se biogeni amini mogli kvantitativno
odrediti ovom metodom, potrebno je vrsiti derivatizaciju uzorka (32,12). Derivatizacija je
postupak kojim, uz pomo¢ odgovarajucih reagensa, nastaju stabilni derivati aminokiselina
koji se mogu detektirati u UV-Vis podru¢ju spektra. Postoje razlike u postupcima
derivatizacije uzoraka prije mjerenja HPLC metodom te razliciti reagensi za derivatizaciju.
Najcesce koristeni reagensi su o-ftalalhid (OPA), dabsil klorid (DABS-CI) i dansil-klorid
(DNS-CI). Slika 2. prikazuje mehanizam derivatizacijske reakcije s dansil kloridom (11).
Dansil klorid je derivatizacijsko sredstvo koje pretvara enantiomer u dijastereomerni derivat
kako bi se poboljsala detekcija u UV-Vis spektru. Iako znanstvenici obi¢no koriste OPA kao
ragens derivatizacije, u ovom radu koriSten je dansil klorid zbog njegove stabilnosti u UV-Vis
podru¢ju spektra. Takoder, OPA reagira samo sa primarnim aminima, te se ne mogu

odredivati poliamini kao $to su spermin i spermidin.

N(CH;), N(CHs) N(CH;),
0=S —() 0=S§ —() ()—_—0
NH,—R Al X
\:I 2 ‘?”3 Cl \H HCI
R R

Slika 2. Mehanizam derivatizacijske reakcije s dansil kloridom

10



2. CILJ RADA

Cilj rada je odrediti koncentraciju biogenih amina u crnim i bijelim vinima proizvedenih od
autohtonih sorti grozda u dvije hrvatske vinske regije: Dalmaciji (Primorska vinska regija) i

Hrvatskom Zagorju (Kontinentalna vinska regija).

2.1. Hipoteze

e Koncentracija biogenih amina hrvatskih vina je niska.

e Koncentracija biogenih amina pokazatelj je zemljopisnog podrijetla vina.

11



3. MATERIJALI I METODE

3.1. Uzorci

U ovom radu koristeno je 48 uzoraka crnih i bijelih vina Kontinentalne regije (Hrvatsko

Zagorje) te Primorske regije (Dalmacija).

U tablicama 3 i 4 navedeni su podatci o sorti, podrijetlu i boji uzoraka podregija Hrvatsko

Zagorje te Dalmacija.

Broj
1.

2 Bl 5 Bl 7 Bl = B

Tablica 3. Uzorci bijelih i crnih sorti vina podregije Hrvatsko Zagorje

Oznaka uzorka
1ZB
27B
37B
47B
57B
6ZB
77B
8ZB
97B
147ZB
12C
27C
37C
47C
57C
67C
7ZC
87ZC
10ZC
112C
122C
137ZC
1472C
15ZC

Sorta vina
GraSevina
Pinot
Rajnski rizling
GraSevina
Muskat Zuti
Sivi pinot
Manzoni
GraSevina
Traminac
Sauvignon
Frankovka
IsabellatFarber
Shiraz
Frankovka+Plavac
Frankovka
Frankovka
Merlot+Frankovka
Portugizac
Isabella
Frankovka
Frankovka+Merlot
Isabella
Isabella
Frankovka

Podrijetlo
Beretinec
Moslavec
Varazdin
Varazdin
Varazdin
Varazdin
Beretinec
Varazdin
Beretinec

Cestica
Beretinec
Kneginec
Varazdin

Ludbreg

Cestica

Ledinec
Beretinec

Ivanec

Ledinec
Beretinec
Beretinec
Beretinec

Ledinec
Beretinec

Boja vina
Bijelo
Bijelo
Bijelo
Bijelo
Bijelo
Bijelo
Bijelo
Bijelo
Bijelo
Bijelo

Crno
Crno
Crno
Crno
Crno
Crno
Crno
Crno
Crno
Crno
Crno
Crno
Crno
Crno
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Tablica 4. Uzorci bijelih i crnih sorti vina podregije Dalmacija

Broj Oznaka uzorka Sorta vina Podrijetlo Boja vina
1. 1DB Debit Drni$ Bijelo
2. 2DB Posip Bol, Brac Bijelo
3. 3DB Posip barrique Bol, Brac¢ Bijelo
4. 4DB Kujundzusa Rogoznica Bijelo
5. 5DB Marastina Kastela Bijelo
6. 6DB Marastina Bol,Brac¢ Bijelo
7. 7DB Chardonnay Kastela Bijelo
8. 8DB Posip Barrique Kastela Bijelo
9. 9DB Kujundzusa +Grasevina Imotski Bijelo
10. 10DB Debit Sinj Bijelo
11. 11DB Debit Sibenik Bijelo
12. 1DC Plavina+Lasin+Shiraz Drni$ Crno
13. 2DC Bogondon Bol,Brac¢ Crno
14. 3DC Tribidrag Bol, Brac¢ Crno
15. 4DC Plavac Rogoznica Crno
16. 5DC Plavac Kastela Crno
17. 6DC Plavac Bol, Bra¢ Crno
18. 7DC Crljenak Kastela Crno
19. 8DC Plavac Kastela Crno
20. 9DC Crljenak Bol, Brac¢ Crno
21. 10DC Crljenak Imotski Crno
22. 11DC Plavac Sinj Crno
23. 12DC Plavac Sibenik Crno
24. 13DC Plavac Knin Crno

3.2. Priprema uzoraka

Sadrzaj biogenih amina odreden je pomo¢u HPLC metode koju su opisali Manetta i
sur. (20) uz manje izmjene.
Derivatizacija se izvodila bez prethodne obrade uzoraka kako slijedi: 0,25 ml standardne
otopine amina ili uzorka vina pomijesano je sa 70 pL zasiene otopine natrijevog
hidrogenkarbonata 1 65 pL 0,1 M otopine kalijevog hidroksida. Zatim je dodano 1 ml dansil
klorida (0.5% u acetonu) te je smjesa inkubirana 45 minuta pri 40 °C u termobloku uz
povremeno mijeSanje. Potom je u smjesu dodano 100 pL otopine amonijaka (25% w/v) i
nakon snaznog mijeSanja vorteksom, reakcijska smjesa ostavljena je u mraku 30 minuta.
Volumen uzoraka nadopunjen je do 5 mL acetonitrilom, filtriran 1 spremljen za analizu.
Kontrolni uzorci (slijepa proba) pripremljeni su istim postupkom, ali umjesto standarda ili

uzoraka vina, korisStena je ultracista voda. Svi uzorci su pripremljeni i analizirani dva puta, a
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podaci su prikazani kao srednja vrijednost + standardna devijacija. Gradijentna eluacija je
provedena koriStenjem acetonitrila (otapalo A) i ultraciste vode (otapalo B) prema programu

prikazanom u Tablici 5.

Tablica 5. Program gradijentne eluacije HPLC metode

Vrijeme (min) Otapalo A (%) Otapalo B (%)
0.5 40 60
25 80 20
30 95 5
34 95 5
35 40 60
43 40 60

Primijenjena brzina protoka je 1 mL/min, temperatura kolone 25 °C te volumen ubrizgavanja
uzorka 10 puL. Mjerenje je radeno pri valnoj duljini od 254 nm. Identifikacija biogenih amina
provedena je usporedivanjem vremena retencije standarda svakog biogenog amina ponaosob i
u smjesi standarda Sto je prikazano na Slika 3. Signali koji se pojavljuju u kromatogramu
(Slika 3.) koji ne odgovaraju signali standarda, a detektirani su 1 u slijepoj probi identificirani
su kao signali produkta derivatizacije (DP) ili kao nepoznati signali (NP). Kvantifikacija je
provedena koriStenjem kalibracijskih pravaca napravljenih za svaki analizirani biogeni amin.
Etanolamin, etilamin i metilamin su nabavljeni kao hidrokloridne soli te su njihove

koncentracije u standardnim otopinama izracunate kao odgovarajuce baze.
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Slika 3. Kromatogrami slijepe probe, otopine smjese standarda biogenih amina i uzorka

Brojevi odgovaraju aminima u Tablici 6, DP-derivatizacijski pik, NP-nepoznati pik

Broj

CEE R U EES R &

Tablica 6. Analiticki parametri kromatografske metode

Naziv amina
(kratica)
Etanolamin (ETA)
Metilamin (MA)
Etilamin (ETIL)
Triptamin (TRP)
Izopentilamin (IPA)
Putrescin (PUT)
Kadaverin (KAD)
Histamin (HIS)
Tiramin (TIR)

t (min)=RSD

n=3

5.79+0.04

7.92+0.05

9.07+0.04
14.05+0.04
14.49+0.04
15.81+0.05
16.71+0.04
16.97+0.04
20.66+0.04

LOD

mg L

0.85
0.14
0.20
0.03
0.22
0.03
0.03
0.04
0.03

LOQ R?

mg L

2.50 0.9983
0.41 0.9997
0.59 0.9997
0.06 0.9981
0.66 0.9992
0.09 0.9982
0.10 0.9986
0.10 0.9988
0.13 0.9999
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10. Spermidin (SPD) 21.60+0.03 0.03 0.09 0.9987
11. Spermin (SPM) 26.124+0.02 0.10 0.9982

Granice detekcije (LOD) 1 granice odredivanja (LOQ) odredene su omjerom signal-Sum, engl.
signal to noise, (S/N) od 3:10 za svaki standard. Tablica 6 prikazuje izraCunate analiticke

parametre za primijenjenu metodu.

3.3. Kemikalije

Sve koristene kemikalije su analiticke Cisto¢e. Dansil klorid, standardi svih amina
(izopentilamina, etanolamina, metilamina, etilamina, spermidina, spermina, putrescina
tiramina, histamina, kadaverina i triptamina), klorovodi¢na kiselina (37%, w/w), natrijev
hidrogenkarbonat i1 acetonitril nabavljeni su od proizvodaca Sigma-Aldrich (Steinheim,

Njemacka). Ultracista voda pripravljena je u laboratoriju ELGA Purelab flex sustavom.

3.4. Uredaj i programi

Slika 4 prikazuje koriSteni Perkin Elmer Series 200 HPLC sustav opremljen
autosamplerom, binarnom pumpom i1 UV/Vis detektorom, upravljan TotalChrom Navigator
programom. Kromatografsko odvajanje provedeno je Restek Ultra IBD C18 kolonom (5 um
veli¢ina cCestice, 250%4.6 mm i.d.) s Ultra IBD predkolonom (5 um veli¢ina Cestice, 10x4 mm

1.d.), proizvodaca Restek, Bellefonte, SAD.
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4. REZULTATI

U 48 uzoraka hrvatskih crnih i bijelih vina iz podregija Hrvatskog Zagorja i Dalmacije
odredeno je 11 biogenih amina (triptamin, putrescin, kadaverin, histamin, tiramin, spermidin,
spermin, izopentilamin, etanolamin, metilamin 1 etilamin) (7ablica 7). Uzorci se mogu
podijeliti u cetiri skupine: dalmatinska bijela vina (11 uzoraka), dalmatinska crna vina (13
uzoraka), bijela vina Hrvatskog Zagorja (10 uzoraka) te crna vina Hrvatskog Zagorja (14
uzoraka). Rezultati su prikazani u Tablici 7 kao prosjecna vrijednost = RSD (%) svih uzoraka.
RSD ili relativna standardna devijacija (koeficijent varijacije) (znak V) omjer je standardne

devijacije 1 aritmeticke sredine (x) pomnozen sa 100, tj. V = (o/x) 100 (33).
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Uzora

1DB

2DB

3DB

4DB

5DB

6DB

7DB

8DB

9DB

10D

11D

1DC

2DC

3DC

4DC

TRP

nd

nd

nd

0.49+0.

38
nd

0.42+0.

13

1.22+1.

12

0.68+0.

04

0.27+0.

18

0.38+0.

25
nd

nd

nd

0.54+0.

15

1.20+0.

01

IPA

nd

0.29+0.2

1

nd

nd

nd

nd

nd

nd

nd

nd

nd

nd

1.13£0.1

6

nd

nd

PUT

1.21+£0.0
4
1.19+£0.0
2
0.99+0.0
4
0.41%0.0
3
1.06+0.0
0
0.86+0.5
3
1.15+0.0
1
1.25+0.0
1
0.72+0.0
2
2.10+£0.0
6
1.58+0.0
2
1.58+0.0
3
7.50+0.1
7
1.76+0.0
4
1.31+£0.0
0

Tablica 7. Sadrzaj biogenih amina (mg L ™) u 48 uzoraka

KAD

nd

nd

nd

nd

nd

nd

nd

nd

nd

nd

nd

nd

HIS

nd

nd

nd
nd
nd
nd
0.56+0.
03
nd
nd
nd
nd
2.33+0.
08
0.89+0.

05
nd

TIR
nd
nd
0.39+0.0
4
nd
nd
nd
nd
0.40+0.0
1
nd
nd
nd
nd
2.00+0.0
0
1.57+0.0

1
nd

SPD

nd

nd

nd

nd

nd

nd

nd

nd
nd
0.18+0.
04
nd

nd

SPM

nd

0.19+0.

09

0.39+0.

21

nd

nd

0.11+0.

01

nd

nd

nd

0.31+0.

15

0.27+0.

13

*

ETA

24.32+8.05

10.42+0.09

12.08+0.83

9.09+0.24

6.71+0.00

2.87+0.45

7.83+0.33

4.22+0.91

nd

9.68+0.04

4.85+0.25

13.24+0.13

14.00+0.38

nd

MA

nd

nd

1.40+0.0

1

nd

nd

nd

nd

nd

nd

nd

nd

nd

nd

nd

nd

ETIL

nd

nd

nd

nd

nd

nd

nd

nd

nd

nd

nd

nd
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5DC

6DC

7DC

8DC

IDC

10D

11D

12D

13D

1ZB

27B

3ZB

47B

57ZB

6ZB

77B

8ZB

0.43+0.

21

0.43+0.

18

0.23+0.

04

0.71+0.

04

0.34+0.

15

0.43+0.

35
nd

0.46+0.

30

0.66+0.

04

0.68+0.

02
nd

nd

nd

nd

nd

nd

nd

nd

nd

nd

nd

nd

nd

nd

nd

nd

1.29+0.0
4
0.87+0.4
9
1.32+0.0
0
1.47+0.3
2
0.50+0.0
9
0.82+0.2
1
0.42+0.4
6
0.31+0.2
2

1.35+0.0
2
3.47+0.0
9
0.78+0.0
4
1.454+0.0
2
0.78+0.0
0
1.9140.1
1
1.77+0.0
1
2.77+£0.0
7
0.89+0.0
3
0.27+0.0
1
1.49+0.6
7
0.62+0.0
1
1.194+0.0
1
1.08+0.0
1

*

1.42+0.0
1

0.83+0.0
4

nd

nd

1.75+0.

03
nd

1.98+0.

09
nd

0.12+0.

06
nd

1.01+0.

14

0.40=0.

00

0.82+0.

31
nd

nd

nd

nd

nd

nd

nd

1.64+0.

01

0.89+0.

02

0.52+0.

01

1.17+0.

01
nd

nd

nd

0.36+0.

04
nd

nd

nd

nd

nd

nd

nd

nd

nd
1.88+0.0
4

0.32+0.0
3

*

nd

nd

nd

nd

nd

nd

nd

nd

nd

nd

nd

0.09+0.
00
0.14+0.
05
nd
nd
0.46+0.
25
nd
0.12+0.
01
nd
nd
nd
nd
nd
nd
nd

nd

0.12+0.
02

nd

0.24+0.

20

0.14+0.

03
nd

0.17+0.

08
nd

nd

nd

nd

nd

nd

nd

*

8.77+0.50

5.11+£0.07

9.224+0.06

nd

10.75+0.45

6.58+0.17

6.36+0.03

4.07+0.28

17.96+0.01

4.80+0.51

8.61+1.19

nd

3.80+0.00

4.61+0.01

4.16+0.14

nd

nd

nd

nd

nd

nd

nd

nd

nd

nd

nd

nd

nd

nd

nd

nd

nd

nd

nd

nd

nd

nd

nd

nd

nd

nd

nd

nd

nd

nd

nd

nd

nd
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97ZB

14Z
B
1ZC

27C

3ZC

47C

5Z2C

6ZC

7ZC

8ZC

10Z
C
11Z
C
12Z
C
137
C
14Z
C
15Z
C

Tablica sadrzi kratice biogenih amina koji odgovaraju njihovom punom imenu u tablici 6.

0.33+0.

00
nd

0.75%0.

87

1.82+0.

06

3.31+0.

33

4.89+0.

27

3.61%0.

45

0.88+0.

22

0.39+0.

31

0.09+0.

01

0.67+0.

37

9.18+0.

07

0.87=+0.

61
nd

nd

nd

1.00+0.8
0
nd

nd

0.79+0.3
2
1.19+0.0
1
0.50+0.0
6
0.87+0.0
4
3.71£0.1
4
2.4440.1
8
297+2.4
4
1.81£0.0
2
2.14+0.4
8
3.27+0.3
5
1.55+£1.2
7
0.33+0.3
2
0.70+0.1
0

1.16+£0.0
2
0.94+0.0
1
0.17+0.0
1
2.06+£0.0
4
3.75+0.0
6
0.39+0.0
4
3.17+0.1
1
0

0.66+0.7
8

k

0.160.0
9

k

1.00+0.0
4
0.24+0.0
2
nd

nd

nd

0.47+0.

05

0.10x0.

00

0.21+0.

01

0.44+0.

20

0.27+0.

32
nd

nd

nd

nd

1.060.

04

9.63+0.

13

0.35%0.

08

0.50%0.

01

0.98+0.

02

2.01+0.

14

0.35+0.

06
nd

nd

nd

nd

0.45+0.0
1
0.50+0.0
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DB= uzorci dalmatinskih bijelih vina, DC= uzorci dalmatinskih crnih vina, ZB= uzorci zagorskih bijelih vina, ZC= uzorci zagorskih crnih
vina

*= ispod granica kvantifikacije,

nd= nije detektirano
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5. RASPRAVA

Visoke koncentracije poliamina i diamina (putrescina, kadaverina, spermidina i
spermina) obi¢no su povezane s nehigijenskim uvjetima u vinariji (34). U analiziranim
uzorcima koncentracije poliamina zastupljene su u malim koncentracijama. Kod vecine bijelih
vina kadaverin, spermidin i spermin nisu detektirani, dok su kod crnih vina najvece
koncentracije bile 1,98 mg L' za kadaverin, 2,51 mg L' za spermidin i 3,55 mg L' za
spermin. Iz navedenog zakljucujemo da su sanitarni uvjeti svih uzoraka bili zadovoljavajuéi.
visokim ukupnim sadrzajem ostalih amina, etanola te acetaldehida u vinu (34). Dopustene
koncentracije histamina u vinu su razliite po zakonima u zemljama. Prema dostupnim
referencama, najveca koncentracija histamina od 10 mg L dopustena je u Svicarskoj (35). U
uzorku 3ZC zabiljeZena je najveéa koncentracija histamina od 9,63 mg L. Sadrzaj histamina
ostalih uzoraka crnih vina je relativno nizak (od 0,35 do 2,01 mg L™). Kod uzoraka bijelih
vina Kontinentalne i Primorske regije, odredena koncentracija histamina je ispod granice

detekcije, osim za uzorak 8DB gdje je histamin pronaden u koncentraciji od 0,56 mg L™

U analiziranim uzorcima vina dokazano je da su najrasprostranjeniji amini putrescin i

etanolamin, bez obzira na boju i geografsko podrijetlo vina.

Prema nadenim referencama, Bover-Cid 1 sur. (36), Gloria 1 sur. (37) 1 Kiss 1 sur. (38),
putrescin, spermin i spermidin prirodno su prisutni u grozdu i njihova prisutnost moZze biti
pokazatelj geografske regije ili sorte vina. U navedenim studijama nadene koncentracije
putrescina su neznatno vise u crnih vina §to se moZe objasniti ¢injenicom da je malolakticka

fermentacija ucestalija kod proizvodnje crnih vina (36).

U ispitivanim uzorcima najveca koncentracija putrescina pronadena je u uzorku 2DC (7,5 mg
L"). U usporedbi s literaturnim podatcima, navedena koncentracija je relativno niska
(18,20,35,38). U citiranom radu, Landete 1 sur., koncentracija putrescina navodi se u rasponu
od 30 do 50 mg L' (23). U ispitivanim uzorcima crnih vina podregije Hrvatsko Zagorje
odredene su koncentracije putrescina u rasponu od 0,16 do 3,75 mg L' &to je vrlo nizih
vrijednosti nego u literaturi. Spermidin nije detektiran u bijelim vinima Hrvatskog Zagorja,
osim u uzorku 8ZB gdje je njegova koncentracija 0,12 mg L. Spermidin je odreden u

koncentracijama od 0,09 do 0,46 mg L' u dalmatinskim crnim vinima te od 0,15 do 6,05 mg
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L' u uzorcima zagorskih crnih vina. Spermidin je svojim koncentracijama pokazatelj

zemljopisnog podrijetla odnosno karakterizira dalmatinska crvena vina.

Spermin je pronaden u niskim koncentracijama u Cetiri uzorka bijelih vina Dalmacije (u
rasponu od 0,11 do 0,39 mg L™") dok u bijelim vinima Hrvatskog Zagorja nije detektiran. Ako
usporedimo rezultate spermina u crnim vinima, u uzorcima Hrvatskog Zagorja otkrivene su
nesto vece koncentracije nego u dalmatinskim vinima, ali kona¢ne koncentracije odgovaraju

onima opisanim u literaturi (22).

Del Prete i sur. potvrdili su prisutnost etanolamina, etilamina i putrescina u grozdu
(39). Etanolamin je detektiran u gotovo svim ispitivanim uzorcima u znacajnim
koncentracijama, a posebno u crnim vinima Hrvatskog Zagorja. Koncentracije etanolamina
odgovaraju onima opisanim u drugim istrazivanjima mediteranskih vina, pr. uzorcima iz
Italije (18), Portugala (40) 1 Grcke (11). Iako se u literaturi rijetko navode istrazivanja
sadrzaja etanolamina, u ispitivanim uzorcima obiju regija Hrvatske utvrdene su znacajne

koncentracije etanolamina.

Etilamin je detektiran samo u uzorku 12ZC i to u vrlo niskoj koncentraciji od 1,17 mg
L™, kao i metilamin koji je pronaden u uzorku 3DB i u nekoliko uzoraka crnih vina Hrvatskog
Zagorja u rasponu koncentracija od 0,99 do 1,57 mg L. Jeromel i sur. (41) takoder su
istrazivali sadrzaj biogenih amina u hrvatskim crnim vinima, ali u njihovoj studiji nisu

ispitivani etilamin 1 metilamin, dok su histamin 1 triptamin bili narasprostranjeniji amini.

U ovom istrazivanju triptamin je otkriven u koncentracijskom rasponu od 0,2 do 1,2
mg L u vinima Dalmacije, dok je u uzorcima crnog vina Hrvatskog Zagorja pronaden u

znatno vec¢im koncentracijama, od 0,09 do 9,18 mg L.

Izopentilamin je u uzorcima Hrvatskog Zagorja naden u koncentracijama od 0,3 do 1,5
mg L u bijelim vinima i od 0,33 do 3,71 mg L' u crnim vinima, dok su medu dalmatinskim

uzorcima samo 2DB 1 2DC sadrzavali izopentilamin u koncentraciji od 0,291 1,13 mg L

Tiramin je pronaden u dvije sorte bijelog vina iz Dalmacije u vrlo niskim
koncentracijama, ali nije otkriven u bijelim vinima Hrvatskog Zagorja. Kao §to se ocekivalo,
uzorci crnih vina sadrzavali su vece koli¢ine tiramina, ali jo§ uvijek znatno niZze od onih

opisanih u literaturi (17,18).
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6. ZAKLJUCAK

Biogeni amini su dusikovi spojevi koji se mogu pronaci u hrani te predstavljaju
mogudi rizik za ljudsko zdravlje, budu¢i da u ve¢im koncentracijama imaju toksi¢ni ucinak.
Mnoge institucije provode istrazivanja u svrhu kontrole kvalitete hrane i1 ljudskog zdravlja.
amini u vinima, opisani u literaturnim podacima, su histamin, putrescin, kadaverin i

feniletilamin.

Ovaj rad pokazao je da sadrzaj biogenih amina moze biti pokazatelj sorte grozda i
zemljopisnog podrijetla vina. Iz navedenih rezultata moze se zakljuciti da su dalmatinska
bijela vina karakterizirana triptaminom, putrescinom 1 etanolaminom. Sadrzaj navedenih
amina u uzorcima bijelih vina Dalmacije naden je u rasponu: za triptamin od 0,23 do 1,22 mg
L, putrescin od 0,41 do 7,5 mg L' i etanolamin od 2,87 do 24,32 mg L. Bijela vina
Hrvatskog Zagorja karakterizirana su sadrzajem izopentilamina (od 0,31 do 1,47 mg L™),
putrescina (od 0,27 do 1,49 mg L") i etanolamina (od 3,80 do 17,96 mg L™"). U crnim vinima

Hrvatskog Zagorja pronadeni su svi biogeni amini, osim etilamina.

Ovim radom dokazano je da prisutnost, odnosno rasprostranjenost pojedinih biogenih

amina mozZe biti pokazatelj pojedine geografske regije 1 dokaz sortnosti vina.
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8. SAZETAK

Odredivanje biogenih amina u hrvatskim vinima

Cilj: Odrediti koncentraciju biogenih amina u 48 uzoraka hrvatskih domacih vinia vinskih

podregija, Hrvatsko Zagorje (Kontinentalna regija) i Dalmacije (Primorska regija).

Metode: Uzorci vina domacih proizvodaca iz kontinentalne regije (Hrvatsko zagorje) te iz
primorske regije (Dalmacija). Uzorci su odredivani HPLC metodom, prethodno derivatizirani

s dansil kloridom.

Rezultati: Metoda je primijenjena za otkrivanje 1 odredivanje koncentracija 11 biogenih
amina u uzorcima. Utvrdeno je da su dalmatinska crna i bijela vina karakterizirana
triptaminom (0,23-1,22 mg L-1), putrescinom (0,41-7,5 mg L-1) i etanolaminom (2,87-24,32
mg L-1). Bijela vina iz Hrvatskog Zagorja bogata su sadrzajem izopentilamina (0,31-1,47 mg
L-1), putrescina (0,27-1,49 mg L-1) i etanolamina (3,80-17,96 mg L-1). Za razliku od bijelih
vina iz Hrvatskog Zagorja, u crnim vinima podjednako su zastupljeni svi biogeni amini osim

etilamina.

Zakljucak: Ovaj rad je pokazao da sadrZaj biogenih amina moze biti faktor diferencijacije za

sortu grozda 1 zemljopisno podrijetlo crnih vina.

Kljucne rije¢i: hrvatska vina; biogeni amini; HPLC; zemljopisno podrijetlo
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9. ABSTRACT

The Content of Biogenic Amines in Croatian Wines of Different

Geographical Origins

Goals: Determine the concentration of biogenic amines in Croatian domestic wines in 48

samples from the region of Zagorje and Dalmatia.

Methods: 24 samples of native Zagorje black and white wines, 24 domestic Dalmatian black

and white wines were used. The samples were passed through the HPLC system.

Results: The method was applied to detect and quantify 11 biogenic amines in 48 red and
white wines. It was found that both Dalmatian red and white wines are characterized by
tryptamine (0.23-1.22 mg L-1), putrescine (0.41-7.5 mg L-1) and ethanolamine (2.87-24.32
mg L-1). White wines from Hrvatsko zagorje region are characterized by a content of
isopentylamine (0.31-1.47 mg L-1), putrescine (0.27-1.49 mg L-1) and ethanolamine (3.80-
17.96 mg L-1). In contrast to white wines from Hrvatsko Zagorje region, in red wines were

found and equally presented all biogenic amines except ethylamine.

Conclusion: This work showed that biogenic amines content can be a differentiation factor

for a grape variety and geographical origin for red wines.

Key words: Croatian wines; biogenic amines; HPLC; geographical origin
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