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Djelovanje sumporovog dioksida u vinu

Sazetak

Sumpor se u vinarstvu Kkoristi stoljecima, kako je vrijeme pokazalo, zbog svojih antioksidativnih i
antiseptickih svojstava. Zamjena mu jos nije pronadena, koja bi udovoljila zahtjevima trajnosti i bioloske
stabilnasti. Negativni udinci upotrebe sumporovog dioksida uglavnom su vezani za njegovu primjenu u
prekomjernim koli¢inama. Visoke koncentracije sumporovog dioksida ugroZavaju mirisi ckusvina i znatno
povecavaju rizik od stvaranja sumporovodika. S obzirom da moZe izazvati alergijske reakcije, sumporov
dioksid je oznacen kao alergen i njegova koncentracija u vinima je na trzistu zakonski requlirana. Iz svega
navedenog, nuzno je da se sumporov dioksid kvantificira u vinu pomocu razlicitih metoda.

Kljuéne rijeéi: sumporov dioksid, alergen, zakonski propisi, metode odredivanja sumporovog dioksida

Uvod

Tijekom alkoholnog vrenja, kvasci proizvode sumporov dioksid (S0,) kao metabolicki me-
duprodukt puta redukcije sulfata do sulfita (Donalies i Stahl, 2002; Ribéreau-Gayon i sur., 2006).
Sojevi kvasca razlikuju se po svojoj sposobnosti daformiraju SO, procjenjujuci ukupni prosje¢-
ni sadrzaj u rasponu od 0 do 115 mg L' (Werner i sur.,, 2009; Wells i Osborne, 2011; Miranda-
Castilleja i sur.,, 2015; Rauhut, 2017). Dodavanje SO, tradicionalno se smatra ucinkovitom me-
todom zastite i oCuvanja vina u razlicitim fazama proizvodnje zbog njegovih antioksidacijskih
i antimikrobnih ucinaka (McGovern, 2003). 5O, je najucinkovitiji aditiv koji se koristi za sprjeca-
vanje oksidacije u proizvodnji vina (Ribéreau-Gayon i sur,, 2006; Waterhouse i sur., 2016). SO,
moze suzbiti enzimske i kemijske oksidacije, pri ¢emu se prva gotovo u cijelosti dogada u mo-
stu od grozda, dok je potonja prevladavala u vinu (Li i sur., 2008). Jedan od najvaznijih izazova
znanstvenika i proizvodaca vina je pronalazak uspjesne zamjene za SO, u radu s vinom (Sonni i
sur., 2009; Cejudo-Bastante i sur., 2010; Ferrer-Gallego i sur., 2017), posebice zbog potencijalnih
stetnih klinickih ucinaka kod osjetljivih osoba.

Antioksidacijska i antimikrobna uloga SO,

50, je jedan od najcesce koristenih aditiva u prehrambenoj industriji, koji moze vinu osigu-
rati antioksidacijsku zastitu i mikrobiolosku stabilnost. Kada djeluje antioksidacijski, dolazi do
reakcije s vodikovim peroksidom i stvaranja sumporne kiseline, ¢ime se ogranicava oksidacija
fenola i drugih zasicenih hidroksilnih sastojaka, te dolazi do gubitaka SO,. Takoder, smanjuje
aktivhost degenerativnog enzima tirozinaze (polifenol-oksidaze), koja je nazocna u soku. Zbog
sposobnosti SO_da se veze s prekursorima i produktima oksidacije, moze se koristiti preventiv-
no i kao tretman. Na primjer, oksidirano bijelo vino sa smedim nijansama i orasastim mirisom,
moze se poboljsati dodatkom SO, koji izbjeljuje boju i veze se s acetaldehidom kako bi sma-
njio taj miris (Danilewicz, 2016). Nadalje, pri niskim koncentracijama, SO, inhibira respiraciju i
reprodukciju sire mikroflore, a pri visokim koncentracijama moze biti letalan za mikrobicloske
populacije. Mehanizam antimikrobnog djelovanja SO, oCituje se tako 5to SO, ulazi u mikrobe
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i remeti aktivnost enzima i proteina u stanici. Buduci da samo molekularni oblik SO, moze di-
fundirati kroz stanicnu membranu, koncentracija molekularnog SO, kontrolira mikrobni rast
(Oelofse i sur., 2008; Bartowsky, 2009; Divoli sur. 2012). Takoder, $to je niza pH vrijednost mosta,
to je potrebno manje SO, jer kiselija sredina takoder inhibira Sirok spektar mikroorganizama
(Ribéreau-Gayon i sur., 2006).

Oblici sumporovog dioksida u vinu
Postoje tri uobic¢ajena oblika sumpora u vinu. To su:
« elementarni sumpor (5), nazocan u proteinima, koristi se na grozdu radi prevencije truljenja,
« sulfidi (sumporovodik i merkaptani), koji pokazuju miris na pokvarena jaja, proizveden
kada kvasci i bakterije reduciraju elementarni sumpor (S) u sumporovodik (H,S), kao primjer
reduciranog sumpora,
» sulfiti- SO, i svi njegovi oblici.

Za reakcije u vinu, najvazniji su sulfiti. U vinu se pojavljuju u tri oblika. To su: molekularni
50,, zatim bisulfit (HSO,) te sulfit (SO,*). Udio svake od ovih frakcija ovisi o termodinamickoj
konstanti i pH vrijednosti sredine. Disocijacija SO, se odvija veoma brzo, gotovo trenutno. Dio
dodanog SO, reagira s vodom (H,0) i tvori bisulfit (HSO,) i sulfit (SO_*) (Jednadzba 1) (Water-
house, 2016):

H.O + SO, =+ H* + HSO -+ 2H* +50.> (Jednadzba 1)
Sulfit zatim reagira s kisikom i proizvodi sulfat (Jednadzba 2).
2507+ 0O, == 250,* (Jednadzba 2)

Kod ravnoteze, brzina kojom bisulfitni ioni postaju sulfiti jednaka je brzini sulfitnih iona koji
postaju bisulfiti. Reakcija izmedu razli¢itih vrsta sulfita odvija se u oba smjera u ravnoteznom
stanju, tako da koncentracija sulfitnih spojeva ostaje stabilna. Kada sulfit reagira s drugom mo-
lekulom i postane dio njegove strukture, vise ne sudjeluje u reakciji ravnoteze i naziva se veza-
nim. Sulfiti koji su jos uvijek dio ravnotezne reakcije nazivaju se slobodnim. Kombinirane koli-
Cine slobodnih i vezanih sulfita nazivaju se ukupni SO,. Sto je vise spojeva dostupnih u vinu na
koje se sulfitimogu vezati, to ¢e biti ve¢i odnos vezanog prema ukupnom sulfitu. Stoga ¢e vina
koja nisu talozena ili filtrirana imati niZi omjer slobodnog i ukupnog SO, (Waterhouse, 2016).

Funkcija i odnos slobodnog i vezanog SO,

50, se u vinu nalazi u slobodnom i vezanom obliku. Sadrzaj slobodnog SO, sastoji se iz tri
sulfitna dijela: molekularnog SO, bisulfita (HSO,) i sulfita (SO,*). Manje od 5 % SO, obicno
postoji u svom neutralnom, takozvanom (tzv.) molekularnom obliku (Waterhouse i sur. 2016).
Molekularni SO, javlja se ili u plinovitom stanju ili u obliku pojedinacnih molekula u mostu ili
vinu. Hlapljiv je i iz vina se moze izdvajati kod njegove izloZzenosti zraku, a posebno kod mije-
Sanja ili pretakanja vina. Medutim, molekula SO, je jedini sulfitni oblik koji pokazuje senzorne
ucinke. U visokim koncentracijama (osjetilni prag = 2 mg L"), pokazuje miris svjeze upaljene
Sibice (Waterhouse i sur,, 2016). Iz razloga $to su ukupne koncentracije SO, requlirane u vedi-
ni vinarskih zemalja, definiranje odgovaraju¢ih minimalnih molekulskih koncentracija SO, od
znacaja je za vinarski svijet. Molekularni SO, ovisi o koncentraciji slobodnog 5O, i pH, i moze se
izracunati pomocu Jednadzbe 3 (Waterhouse i sur., 2016):

Molekularni SO, = Slobodni SO, / 1+10°™# (Jednadzba 3)
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Bisulfitna forma (HSO_-) je dominantni oblik SO, pri pH vrijednostima vina izmedu 3,01 3,8
(Stockley, 2005; Fugelsang i Edwards, 2007; Waterhouse i sur., 2016). Bisulfit inaktivira enzime
iz skupine polifenoloksidaza te dovodi do smanjenja koncentracije smedih kinona. Pomaze
izdvajanje antocijanina iz pokozice bobica crnog grozda, ali sudjeluje i u njihovom izbjeljivanju
i usporava njihovu polimerizaciju s drugim fenolnim spojevima. Reagira i s karbonilnim spoje-
vima poput acetaldehida, tvoreci spojeve poput hidroksisulfonske kiseline {Danilewicz, 2007).
Antisepticko djelovanje bisulfita na kvasce je slabo. Bisulfit je bez mirisa, ali ima slano-gorki
okus (Oliveirai sur, 2011).

Pri uobicajenim pH vrijednostima vina, koncentracije sulfita (SO,*) su zanemarive, a nje-
gove reakcije s kisikom su spore. Ovo je jedini oblik SO, koji se direktno veze s kisikom. U kon-
centracijama, u kojima se uobicajeno nalazi u mostu i vinu, ne utjece na njihov miris i okus
(Stockley, 2005).

Vezani SO, je dio koji je vezan za molekule u vinu, ¢éime postaje dio strukture tih molekula.
Jednom vezana, molekula vise ne pruza zastitu. Medutim, slabe veze formirane vezanim SO,
dopustaju njegovo otpustanje od molekula, kako bi se ponovno mogle vezati, primjerice, s
aldehidima (acetaldehid), Secerima, taninskim i obojenim tvarima. Afinitet prema acetaldehidu
je najvedi i taj spoj je stabilniji od ostalih (Azevedo i sur, 2007). Izmedu slobodnog i vezanog
SO, u vinu postoji dinamicka ravnoteza (Jednadzba 4):

50,, slobodni <= 5O, vezani (Jednadzba 4)

Tocni odnosi koncentracija slobodnog i vezanog SO, ovise najvise o temperaturi i sasta-
vu vina. Pri visim temperaturama, ravnoteza se pomice ulijevo, tj. vezani 5O, disocira, pa se
povecava koli¢ina slobodnog, i obratno. Dodavanjem novih koli¢ina SO, u vino, on u pocet-
ku najvecim dijelom postoji kao slobodni SO,, pa se postupno veze te se poslije odredenog
vremena uspostavlja ravnoteza izmedu koli¢ine vezanog i slobodnog SO, . Poslije narusavanja
jedne ravnoteze (promjena temperature, dodavanje nove kolicine SO,) potrebno je vrijeme
od nekoliko dana i stabilni uvjeti, dok se ne uspostavi nova ravnoteza (Danilewicz i sur., 2008).
Tipican cilj slobodnog SO, za sprjeavanje oksidacije vina je 20 do 40 mg L' (Waterhouse i sur.,
2016), ovisno o stilu vina, uvjetima starenja i o¢ekivanom roku trajanja. Odnosi izmedu kolic¢ina
dodanog i slobodnog SO, su slozeni, ali se moze reci da oni u najvecoj mjeri ovise o ukupnom
sadrzaju SO, u vinu te koncentracijama razlicitih spojeva vina za koje se SO, veze. Ukupni SO,
definira se kao ukupna kolicina svih oblika SO, nazoc¢nih u vinu, bilo u sloboednom stanjuili u
kombinaciji s njihovim sastojcima. Sto je veci ukupni sadrzaj SO, manje ¢e se dodatno vezati
S0, (Ribéreau-Gayon i sur., 2006).

Veza s acetaldehidom

Acetaldehid je mala i vrlo reaktivna molekula sa aromom zelene trave, jabuke ili orasastih
plodova. Njegov organolepticki utjecaj i njegova sposobnost brzog djelovanja sa SO, ¢ak i na
niskim temperaturama, ¢ine ovaj spoj jednim od klju¢nih produkata oksidacije tijekom proi-
zvodnje vina (Zeai sur., 2015; Coetzee i sur., 2016b). Kad je u vezanom obliku, pretpostavlja se
da je senzorni u¢inak acetaldehida smanjen (Jackowetz i sur., 2011), pa se preporucuje odrza-
vanje dovoljne razine slobodnog SO, kako bi se osigurala fiksacija acetaldehida. Acetaldehid
moze nastati bioloski (pomocu kvasca na pocetku alkoholnog vrenja) i kemijski (uglavnom
nakon alkoholnog vrenja kada vina nisu zasticena od oksidacije atmosferskim kisikom). Acetal-
dehid obi¢no ima vise od 80 % vezanog SO, u vinima, a njegovo vezanje u osnovi je kemijski
nepovratno (Pan i sur, 2011; Jakowetz i sur,, 2011). Udio 50, vezan na acetaldehid vrlo je slabo
dostupan za zastitu vina, jer je ta kombinacija vrlo stabilna. S druge strane, nastajanje spojeva
SO, s drugim vrstama (piruvicna kiselina, a-ketoglutarat) je reverzibilna, stoga ovi spojevi pred-
stavljaju rezervoar slobodnog SO, nakon njihove hidrolize (Waterhouse i sur., 2016).
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Odnos pH ivina

ZarazliCite pH vrijednosti u vinu mozZe se prikazati postotak slobodnog SO, koji je nazocan
kao molekularni SO, (Tablica 1). Za bijela vina, razina molekularnog SO, 0d 0,8 mg L™, usporit ¢e
rast kvasca i sprijeciti rast vecine drugih mikroba. Ova razina SO, vezat ¢e vedi dio acetaldehida
u vinu i znacajno ¢e smanjiti negativne arome kao posljedica oksidacije (Waterhouse i sur,
2016). Postotak slobodnog SO, koji je u molekularnom obliku izravno je povezan s pH vina.
Kako se pH snizava (< 3,0), u vino se mora dodati manje 50, kako bi se zadrzale odgovarajuce
molekularne razine. Vinu koje je blize pH 4,0 trebat ¢e mnogo vise SO, da zadrzi odgovarajucu
molekulsku razinu. Na molekularnim razinama ispod 0,5 mg L, SO, ne pruza dovoljno antimik-
robnu zastitu kako bi osigurao stabilnost vina. Kod molekulske razine iznad 0,8 mg L, slobodni
5O, se moze osjetiti kao peckanije ili iritantni osjet u nosnom prolazu (Waterhouse i sur,, 2016).
Tablica 2. prikazuje koliko je slobodnog SO, potrebno za odrzavanje optimalnih vrijednosti
molekularnog SO, pri razli¢itim pH razinama.

Tablica 1. Postotak slobodnog SO, (kao molekularnog) pri razli¢itim pH vrijednostima/
Table 1. The percent of the free SO, (as molecular) at different pH levels

pH vina/pH of the wine % molekularnog SO /The percentage of molecular SO,
30 6,06
3.1 4.88
32 3,91
3.3 313
34 2,51
3,5 2,00
3,6 1,60
a7 L.27
3.8 1,01
39 0,81
4,0 0,64

lzvor/Source: https://www.accuvin.com/wp-content/uploads/2015/04/How-502-and-pH-
are-Linked.pdf

Tablica 2. Odnos pH i slobodnog SO, za izracun Jednadzbe 3/Table 2. The ratio of pH to free
50, to calculate Equation 3

pH/pH 30 3.1 3.2 33 34 35 3,6 3.7 3.8 3,9
Slobadni 50./Free 50, 14 18 22 28 35 44 55 69 87 109

Izvor/Source: https://hannainst.com/resources/wine/ebooks/measuring-so2-in-wine-
-hanna-instruments.pdf

Sumporovodik (H,S)

U kemijskoj reakciji u kojoj sumpor dobiva elektrone, on se reducira. Spojevi koji se sastoje
od reduciranog sumpora nazivaju se sulfidi. Sulfidne spojeve karakterizira jak, neugodan miris.
Sumporovodik (H.S), spoj je koji vinu moze dati miris po trulim jajima. Moze imati nekoliko
izvora, ali naj¢esce je rezultat zaostale sumporne prasine nazocne na grozdu prilikom berbe.
Nadalje, H,S moze proci daljnju kemijsku reakciju kako bi tvorio spojeve zvane merkaptani.
Merkaptani takoder imaju snazne neugodne arome koje podsjecaju na kupus i ¢esnjak (Co-
etzee i sur., 2006a).
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Gubici sumporovog dioksida

SO, se konzumira dok reagira s kisikom, a jedan dio reagira i postaje vezani SO,. Stopa gu-
bitka SO, ovisi prvenstveno o uvjetima ¢uvanja vina.Vina koja se ¢uvaju u hladnim podrumima
i velikim spremnicima s minimalno otpraznjenim prostorom, mogu izgubiti oko 5 mg L slo-
bodnog SO, u mjesecu. S druge strane, vino pohranjeno u toplim podrumima, u malim, djelo-
mi¢no ispunjenim i ¢esto otvorenim spremnicima, moze izgubiti 20 mg L ili vise slobodnog
5O, u mjesecu (Danilewicz, 2016). Stoga, mnoge vinarije korigiraju SO, u vina jednom mjesec-
no. SO, u vinu se smanjuje tijekom skladistenja i dozrijevanja u boci. Kako pokazuje jedno od
istraZivanja, kolic¢ina slobodnog SO, u vinima punjenim u staklene boce, koje najbolje ¢uvaju
svojstva vina, za godinu dana se smanji za 42 - 48 % (Koji¢ i Jakobek, 2019).

Sumporov dioksid kao alergen

Osim 5to se veca koli¢ina SO, negativno odrazava na kvalitetu vina (organclepticki), ona
takoder utjeCe na odredeni dio ljudske populacije, koji je znatno osjetljiv na sumpor. Iz tog
razloga je klasificiran kao alergen, te je Svjetska zdravstvena organizacija (engl. World Health
Organisation - WHO) procijenila maksimalno prihvatljiv dnevni unos (engl. acceptable daily
intake - ADI) od 0,7 mg SO, po kilogramu tjelesne tezine (WHO, 2009).

Nakon sto se vino konzumira, sumpor se umjesto kisika veze na hemoglobin, pa mozgu
nedostaje kisika, percipirajuci takvo stanje kao glavobolju. Prema Direktivi EC/ 2003/89, sulfiti,
u koncentracijama vec¢im od 10 mg kg™ ili 10 mg L" izraZeni kao SO,, moraju se naznaciti na
deklaraciji proizvoda. Stoga su potrosaci sve vise orijentirani na,zdrave” proizvode bez kemij-
skih konzervansa (Costanigro i sur.,, 2014). Iz tog razloga, vecina drzava ima stroge smjernice
o maksimalnim dopustenim razinama sulfita u vinu. EU legislativa odredio je grani¢nu kon-
centraciju ukupnog SO, do 150 mg L™ u crnim vinima i 200 mg L™ u bijelim i ruzicastim vinima
koja sadrze najvise 5 g L' reducirajucih secera (Uredba EU br. 606/2009), a koju primjenjuju sve
¢lanice Europske Unije.

Odredivanje sumporovog dioksida u vinu

Medunarodno su prihvacene dvije metode za kvantificiranje slobodnih i ukupnih sulfita
u vinu ili mostu (Compendium, 2006). Konvencionalne metode kao $to su analiza ubrizgava-
nja protokom, metoda aeracije i oksidacije (A-O) te jodometrijska metoda po Ripperu (lland,
2004) ukljucuju pocetni korak zakiseljavanja i razrjedivanja. To moze dovesti do poremecaja
slabo vezanih bisulfitnih spojeva, rezultiraju¢i umjetno visoke koncentracije slobodnog SO,,
a samim tim i molekularnog SO.. Novi su trend metode koje izbjegavaju promjene u sastavu
vina. Na primijer, cijevi za otkrivanje plina (eng. headspace gas-detection tube H5-GDT), mogu
se koristiti za mjerenje koncentracija SO, u glavnom prostoru u uravnotezenom uzorku, a mo-
lekularni SO, tada se moze izracunati pomocu Henryjevog zakona (Coelho i sur. 2015). Ostale
metode uklju¢uju kolorimetrijske (Oliveira i sur., 2009), kromatrografske metode (Koch i sur,
2010), fluorometriju, kemiluminescentnu spektrometriju (Ruiz-Capillas i Nollet, 2015) te razli-
Cite elektroanaliticke tehnike, poput voltametrije, amperometrije i potenciometrije (Pisoschi,
2014; Kilmartin, 2016). Mnoge od ovih metoda provode se pomocu sustava za ubrizgavanje
protoka koji ukljucuju jedinicu za difuziju plina za uklanjanje molekularnog SO, iz tekucine pri-
je otkrivanja. Takoder, slobodni i vezani SO,, mogu se odrediti koristenjem postupka aeracije,
oksidacije, destilacije i titracije (Morgan i sur., 2019).

Zakljucak
U vinu, spojevi pod zajednickim imenom sulfiti, skupina su spojeva koji sadrze sumpor.
Nema vina koja su u potpunosti bez sulfita, jer su oni prirodni nusproizvodi fermentacije. Sulfiti
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pomazu pri inhibiciji rasta stetnih mikroorganizama, ogranicavaju oksidaciju fenola, smanjuju
aktivnost polifenol-oksidaze, vezu se s produktima oksidacije. Prilikom sulfitiranja vina, dogada
se antioksidativno djelovanje, odnosno, sprjecava se oksidacija (posmedivanje) vina, a time i
kvarenje, §to izuzetno utjece na kvalitetu vina. Zatim, sulfitiranje djeluje antisepticki, jer poma-
ze u uklanjanju nezeljene mikroflore iz vina, ubrzava talozenje, sto u konacnici rezultira bistri-
jim vinom. Koncentracija slobodnog sumporovog dioksida kao aktivne sastavnice u zastiti vina
ne smije biti previsoka, jer ¢e organolepticki narusiti sklad vina. Povoljniji odnos slobodnog i
ukupnog sumporovog dioksida, jamci pravilnije Cuvanje vina, do i nakon punjenja u ambalazu.
Najbolja strategija za upravljanje sumporovim dioksidom je zadrzati njegovu najnizu ucinkovi-
tu razinu uz postivanje zakonskih i zdravstvenih zahtjeva. Stoga je od izuzetne vaznosti kvanti-
ficirati sumporov dioksid u vinu pomocu navedenih metoda.
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Review paper
Impact of sulfur dioxide in wine

Abstract

Sulfur dioxide has been used in winemaking for centuries, as time has shown, for its antioxidant and
antiseptic properties. No replacement has been found yet, which would meet the requirements of
durability and biological stability. The negative effects of sulfur dioxide use are mainly related to its use
in excessive amounts. High concentrations of sulfur dioxide compromise the aroma and taste of wine and
significantly increase the risk of hydrogen sulfide formation. Because it can cause allergic reactions, sulfur
dioxide is designated as an allergen and its concentration in wines is regulated by law. From all the above
it is necessary to quantify sulfur dioxide in wine by different methods.

Keywords: sulfur dioxide, allergen, legal regulations, methods of determining sulfur dioxide
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