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Abstract:

Sulphur is indispensable in modern winemaking, but it is necessary to know how, when, why and to
what extent it should be used. In wine production, sulphur dioxide has multiple roles: it prevents
oxidation (browning) of must and wine, acts as an antiseptic (removes unwanted microflora from wine),
accelerates clarification of must and wine by precipitation of various impurities that affect quality.
Yeasts naturally produce small amounts of sulphur dioxide during fermentation, so each wine contains
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free in the wine, i.e. active, and a larger part is bound to certain components of the must and wine.
Sulphur concentrations are usually higher in white and rosé wines, and much higher in sweet than in
black or orange wines, which receive natural antioxidant protection from tannins. The production of
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1. Uvod

Sumpor su u vinarstvu koristili 1 stari Rimljani o ¢emu svjedoCe brojne analize u kojima su
nadeni tragovi sumpora u amforama. U srednjem vijeku upotreba sumpornog dioksida bila je
zabranjena. Tek u 18. stolje¢u poceo se primjenjivati za mlada vina, ali se smatralo da je
njegova upotreba Stetna za stara vina. Danas, kad je poznata njegova vrijednost i1 nacin
njegovog djelovanja i vezanja u mostu 1 vinu, mora ga se umjereno upotrebljavati tijekom
prerade grozda, fermentacije i njege vina, kako bi se proizvelo zdravo vino. Koliko ¢e se
sumpornog dioksida koristiti ovisi o viSe faktora - zdravstvenom stanju i zrelosti grozda,
temperaturi grozda i mosta, vremenskim prilikama tijekom ljeta i jeseni, ali i tijekom berbe.
Sumporni dioksid ubrzava taloZenje razliCitih necistoca (Cestice zemlje, plijesni, ostaci
sredstava za prskanje itd.) koje nepovoljno utjeu na kvalitetu vina. Takoder se s njegovom
upotrebom postize selekcija kvasaca, pa tijekom proizvodnje vina prezivljavaju otporniji sojevi
kvasaca, koji dovode vrenje do kraja. Antimikrobna aktivnost sumpornog dioksida o€ituje se u
onemogucavanju razvoj pojedinih mikroorganizama (bakterija i divljih kvasaca) koji se nalaze
na bobicama grozda, a nakon procesa muljanja i tijeStenja dospijevaju u most gdje se lako
razmnozavaju. Antioksidacijsko djelovanje sumpornog dioksida ocituje se u njegovom vezanju
na fenolne spojeve (boje i tanin) i sprjeCavanje njihove oksidacije. Vezanje sumpornog dioksida
razliCito je 1 s obzirom na temperaturu mosta odnosno vina, a ovisi 1 o koli¢ini ukupnih kiselina,
pH vrijednosti 1 stupnju oksidacije. Ja¢ina sumporenja ovisi 0 osobinama 1 vrsti vina, koli¢ini
alkohola, ukupnih kiselina i sklonosti vina posmedivanju. Sumporenjem odgadamo vrenje
mosta s ciljem temeljitog talozenja, nakon cega se u roku od 24 - 48 sati dodaje kvasac.
Sumporni dioksid utjece i na koagulaciju (zgruSavanje) proteina pri taloZenju mosta, a samim
time se 1 vino brZe 1 lakSe bistri.

Utjecaj sumpornog dioksida na zdravlje ljudi dobro je istrazen, a rezultati dokazuju da njegova
upotreba u vinarstvu u Zakonom i Pravilnikom odredenim propisanim koncentracijama ne
treba brinuti. Za najbolju aromu i buke vina bitno je izbje¢i zakaSnjela sumporenja kada veé
zapocnu oksidacijski procesi, jer se tada moZe povecati koli¢ina acetaldehida koji veze
sumporni dioksid i smanjuje mu djelovanje, a vinu daje los, ustajali okus. Sumporni dioksid je
enolosko sredstvo za koje 1 pored svih unapredenja proizvodnje vina, joS uvijek nije pronadena
adekvatna zamjena, ve¢ su sva ta unapredenja imala utjecaj na smanjenje njegove koncentracije

u cilju smanjenja njegovog nepozeljnog ucinka na kvalitetu vina.



2. Sumporni dioksid u vinarstvu - primjena i uloga

Sumporenje je do danaSnjeg dana zbog brojnih funkcija nezamjenjivi postupak u vinarstvu te
se sustavno koristi u proizvodnji vina od 19. stoljea (Giacosa i sur., 2019).
Kako bi se proizvelo zdravo vino, nuzna je upotreba odredene koli¢ine sumpornog dioksida pri
preradi grozda, fermentaciji 1 njezi vina. Koli¢ina SO> koju je potrebno koristiti ovisi o viSe
¢imbenika, kao $to su zdravstveno stanje grozda, temperatura grozda i mosSta, vremenske
prilike, kiselost mosta te nacin mijeSanja nakon dodavanja (Schubert, 1996).
Glavna svojstva sumpornog dioksida te razlozi njegova koriStenja u mosStu i vinu su
sprjecavanje aktivnosti oksidacijskih enzima, prvenstveno polifenoloksidaza, zatim vezanje na
kemijske spojeve kao Sto su Seceri, antocijani, ketoglutarat, piruvat i acetaldehid, sprjeCavanje
promjene boje vina, tj. posmedivanja te sprjeCavanje rasta nepozeljnih mikroorganizama (Grba,
2010). Svi mikroorganizmi djelovanjem sumpornog dioksida smanjuju aktivnost, dok pri
ve¢im dozama i ugibaju. Njihova je otpornost na sumporni dioksid razli¢ita te su bakterije i
plijesni najmanje otporne, a kvasci ugibaju tek uz vrlo visoku koli¢inu slobodnog sumpornog

dioksida (Schubert, 1996).
2.1. Antioksidacijsko djelovanje

Iako se sulfitni ion (SO3%*) mozZe vezati s kisikom, njegova je zastupljenost u pH rasponu vina
iznimno niska. Sumporni dioksid stoga sprjecava oksidaciju vezanjem s prekursorima koji su
ukljuceni u oksidativne reakcije i na taj nain sprjecava njihovu reakciju s kisikom ili se pak
veze na spojeve koji su ve¢ oksidirani kako bi obrnuo ucinak kisika (Henderson, 2009).
Dodatak sumpornog dioksida u moSst inhibira ucinak, a ponekad i uzrokuje denaturaciju
oksidacijskih enzima (polifenoloksidaza) Sto rezultira zastitom mosta od predfermentacijske
oksidacije (Giacosa i sur., 2019). Dodatkom 50 mg/L sumpornog dioksida enzimska aktivnost
oksidaza smanjuje se za 90 %.

Sumporni dioksid takoder sprjecava tvorbu kinona koji nastaju enzimskom oksidacijom
fenolnih spojeva (boje 1 tanin) pomocu laktaza i tirozinaza vezanjem na iste (Grba, 2010;
Stockley, 2005). Minimalna koncentracija sumpornog dioksida potrebna za inhibiciju
aktivnosti tirozinaze ovisi o ¢cimbenicima kao $to su sorta grozda, bistro¢a, temperatura mosta
kao 1 koncentracija fenolnih spojeva u mostu.

Dodani sumporni dioksid osim enzimske sprjeCava i1 kemijsku oksidaciju tijekom obrade vina

1 dozrijevanja u bocama (Margalit, 1996). Kemijska oksidacija se pokrece reakcijom fenolnih
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spojeva s otopljenim kisikom. Na primjer, kisik otopljen u vinu moze se pretvoriti u vodikov
peroksid koji zatim moze pretvoriti etanol u acetaldehid, alkohole u njihove odgovarajuce
aldehide te katalizirati oksidativnu polimerizaciju fenolnih spojeva. Molekularni sumporni
dioksid brzo reagira s vodikovim peroksidom, nusproduktom oksidacije fenola, ¢cime se most
stiti od sekundarnih reakcija s peroksidima (Stockley, 2005). Sumporni dioksid vazan je i pri
antioksidacijskom djelovanju askorbinske kiseline, pri ¢emu sudjeluje u redukciji vodikovog
peroksida, meduprodukta koji nastaje oksidacijom askorbinske kiseline (Grba, 2010).

Zbog sposobnosti da se veze s prekursorima i produktima oksidacije sumporni dioksid se moze
koristiti preventivno te kao tretman. Na primjer, bijelo vino koje je oksidiralo te ima smede
nijanse i orasasti miris moze se poboljsati dodatkom sumporovog dioksida koji smanjuje
intenzitet boje vina i orasasti miris zbog vezanja s acetaldehidom (Koji¢, 2019). Sumporni
dioksid takoder reagira s ostalim sastavnicama mosta i vina, ukljucujuéi oksidirane fenolne
spojeve 1 aldehide, kako bi se stvorili spojevi koji mogu naruSavati senzorske karakteristike

vina (Stockley, 2005).
2.2. Antimikrobno i antisepti¢ko djelovanje

Dvije glavne antisepticke aktivnosti sumpornog dioksida su selektivno djelovanje na
mikrofloru mosta 1 antimikrobno djelovanje u cuvanju vina tijekom njegovog odlezavanja i
skladiStenja (Giacosa i sur., 2019).

Pri niskim koncentracijama sumporni dioksid inhibira respiraciju i reprodukciju mikroflore,
dok pri visokim koncentracijama moze biti letalan za prisutne mikroorganizme. Mehanizam
antimikrobnog djelovanja sumpornog dioksida se ocituje na na€in da on ulazi u mikrobne
stanice te utjece na aktivnost njihovih enzima i proteina (Koji¢, 2019).

Sprjecavanje rasta 1 razmnozavanja mikroorganizama direktno je povezano sa slobodnim
oblikom sumpornog dioksida (molekularni oblik SO2 nekoliko je stotina puta ucinkovitiji od
bisulfitnog oblika), dok je utjecaj vezanog oblika zanemariv.

Opc¢enito, sumporni dioksid ima ve¢i u€inak na bakterije nego na kvasce i to najceS¢e na one
kvasci rodova Kloeckera 1 Hanseniaspora (divlji kvasci), bakterije octene kiseline rodova
Acetobacter 1 Gluconobacter te bakterije mlije¢ne kiseline roda Lactobacillus (Grba, 2010).
Kvasci sojeva Saccharomyces koji se koriste u vinarstvu za provodenje alkoholne fermentacije

mnogo su otporniji na sumporni dioksid nego prethodno spomenuti divlji kvasci koji zapo€inju



spontanu fermentaciju mosta i koji su Cesti izvor neugodnih aroma. Stoga, vec¢ina vinara bira
kontrolirati koncentraciju divljih kvasaca dodatkom odredene doze sumpornog dioksida, a
nakon toga slijedi nacjepljivanje mosta komercijalnim vinskim sojevima Saccharomyces.
Inhibitorni u¢inak sumpornog dioksida na malolakticku fermentaciju mnogo je ve¢i od onog
na alkoholnu fermentaciju. Malolakticku fermentaciju provode bakterije koje jabu¢nu kiselinu
pregraduju u mlijecnu koja je manje kisela. Postoji nekoliko vrsta bakterija koje su sposobne
provoditi malolakti¢ku fermentaciju, a najcesce ju provodi bakterija Oenococcus oeni koja je
iznimno osjetljiva na sumporni dioksid. Osjetljivost malolaktickih bakterija na sumporni
dioksid vinari koriste kako bi utjecali na okus vina. Na primjer, ukoliko je cilj proizvesti kiselije
vino kao Sto su sorte Riesling ili Sauvignon Blanc malolakticka fermentacija nije pozeljna te
se moze sprijeciti ranijim dodatkom sumpornog dioksida (Henderson, 2009).

Odgodeni pocetak alkoholne fermentacije ili duzi period prilagodbe kvasca kod jace
sumporenih mostova prvenstveno je povezan uz vezanje sumpornog dioksida na acetaldehid,
stoga tek kada u mostu dode do smanjenja koncentracije slobodnog sumpornog dioksida,
kvasci zapo€inju s normalnim rastom i metabolizmom (Grba, 2010).

Jedna od glavnih uloga sumporenja u proizvodnji vina je dobivanje mosta koji je znatno manje
osjetljiv na razvoj bakterija tijekom uobicajene alkoholne fermentacije. Ova zaStita je
najvaznija kod mosta bogatog Se¢erom, niske kiselosti, visokog pH i visoke temperature buduci
da je rizik od bakterijskih kvarenja i zastoja fermentacije najveéi u tim sluc¢ajevima. Tijekom
skladiStenja vina sumporni dioksid oteZava razvoj svih mikroorganizama u procesima kao §to
su refermentacija slatkih vina, nastanak zamucenja uzrokovan kvascima, nenamjerna
malolakticka fermentacija te razna bakterijska kvarenja.

Sumporni dioksid je pri visokim pH vrijednostima 1 niskim koncentracijama mikostatik, dok
se pri niskim pH vrijednostima i visokim koncentracijama ponaSa kao fungicid. Pri
uobic¢ajenim pH vrijednostima (3,2 - 3,5), HSOs je glavni oblik prisutan u mostu i vinima te

iskljuc¢ivo djeluje kao mikostatik (Ribéreau-Gayon 1 sur., 2006).

3. Proizvodnja sumpornog dioksida tijekom alkoholne fermentacije

Tijekom alkoholnog vrenja pojedini kvasci proizvode sumporni dioksid kao metabolicki
intermedijer puta redukcije sulfata. Takav, endogeni sumporni dioksid kvasci tijekom
fermentacije proizvode enzimskim transformacijama tvari koje sadrze sumpor kao §to su

aminokiseline cistein, cistin, metionin, zatim glutation, razni tio-spojevi, sulfati i elementarni
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sumpor (Kuban i sur., 2018). Endogeni sumporni dioksid uglavnom je prisutan u vezanom
obliku, no moguée su i manje koncentracije slobodnog (aktivnog) oblika (Wells i Osborne,
2011). Prisutnost oba oblika mora biti poznata prije dodavanja egzogenog sumpornog dioksida
u bilo kojem koraku tehnoloskog procesa (Kuban i sur., 2018).

Sojevi kvasaca mogu biti kategorizirani u niske proizvodace SO» kao Sto je Saccharomyces
cerevisiae var. ellipsoideus 1 visoke proizvodace SO> kao Saccharomyces bayanus Sacardo.
Vecina danasnjih komercijalnih sojeva kvasaca smatra se niskim proizvoda¢ima SO> te
proizvode do 20 mg/L ukupnog SOa.

Osim soja kvasca, na koncentraciju ukupnog SO> kojeg proizvode kvasci tijekom fermentacije
utjece i sastav mosta, stoga je moguce da i soj kvasca koji se smatra niskim proizvodacem SO»
u pojedinim mostovima pojedinih godina proizvede vise koncentracije SO>.

Na proizvodnju endogenog sumpornog dioksida i drugih sumpornih spojeva jo§ moZze utjecati
1 temperatura. Dokazano je da je proizvodnja veca pri nizoj temperaturi (16 °C) nego pri

temperaturi od 28 °C (Werner i sur., 2009).

4. Nacdin i vrijeme dodavanja sumpornog dioksida

Osnovni cilj dodavanja sumpornog dioksida je zastititi most, provesti alkoholnu fermentaciju
1 omoguditi starenje vina, odnosno proizvesti vino odgovaraju¢e kakvoce uz minimalnu
koncentraciju sumpornog dioksida (Grba, 2010).

Vrste sumporenja koje se primjenjuju u proizvodnji vina su:

1. Elementarni sumpor koji se nanosi na vrpce ili kao prah koji se pali.
Paljenjem sumpornih vrpca ili praha stvara se sumporni dioksid koji se jednim dijelom izgubi
u atmosferi 1 tim se postupkom konzerviraju prazne bacve te se zaSticuju podrumi od
mikroorganizama (Schubert, 1996). Sumporne trake se u danasnje vrijeme rijetko koriste zbog
nemogucnosti to¢nog doziranja u tank, mogucénosti pojave nepozeljnog okusa te jednostavnije
upotrebe drugih sredstava (Grba, 2010).

2. Plinoviti sumporni dioksid koji se nalazi pod tlakom u 100%-tnoj koncentraciji u celi¢nim
bocama ili u obliku raspr§iva¢a u bocama koje su pogodne za manje vinarije.
Najveca prednost plinovitog sumpornog dioksida je to¢nost doziranja te mogucnost izravnog

dodavanja u vino (Schubert, 1996).



3. 5%-tna otopina sumporaste kiseline, koja se priprema uvodenjem sumpornog dioksida iz
celicne boce preko mjernog aparata u vodu.

Upotrebljava se kod sumporenja masulja, mosta i vina, za sterilizaciju boca i plutenih ¢epova
te kod sterilizacije crpki, cjevovoda i cijevi (Schubert, 1996). Sumporenje dodatkom 5%-tne
otopine sumporaste kiseline ispravno je ukoliko se dodaje iz prethodno neotvorene boce s
obzirom da se njezina koncentracija mijenja u kontaktu sa zrakom (Grba, 2010).
4. Kalijev metabisulfit, poznatiji kao vinobran, kemijske formule K2S>0s koji sadrzi oko 50%
sumpornog dioksida, odnosno koji daje priblizno polovicu djelotvornog sumpornog dioksida
po tezini (Schubert, 1996).

Prije upotrebe, vinobran se otopi u vinu ili zakiseljenoj vodi kako bi se kalij vezao na kiselinu,

a sumporni dioksid oslobodio (Slika 1, Anonimus, 2022).

Slika 1. Vinobran (Anonimus, 2022)

Izbor oblika sumporenja je pod utjecajem faze proizvodnog procesa u kojem se sumporenje
odvija 1 moguénostima doziranja koje su dostupne u podrumima ili proizvodnim pogonima.
U vinarstvu koje je usmjereno na redukciju sulfita u vinu, postoji teznja da se sumporni dioksid
ne dodaje u most prije alkoholne fermentacije ukoliko zdravlje grozda nije ugroZeno. U
suprotnom, doza koja se upotrebljava mora biti razmjerna stupnju infekcije grozda.
U slucaju crnih vina, vazno je dodavanje sumpornog dioksida nakon malolakticke
fermentacije, kako bi se sprijeCile promjene i kvarenje vina, osobito ako se odlezavanje odvija
u hrastovim ba¢vama.

Dodatak sumpornog dioksida je osobito nezamjenjiv prilikom punjenja vina u boce buduci da

je u fazi skladiStenja najteze zastiti vino od kvarenja (Giacosa i sur., 2019).



Pri sumporenju vina vazno je znati da 1 g plinovitog sumpornog dioksida oslobada 1000 mg
SO> u litri vina, 1 mL 5%-tne sumporaste kiseline oslobada 50 mg SO> u litri vina, a 1 g
kalijevog metabisulfita oslobada 500 mg SO u litri vina (Grba, 2010).

U Tablici 1. su prikazane vrijednosti dopustenih koncentracija sumpornog dioksida u vinima u

razli¢itim drzavama (Stockley 1 sur., 2021).

Tablica 1. Dopustene koncentracije SO2 u vinima u (Stockley i sur., 2021)

Drzava Vrsta vina Limit (mg/L)
Argentina crno 130
bijelo 180
slatko crno 180
slatko bijelo / ruzicasto 210
Australija <35 g/L Secera 250
> 35 g/L Secera 300
Brazil sva 300
Kanada sva 350
EU bijelo / ruZi€asto 200
crno < 5 g/L Secera 150
bijelo / ruzicasto > 5 g/L Secera 250
crno > 5 g/L Secera 200
specijalna slatka vina 300-400
Indija sva 450
Japan sva 350
Novi Zeland <35 g/L Secera 250
> 35 g/L Secera 300
JuZnoafricka Republika crno <5 g/L 150
bijelo <5 g/L 160
sva>5 g/L 200
specijalna slatka vina 300
SAD sva 350




5. Oblici sumpornog dioksida u vinu i njihove funkcije

Sumporni dioksid u mostu ili vinu disocira te se nalazi u tri oblika: u molekularnom obliku
(SO2), u sulfitnom obliku (SOs%) i u bisulfitnom obliku (HSO3).

U vinu se nalazi kao slobodni sumporni dioksid u koji ulazi prvenstveno molekularni oblik,
nevezani bisulfitni oblik te nedisocirani sulfitni oblik (H2SO3). Koncentracija slobodnog
sumpornog dioksida smanjuje se vezanjem bisulfitnog oblika sa Secerima, piruvatom,
ketoglutaratom, acetaldehidom, §to u konacnici predstavlja vezani sumporni dioksid.
Vrijednosti slobodnog 1 ukupnog sumpornog dioksida zajedno predstavljaju ukupnu
koncentraciju sumpornog dioksida u vinu S$to se izrazava u mg/L (Grba, 2010).
Poznavanje koli¢ine slobodnog i vezanog sumpornog dioksida iznimno je vazno jer jedino
slobodni oblik pruza zadovoljavaju¢e antimikrobno i antisepticko djelovanje (Henderson,
2009).

Medu najznacajnijim faktorima koji utjeCu na odnose medu pojedinim oblicima sumpornog
dioksida je pH vrijednost vina (Grba, 2010). U podrucju pH vrijednosti vina slobodni sumporni
dioksid uglavnom je prisutan u bisulfitnom obliku. Bisulfit djeluje na enzime iz skupine
polifenoloksidaza inaktiviraju¢i ih te dovodi do smanjenja koncentracije smedih kinona.
Takoder pomaze izdvajanje antocijanina iz pokoZice crnog grozda te sudjeluje u njihovom
izbjeljivanju i usporava njihovu polimerizaciju s drugim fenolnim spojevima. Reagira i s
karbonilnim spojevima kao $to je acetaldehid tvoreéi spojeve poput hidroksisulfonske kiseline
(Danilewicz, 2007). lako bisulfitni oblik pokazuje odredeno antimikrobno i antioksidacijsko
djelovanje, najaktivniji oblik je molekularni (SO>) ¢iji je postotak zastupljenosti u vinu manji
od 5 % (Waterhouse i sur., 2016.; Zironi i sur., 2009). Molekularni SO, javlja se u obliku
pojedina¢nih molekula u mostu i vinu ili u plinovitom stanju. Hlapiv je te se moze izdvajati iz
vina ukoliko je ono izloZeno zraku, najcesce prilikom mijesanja ili pretakanja vina. Budu¢i da
je ukupna koncentracija SOz u vinu regulirana u vecini zemalja, definiranje minimalne
koncentracije molekularnog SO: od velikog je znacaja. Molekularni SO2 ovisi 0 koncentraciji
slobodnog SO- i pH vrijednosti (Waterhouse i sur., 2016). Postotak slobodnog sumpornog
dioksida u molekularnom obliku visi je ukoliko je pH vrijednost niZa, stoga su njegovi ucinci
intenzivniji pri nizem pH kao $to je prikazano u Tablici 2. (Koji¢, 2019).

Pri uobic¢ajenim pH vrijednostima vina koncentracija sulfitnog oblika je zanemariva, a njegove

reakcije s kisikom su spore iako je to jedini oblik SO> koji se direktno veze s njim. Sulfitni



oblik ne utjece na miris i okus mosta i vina u koncentracijama u kojima se nalazi (Stockley,
2005).

Postotak alkohola i temperatura takoder utjeu na ravnotezu izmedu bisulfitnih iona i
molekularnog SO: te je molekularni oblik zastupljeniji pri viSoj temperaturi i veéim
koncentracijama alkohola (Zironi i sur., 2009).

Na odnose medu pojedinim oblicima sumpornog dioksida zastupljenih u vinu utjece i
koncentracija pojedinih tvari koje reagiraju, odnosno koje se direktno vezu na dodani sumporni

dioksid (Grba, 2010).

Tablica 2. Postotak slobodnog SO (kao molekularnog) pri razli¢itim pH vrijednostima

(Koji¢, 2019)

pH vina % molekularnog SO:
3,0 6,06
3,1 4,88
3,2 3,91
3.3 3,13
3.4 2,51
3,5 2,00
3,6 1,60
3,7 1,27
3.8 1,02
3,9 0,81
4,0 0,64

6. Uloga sumpornih spojeva u vinu

Sumporni spojevi imaju veliku ulogu u senzornim karakteristikama vina. Njihova prisutnost u
vinu rezultat je raznih enzimskih i neenzimskih mehanizama. U slu¢aju enzimskih reakcija
sumporni spojevi predstavljaju produkte metabolizma 1 fermentacijskih puteva ¢iji su supstrati
aminokiseline 1 pojedini pesticidi koji sadrze sumpor. Kada kvasci i bakterije metaboliziraju

navedene tiole, oslobadaju se sumporni spojevi koji se opéenito svrstavaju medu neugodne

9



arome. Neenzimske reakcije ukljucuju fotokemijske, toplinske 1 druge kemijske reakcije

sumpornih spojeva tijekom proizvodnje i skladiStenja vina (Fracassetti i Vigentini, 2018).

6.1. NepoZeljni sumporni spojevi

Sumporni spojevi koji se najcesce povezuju s nepozeljnim aromama u vinu su sumporovodik,
metantiol, etantiol, dimetilmerkaptani (dimetil sulfid, dimetil distulfid i dimetil trisulfid) te
ostali spojevi koji sadrze sumpor prikazani u Tablici 3. (Fracassetti 1 Vigentini, 2018). Ove
spojeve karakteriziraju reduciraju¢e arome kao S$to su pokvarena jaja, luk, ceSnjak, cvjetaca,
Sparoge, trulez (Swiegers 1 Pretorius, 2007) koje Stetno utjecu na kvalitetu vina (Landaud i sur.,
2008). Medutim, njihova prisutnost u malim koncentracijama ima ulogu u formiranju

odredenih senzorskih karakteristika (Franco-Luesma i Ferreira, 2014).

Tablica 3. Uobicajeni spojevi sumpora nastali fermentacijom i pripadajuce neugodne arome

u vinu (Fracassetti i Vigentini, 2018)

Spoj Opis arome Prag osjetljivosti Koncentracija u
(ng/L) vinu (pg/L)
sumporovodik pokvarena jaja, 0,001-150 0-370

reducirana aroma
metantiol kuhani kupus, 0,3 0-16

reducirana aroma

etantiol luk, guma, trulez 1,1 0-50

dimetil sulfid kupus, Sparoge, 10-160 0-910
kukuruz, melasa

ugljikov disulfid kupus, guma >38 0-18

dimetil trisulfid kupus, luk, kuhano 0,1 0-111
povrée

dietil sulfid cesnjak 0,93-18 0-10

dimetil disulfid kuhani kupus 20-45 0-160
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Sumporovodik predstavlja veliki problem prilikom proizvodnje vina budu¢i da je iznimno
reaktivan i moze pokrenuti reakcije u kojima kao produkti nastaju merkaptani i dimetil sulfid
(Swiegers i sur., 2005). Nastaje tijekom alkoholne fermentacije, tokom asimilacijske redukcije
sulfata djelovanjem kvasca Saccharomyces cerevisiae, kao nepozeljan produkt (Miiller i
Rauhut, 2018). Koncentracija sumporovodika ovisi o dostupnosti spojeva sa sumporom, soju
kvasca koristenog za fermentaciju te o dostupnim nutrijentima Koji su potrebni za rast kvasca
(Swiegers i sur., 2005). Senzorski prag osjetljivosti sumporovodika veoma je nizak (0,001 -
150 pg/L) te se u vinima nalazi u malim koncentracijama (0 - 370 ug/L). Nositelj je arome vina
na pokvarena jaja.

Najzastupljeniji merkaptani u vinu su metantiol kojeg karakteriziraju male koncentracije (O -
16 pg/L) i niski senzorski prag osjetljivosti (0,3 pg/L) te etantiol ¢ija je koncentracija u rasponu
0 - 50 pg/L, a senzorski prag osjetljivosti 1,1 pg/L. Navedeni merkaptani nositelji su
nepozeljnih aroma vina na kupus 1 luk (Fracassetti i Vigentini, 2018). Nastaju iz metionina i
cisteina djelovanjem kvasaca, a nastajanje im je povezano i sa samom sintezom aminokiselina
(Franco-Luesma i sur., 2016). Pri niskoj pH vrijednosti mogu se hidrolizirati u tiole na taj na¢in
stvaraju¢i nove hlapive sumporne spojeve.

Dimetil sulfid u vinu nastaje tijekom alkoholne fermentacije iz aminokiselina metionina i
cisteina ili iz prekursora S-metil metionin i dimetil sulfoksid (Smith i sur., 2015). lako je
utvrdeno da dimetil sulfid ima pozeljan utjecaj na Syrah vina tako $to pojacava njihova
senzorska svojstva te povecava voénu aromu crnih vina kao rezultat interakcija s esterima i
norizoprenoidima koji su prisutni u vinu, u bijelim vinima nije povezan s pozeljnim aromama
(Robinson i sur., 2014). Vrlo je hlapiv spoj koji se gubi tijekom alkoholne fermentacije, ali mu
se koncentracija povecava prilikom odlezavanja vina u boci zbog hidrolize S-metil metionina
(Franco-Luesma i sur., 2016). U vinu ga pronalazimo u koncentracijama do 910 pg/L, a njegov
senzorski prag osjetljivosti iznosi 10 - 160 pg/L. Nositelj je arome na kupus, $paroge i kukuruz
(Fracassetti i Vigentini, 2018).

6.2. Utjecaj tehnoloskih postupaka na koncentraciju nepoZeljnih sumpornih spojeva

Na koncentraciju nepozeljnih sumpornih spojeva u vinu utjeCe starenje vina te prisutnost,
odnosno odsutnost kisika prilikom tog procesa. Tijekom starenja se dogadaju znacajne
promjene arome vina, a velike probleme stvara proces oksidacije jer oksidacijom dolazi do

promjene boje vina, stvaraju se razni spojevi koji su nositelji nepozeljnih aroma te dolazi do
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gubitka svjezih 1 voénih aroma. Na aromu tijekom starenja takoder utjeCe i temperatura
skladistenja (Makhotkina i sur., 2012). Na starenje vina u bocama veliki u¢inak imaju svojstva
zatvaraca (Cepova) i njihova sposobnost sprjeavanja ulaza kisika u bocu. Ulazak kisika je
najmanje prisutan kod boca zatvorenih navojnim i aglomeriranim plutenim ¢epovima, srednje
propusni su prirodni pluteni ¢epovi, dok najvecu propusnost za kisik pokazuju sintetski cepovi
zbog poroznog materijala od kojeg su izradeni (Lopes i sur., 2006). Istrazivanje koje su proveli
Brajkovich i sur. (2005) takoder potvrduje da navojni ¢epovi propustaju najmanje kisika u bocu
1 rezultiraju najmanjim gubitkom sumpornog dioksida iz vina. Medutim, nakon 18 mjeseci
skladiStenja otkriveno je kako vina s navojnim cepovima sadrze i najvise nepoZzeljnih,
reduktivnih aroma kao posljedicu porasta merkaptana koji su nositelji neZeljene arome na truli
kupus i koji se zbog male prisutnosti kisika ne mogu oksidirati do disulfida (Brajkovich i sur.,
2005; He i sur.,, 2013). Bekker i sur. (2015) u svojem istrazivanju takoder potvrduju kako
prisutnost kisika u vinu smanjuje koncentraciju merkaptana i sumporovodika tijekom starenja.
To je povezano s porastom stvaranja kinona pri vi§im koncentracijama kisika koji zatim lako
reagiraju s tiolima. Fedrizzi i sur. (2011) su u svojem istrazivanju utvrdili da koncentracija
dimetil sulfida ne ovisi o prisutnosti kisika, ali se tijekom starenja vina ipak povecava. Dimetil
sulfid tijekom starenja nastaje iz nehlapivih prekursora cisteina, dimetil sulfoksida, metionin
sulfoksida te S-metilmetionina (He i sur., 2013).

Dodatak bakra i drugih metala takoder moze utjecati na koncentraciju nepozeljnih sumpornih
spojeva u vinu. Mnogi su autori istraZivali kataliticke u€inke dodatka metalnih iona kao §to su
A", Cu?', Fe**, Fe**, Sn*", Sn*" , Mn?" i Zn*" na formiranje hlapivih sumpornih spojeva u vinu
pri ¢emu je njihov dodatak povezan s pove¢anim nastajanjem hlapivih sumpornih spojeva iz
njihovih prekursora (Bekker 1 sur., 2016). Iako dodatak bakra op¢enito ima pozeljan u¢inak pri
uklanjanju spojeva odgovornih za nepozeljne, reduciraju¢e arome koje daju sumporovodik i
merkaptani, dodatak bakra u kombinaciji s malim udjelom kisika ili bez prisutnosti kisika
uzrokuje povecanje koncentracije sumporovodika 1 merkaptana (Ugliano 1 sur., 2011; Viviers 1
sur., 2013). Razni metali, ukljucujuéi bakar, mogu pospjesiti uklanjanje sumpora iz razlic¢itih
supstrata, kao §to je cistein, koje za posljedicu ima oslobadanje sumporovodika uz prisutnost
katalizatora (Ugliano i1 sur.,, 2011). U istrazivanju koje su proveli Bekker i sur. (2016)
prouCavali su utjecaj dodatka bakra i1 promjene pH vrijednosti na koncentraciju
sumporovodika, dimetil sulfida 1 merkaptana. Otkriveno je da pH ima veliki utjecaj na
interakciju Cu®" iona s prekursorima prilikom formiranja hlapivih sumpornih spojeva. U

istrazivanju je utvrdeno da dodatkom bakra koncentracija sumporovodika raste, medutim
12



snizenjem pH vrijednosti, u vinu kojemu je dodan bakar, dolazi do smanjenja njegove
koncentracije. Nadalje, interakcijama bakra s komponentama u vinu, koje se razlikuju u bijelim
i crnim vinima, dolazi do razli¢itih rezultata u koli¢ini formiranih merkaptana. Dodatak bakra
u bijela vina uzrokuje smanjenje koncentracije merkaptana, dok dodatak bakra u crna vina
uzrokuje povecanje njihove koncentracije. Ipak, nije dokazano da dodatak bakra utjece na
koncentraciju dimetil sulfida, medutim snizenje pH vrijednosti vina zna¢ajno smanjuje njegovu
koli¢inu.

Na koncentraciju nepozeljnih sumpornih spojeva, osim prethodno navedenih c¢imbenika,
utjecaj ima 1 svjetlo tijekom skladistenja vina. Nepozeljni sumporni spojevi, ¢ijem nastanku
pogoduje izlozenost svjetlosti, uzrocnici su nastanka nepozeljne reduktivne arome u vinima
skladiStenim u prozirnim bocama. Utjecaj svjetla na vina se ocCituje u smanjenju udjela
antocijana u crnim vinima te moze biti i uzrok posmedivanja bijelih vina. Reduktivna aroma
nastaje zbog prisutnosti metionina i riboflavina. Metionin se pod utjecajem svjetla razgraduje
na metional, veoma nestabilan spoj koji se raspada na metantiol i akrolein. Riboflavin je
molekula koja pri izlozenosti svjetlu podlijeze reakcijama razgradnje od kojih je
intermolekularna fotoredukcija najznacajnija za nastajanje reduciraju¢ih aroma. Metantiol i
dimetil sulfid koji nastaju ovim reakcijama doprinose aromi vina na kuhani kupus. Koristenjem
kvasaca koji proizvode male koli¢ine riboflavina ili uklanjanjem riboflavina upotrebom

bentonita moze se sprijeciti nastanak nepozeljnih aroma (Fracassetti i Vigentini, 2018).
6.3. PoZeljni sumporni spojevi

Nositelji pozeljnih aromatskih karakteristika u vinu nazivaju se sortni tioli. Glavni predstavnici
ove skupine spojeva su 4-sulfanil-4-metilpentan-2-on (4MSP), 4-metil-sulfanilpentan-2-ol
(4MSPOH), 3-sulfanilheksan-1-ol (3SH) 1 3-sulfanilheksil acetat (3SHA) koji pozZeljno
pridonose vo¢nim notama mladih vina i koje karakteriziraju niske koncentracije te niski
pragovi osjetljivosti ¢ije su vrijednosti prikazane u Tablici 4. (Roland 1 sur., 2011).
Najzastupljeniji od navedenih spojeva, uvijek prisutan u vinu bez obzira na sortu grozda u
koncentracijama ve¢im od svog senzorskog praga osjetljivosti je 3SH, dok je koncentracija
4MSPOH u vinu ve¢inom niza od njegovog praga osjetljivosti te se smatra najmanje utjecajnim
sortnim tiolom za aromu vina. S druge strane, koncentracije 3SHA i1 4MSP znatno ovise o
samoj sorti grozda te variraju u razli¢itim uzorcima istih sorti ovisno o tehnoloskim postupcima

koji su primijenjeni prilikom vinifikacije (Moreno-Arribas i Polo, 2009).
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4MSP je sortni tiol koji je odgovoran za aromu vina na S$imSir i1 crni ribiz.
Sortni tiol 3SH je nositelj arome na grejp i marakuju, dok je 3SHA odgovoran za aromu vina
na §imsSir i marakuju.

Navedeni sortni tioli identificirani su u velikom rasponu, kako medu vinima bijelih sorti
(Sauvignon Blanc, Petite Arvine, Petit i Gros Manseng, Melon B. 1 Bacchus, Semillon, Verdejo,
i1 Koshu), tako i u vinima crnih sorti (Grenache, Merlot i Cabernet Sauvignon; kao i Rosé vina

iz Provanse) (Roland i sur., 2011).

Tablica 4. Sortni tioli identificirani u vinima (Roland i sur., 2011)

Sortni tiol Opis arome Prag Koncentracija
osjetljivosti u vinu (ng/L)
(ng/L)
4-sulfanil-4-metilpentan-2-on  Simsir, crni ribiz 0,8 0-400
4-metil-sulfanilpentan-2-ol citrusne note 55 0-90
3-sulfanilheksan-1-ol grejp, marakuja 60 0-19000
3-sulfanilheksil acetat Sim§ir, marakuja 472 0-2500

Sortni tioli nisu prisutni u grozdu, ve¢ nastaju iz brojnih cisteinskih i glutationskih prekursora
djelovanjem kvasaca tijekom alkoholne fermentacije. Pomocéu enzima p-liaze tijekom
alkoholne fermentacije dolazi do cijepanja veze ugljik — sumpor te se hlapivi tiolni spojevi
otpustaju iz S-cisteinskih konjugata (Moreno-Arribas 1 Polo, 2009).

Uz prethodno opisani metaboli¢ki put postoje jo§ 3 biogenetska puta koja objaSnjavaju
oslobadanje 4MSP i1 3SH iz odgovaraju¢ih prekursora u vinu prikazana na Slici 2. Takoder,
utvrdeno je kako 3SHA nastaje esterifikacijom iz 3SH tijekom alkoholne fermentacije

djelovanjem enzima alkohol aciltransferaze (Roland 1 sur., 2011).
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Slika 2. Biogenetski putevi za 4MSP, 3SH 1 3SHA tijekom alkoholne

fermentacije (Roland i sur., 2011)

6.4. Utjecaj tehnoloSkih postupaka na koncentraciju poZeljnih sumpornih spojeva

Jedan od ¢imbenika koji utje€e na koncentraciju pozeljnih sumpornih spojeva u vinu je zrelost
grozda, odnosno termin njegove berbe. U istraZivanju koje su proveli Roland i sur. (2010) medu
vinima Sauvignon Blanc 1 Melon B. istrazivao se utjecaj zrelosti grozda na cisteinske 1
glutationske prekursore. Utvrdeno je kako se koncentracija Cys3SH, G3SH i1 G4MSP u
Sauvignon Blanc vinu znacajno povecava povecanjem stupnja zrelosti grozda od kojeg je to
vino proizvedeno, dok je koncentracija Cys4MSP bila ve¢a u manje zrelim bobicama. U
bobicama sorte Melon B. nije utvrdena veza izmedu stupnja dozrijevanja i koncentracije
prekursora.

Na koncentraciju pozeljnih sumpornih spojeva u vinu utjee i temperatura fermentacije.
Masneuf-Pomareéde 1 sur. (2006) istrazivali su utjecaj razli¢itith temperatura alkoholne
fermentacije na koncentraciju sortnih tiola u Sauvignon Blanc vinima. Njihovi su rezultati
pokazali da visa temperatura alkoholne fermentacije (20 °C) rezultira viSim koncentracijama
4AMSP i 3SH u vinu za razliku od nize temperature (13 °C). Sli¢no istraZivanje proveli su i

Howell i sur. (2004) u kojem su utvrdili da su koncentracije 4MSP u vinima vise ukoliko je
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alkoholna fermentacija provedena pri temperaturi od 28 °C nego u vinima dobivenim
fermentacijom pri 18 °C.

Maceracija takoder utjece na koncentraciju sortnih tiola u vinu. U istrazivanju provedenom od
strane Peyrot des Gachons i sur. (2002) utvrdeno je kako je prekursor Cys4MSP u trenutku
berbe jednako zastupljen u pokozici i pulpi grozda Sauvignon Blanc, dok je Cys3SH najvise
zastupljen u pokozici bobice. Roland i sur. (2011) su otkrili da se cisteinski i glutationski
prekursori 3SH osim u pokozici, nalaze i u liS¢u vinove loze i pulpi bobice grozda. Istrazivanje
o utjecaju razlicite duljine maceracije (0 h, 4 h, 16 h i 32 h) i tlakova primijenjenih tijekom
presanja (samotok, 0,4 atm i 2 atm) na koncentraciju prekursora 3SH i 3SHA u vinu Sauvignon
blanc proveli su Maggu i sur. (2007). Utvrdili su da su razlike u koncentraciji Cys3SH na
pocetku kontakta Cvrste i tekuée faze nakon 4 h maceracije nezamjetne te se povecanje
zamjecuje tek nakon 16 h, dok se znatno povecanje koncentracije dogodilo nakon 32 h. Najveca
koncentracija cisteinskog prekursora 3SH je ekstrahirana nakon maceracije koja se provodila
32 h uz primijenjeni tlak tijekom presanja od 0,4 atm, dok je koncentracija bila manja uz
primijenjeni tlak od 2 atm iz ¢ega proizlazi da duljina kontakta mosta s pokozicom ima veci
utjecaj na koncentraciju prekursora nego tlak primijenjen tijekom preSanja. Takoder je
dokazano kako i1 temperatura maceracije ima utjecaj na koncentracije tiola u vinu. Niske
temperature prilikom kriogene maceracije povecavaju koncentracije prekursora tiola zbog
ostecenja bobica uzrokovanog formiranjem kristala u samoj bobici te oni uslijed temperaturnog
Soka prelaze iz bobice u most (Kobayashi i sur., 2011; Olejar i sur., 2015).

Brojna istraZivanja ukazuju kako i starenje vina utje¢e na koncentraciju pozeljnih sumpornih
spojeva u vinu. Budu¢i da je 3SH iznimno nestabilna komponenta, njegova se koncentracija
zbog oksidacijskih procesa znatno smanjuje tijekom starenja vina, kao §to se smanjuje i
koncentracija 3SHA zbog reakcije hidrolize na 3SH i octenu kiselinu (Makhotkina i sur., 2012).
Brajkovich i sur. (2005) proveli su istraZivanje u kojem su utvrdili kako su koncentracije 3SH
1 3SHA tijekom starenja u bocama koje su zatvorene plutenim ¢epovima nize od vrijednosti
dobivenih u bocama s navojnim ¢epovima, a razlog tome moze biti da je tijekom zatvaranja
vina plutenim ¢epom doslo do apsorpcije 3SH 1 3SHA ili oksidacija vina buduc¢i da pluteni
cepovi propustaju kisik zbog njihove poroznosti. Na smanjenje koncentracije 3SH znatno
utjece i prisutnost katehina koji u prisutnosti kisika oksidiraju u kinone. O-kinoni su snazni
oksidansi koji vrlo lako reagiraju s tiolima te na taj nacin uzrokuju smanjenje njihovih
koncentracija. Nadalje, O-kinoni isto tako mogu vrlo lako stvoriti perokside koji takoder

uzrokuju smanjenje koncentracije 3SH zbog svojih oksidacijskih svojstava. Dodatak
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sumpornog dioksida moze umanjiti smanjenje koncentracije 3SH zbog svog antioksidacijskog

ucinka na katehine (Blanchard i sur., 2004).

7. Metode za analizu sumpornih spojeva

Plinska kromatografija spregnuta s masenom spektrometrijom (Gas chromatography/Mass
spectrometry, GC/MS) najCesca je kromatografska tehnika koja se koristi za analizu hlapivih
sumpornih spojeva u vinu zbog svoje osjetljivosti, specificnosti i pouzdanosti te brzine
provodenja same analize. Spojevi se najprije odjeljuju plinskom kromatografijom, a zatim se

identificiraju pomocu masenog spektrometra (Mesters i sur., 2000).
7.1. Tehnike uzorkovanja i koncentriranja

Probleme prilikom analize sumpornih spojeva u vinu predstavljaju niske koncentracije te
visoka reaktivnost navedenih spojeva, kao i kompleksnost matrice uzorka. Iz tih razloga
prethodna priprema uzorka uvelike utjeCe na uspjeSnost primjene GC/MS sustava. Prije
kromatografske analize potrebno je provesti ekstrakciju i koncentriranje, a tehnike koje se
najceSc¢e koriste kako bi se osigurala adekvatna ekstrakcija su ekstrakcija tekuce-tekuce,
staticka 1 dinamicka headspace metoda te mikroekstrakcija na Cvrstoj fazi (Mestres i sur.,
2000).

Ekstrakcija tekuce-tekuce predstavlja referentnu tehniku za ekstrakciju spojeva iz vina.
Prilikom ekstrakcije koriste se organska otapala, a efikasnost ekstrakcije moguce je poboljsati
koriStenjem azeotropne smjese s vise otapala (Mestres i sur., 2000). Kao pogodno otapalo za
ekstrakciju vecine nepozeljnih sumpornih spojeva koristi se diklormetan, dok su se kao najbolja
otapala kod ekstrakcije sortnih tiola pokazali etil acetat i kombinacija pentan-diklormetan, a
Cesto se koristi i p-hidroksimerkuribenzoat zbog specifi¢nih interakcija s tiolnim grupama.
Prilikom izdvajanja tiola iz kompleksa s p-hidroksimerkuribenzoatom za eluaciju se koristi
glutation (Mesters 1 sur., 2000; Moreira, 2004). Ova metoda ipak ima odredene nedostatke kao
Sto su predugo vrijeme trajanja ekstrakcije 1 uparavanje otapala S§to moZze biti uzrok gubitka
pojedinih komponenti te koristenje velikih koli¢ina otapala koja mogu biti Stetna (Moreira,
2004). Takoder, nedostatak metode je loSa specificnost za 4MSP, a moguca je i degradacija
3SHA u 3SH (Roland i sur., 2011).

Headspace je separacijska tehnika, koja postoji statickoj 1 dinamickoj izvedbi, kojom se lako
hlapive komponente izdvajaju iz sloZene matrice nakon cega se injektiraju u plinski
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kromatograf i detektiraju (Mestres i sur., 2000).

Staticki headspace provodi se na nacin da se uzorak stavlja u staklenu bocicu i zatim
termostatira te se prilikom toga analit rasporeduje izmedu tekuceg ili ¢vrstog uzorka i plinovite
faze iznad uzorka. U trenutku kada se koncentracije analita u plinovitoj fazi iznad uzorka i
analita u uzorku izjednace postignuto je stanje ravnoteze. Tada se dio plinovite faze prenosi na
plinski kromatograf pomocu plinopropusne Strcaljke (Snow, 2002). Staticki headspace se zbog
nepostojanja koraka koncentriranja, odnosno zbog ogranicene osjetljivosti metode koristi za
analizu spojeva koji imaju niske temperature vreliSta (Mestres 1 sur., 2000). Najvecu primjenu
ima u kombinaciji s mikroekstrakcijom na ¢vrstoj fazi prilikom ekstrakcije nepozeljnih
sumpornih spojeva (Nguyen i sur., 2012).

Kod dinamickog headspacea tekuéi ili ¢vrsti uzorak dolazi u kontakt s plinovitom fazom u
komori koja se prociS¢ava pomocu plina koji nosi hlapive komponente iz uzorka do
apsorbensa, na koji se komponente zatim apsorbiraju i koncentriraju. Koncentrirani analit na
apsorbensu potrebno je desorbirati poviSenjem temperature kako bi se mogao prenijeti na
plinski kromatograf (Mestres i sur., 2000; Snow, 2002). Dinamicki headspace pogodan je za
pripremu uzorka prilikom odredivanja sortnih tiola u vinu zbog smanjenja upotrebe organskih
otapala prilikom ekstrakcije tekuce-tekuce, kao i za odredivanje hlapivih sumpornih spojeva
prisutnih u niskim koncentracijama u vinu zbog same tehnike koncentriranja analita na
adsorbensu. Ova je metoda kompleksnija te posljedi¢no i puno skuplja od statickog headspacea
(Fedrizzi 1 sur., 2008; Fracassetti i Vigentini, 2018).

Mikroekstrakcija na ¢vrstoj fazi predstavlja alternativu ekstrakceiji tekuce-tekuce. To je vrlo
jeftina 1 jednostavna metoda visoke osjetljivosti koja ne zahtjeva upotrebu otapala, ve¢ koristi
vlakno prekriveno polimerom na koji se analit apsorbira 1 koncentrira (Fedrizzi 1 sur., 2007,
Nguyen 1 sur., 2012). Najvece probleme tijekom provodenja mikroekstrakcije na ¢vrstoj fazi
predstavlja sloZenost matrice uzorka zbog cega moze do¢i do prezasic¢enja vlakna ili pak do
kompeticije izmedu analita, standarda 1 drugih komponenti vina za apsorpciju na vlakno §to
stvara probleme u linearnosti odgovora (Lopez 1 sur., 2002). Unato¢ nedostacima,
mikroekstrakcija na ¢vrstoj fazi u kombinaciji s drugim metodama (headspace) najcesce se
koristi za ekstrakciju i1 koncentriranje prilikom priprave uzorka za analizu nepoZejnih

sumpornih spojeva u vinu (Slaghenaufi i sur., 2017).
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7.2. Plinska kromatografija

Plinska kromatografija (Gas chromatography, GC) tehnika je koja se najceS¢e upotrebljava
prilikom odjeljivanja i kvantitativnog odredivanja hlapivih komponenti vina. Metoda se temelji
na razdvajanju plinovite, tekuce ili krute komponente izmedu stacionarne i mobilne faze.
Stacionarna faza moze biti u krutom ili teku¢em stanju, dok se kao mobilna faza uvijek koriste
kemijski inertni plinovi helij, dusik ili vodik koji transportiraju uzorak kroz kromatografsku
kolonu. Prednost plinske kromatografije je to $to je to metoda u kojoj nema interakcija izmedu
mobilne faze i analita (Kaur i Sharma, 2018). Komponente prisutne u uzorku razdvajaju se na
osnovu njihove razlicite raspodjele izmedu stacionarne i mobilne faze. Plinski kromatografradi
na principu unoSenja uzorka u zagrijani injektor pomocu Sprice prilikom ¢ega komponente
prelaze u plinovito stanje te se uvode u kolonu pomocu plina nosioca. Komponente se u koloni
razdvajaju na osnovu relativne topljivosti u stacionarnoj fazi i relativnom tlaku para, a zatim
nosene plinom nosiocem dolaze na detektor gdje se detektiraju. Detektirani signal se zatim

Salje na racunalo koje ga prikazuje u obliku kromatograma (McNair 1 Miller, 2009).
7.3. Maseni spektrometar

Maseni spektrometar (Mass spectrometry, MS) se koristi za identifikaciju spojeva u vinu koji
su prethodno razdvojeni iz smjese plinskom kromatografijom. To je instrument kojim se mogu
odrediti mase i relativne koncentracije atoma i molekula. Pomoc¢u masenog spektrometra se
takoder moze identificirati kemijski sastav spoja ili uzorka na temelju omjera mase i naboja
nabijenih Cestica. Maseni spektrometar sastoji se od izvora iona koji pretvara molekule u
uzorku u fragmente, zatim analizatora mase koji sortira ione prema njithovim masama
primjenom elektromagnetskog polja te detektora koji mjeri vrijednost neke indikatorske
veli¢ine 1 na taj nacin daje podatke potrebne za izraCunavanje zastupljenosti svakog prisutnog
ionskog fragmenta (Patel 1 sur., 2012).

Za detekciju hlapivih sumpornih spojeva koji se u vinu nalaze u niskim koncentracijama moze
se koristiti 1 tandem maseni spektrometar (MS/MS), znacajan i1 pouzdan analiticki uredaj, ¢ija

je prednost visoka osjetljivost i selektivnost (Seger i sur., 2008).
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8. Smanjenje koncentracije SOz i alternative sumporenju

Unato¢ mnogim poZeljnim ucincima sumpornog dioksida u vinu, nepozeljni ucinci njegovog
djelovanja na ljudsko zdravlje posljednjih su godina glavni predmet istraZivanja. Stetni utjecaji
SO2 povezani su s mnogim zdravstvenim rizicima kao $to su proljev, bol u trbuhu, angioedem,
bronhokonstrikcija te anafilaksija (Guerrero i Cantos-Villar, 2015). Uz SO; su osim navedenih,
povezani i drugi poremecaji poput astme, alergijskih reakcija, glavobolje, umora i svraba (Vally
i Thompson, 2003). Nadalje, prekomjerne koli¢ine SO» i njegovo nestru¢no dodavanje prilikom
proizvodnje vina dovode do organolepti¢kih promjena kona¢nog proizvoda. Iz svih navedenih
razloga maksimalne dopustene koncentracije SO> u vinima su se kroz godine postupno
smanjivale te se posljednjih godina intenzivno radi na smanjenju ili ¢ak potpunoj eliminaciji
SO., posebno prilikom proizvodnje ekoloskih vina. Osnovni zahtjevi koje alternative SO-
trebaju ispunjavati su nepostojanje nepozeljnih utjecaja na zdravlje, laka dostupnost i niska
cijena, posjedovanje antimikrobnih i antioksidacijskih svojstava te o¢uvanje kvalitete vina

(Yildirim, 2020).
8.1. Termicki procesi

Termicki procesi u procesu proizvodnje vina su vrlo vazni za konac¢nu kvalitetu vina. Iako ne
mogu zamijeniti sve funkcije, mogu nadopuniti u¢inak sumpornog dioksida u kombinaciji s
drugim ucinkovitim alternativnim tehnikama (Lambri 1 sur., 2015). Ove tehnologije
pojedinacno ili u kombinaciji pokazuju veliki potencijal ne samo za sterilizaciju, ve¢ i za
ekstrakciju antocijana 1 drugih polifenola iz grozda u vino u procesu fermentacije, te
sprjecavaju tamnjenje zbog inhibicije oksidacijskih enzima (Clarke 1 Bakker, 2011; Corrales 1
sur., 2009).

Termicka obrada se Cesto koristi prilikom prerade grozda kako bi se eliminirala bakterijska
kontaminacija (Li 1 sur., 2017). U istrazivanju koje su proveli Boban 1 sur. (2010) naznaceno je
da je termicka obrada crnog vina na 75 °C1 125 °C kroz 45 min ucinkovita u zastiti od bakterija
Salmonella enterica 1 Escherichia coli, uobi€ajenih patogena koji se prenose hranom i pi¢em.
Osim mikrobioloskog utjecaja, primjena topline na grozde ili moSt moze se koristiti 1 kao
predfermentacijski tretman za smanjenje enzimske aktivnosti 1 obogacivanje sastava vina.
Termicki tretman na 70 °C tijekom 10 ili 20 min omogucuje ekstrakciju fenolnih spojeva,
uglavnom antocijana i aromati¢nih spojeva, u vodenoj fazi (Sevcech i sur., 2015). Iako je

termicka obrada najceS¢e koriSteni proces za inhibiciju mikroorganizama u prehrambenoj
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industriji, primjena prekomjerne topline kako bi se unistili specifi¢ni patogeni takoder moze
utjecati na narusavanje kvalitete 1 organoleptickih svojstva krajnjeg proizvoda (Li i sur., 2014).
Niske temperature takoder mogu biti jedan od izbora za inaktivaciju enzima i inhibiciju
patogenih mikroorganizama (Li1i sur., 2017). Smrzavanje takoder doprinosi ukupnoj ekstrakciji

polifenola zbog razbijanja stanica sjemenki koje sadrze tanine (Peinado i sur., 2004).
8.2. Netermicki procesi

Za razliku od termickih procesa, provodenjem netermickih procesa ne dolazi do velikih
promjena u boji, mirisu, okusu i kvaliteti vina. U vinarstvu se najceS¢e koriste visoki
hidrostatski tlak, pulsirajuce elektricno polje, ultrazvuk te ultraljubicasto zracenje (Yildirim,
2020).

Visoki hidrostatski tlak (200 — 800 MPa) se koristi kao metoda inhibicije mikroorganizama i
inaktivacije enzima. Istrazivanja pokazuju da tretmani tlakom utjecu na fizikalno-kemijska i
senzorna svojstva vina, kao i na promjenu aromaticnih spojeva u mladim vinima (Briones-
Labarca i sur., 2017). U istrazivanju koje su proveli Tao 1 sur. (2012) primijeceno je da vrlo
visoki tlakovi (> 650 MPa) primijenjeni tijekom duljeg vremenskog razdoblja (> 2 sata) mogu
utjecati na boju crnog vina i smanjiti koli¢inu fenolnih spojeva. Santos i sur. (2016) su u svojem
istrazivanju primijenili tlakove od 500 1 600 MPa tijekom 5 i 20 min te su njihovi rezultati
pokazali smanjenje koncentracije monomernih antocijana, fenolnih kiselina i flavonola u
odnosu na vino koje nije tretirano visokim hidrostatskim tlakom. S druge strane, u istraZzivanju
Briones-Labarca 1 sur. (2017) tretman visokim hidrostatskim tlakom (300 MPa) nije utjecao na
fizikalno-kemijske parametre bijelog vina i senzorna svojstva, kao ni na sadrzaj ukupnih fenola
i flavonoida. U istrazivanju provedenom od strane Santos i sur. (2013) primjena visokog
hidrostatskog tlaka je pak ubrzala Maillardove reakcije u bijelom vinu koje dovode do
nepozeljnih promjena u boji vina (posmedivanje).

Tehnologija pulsiraju¢eg elektricnog polja se takoder moZe upotrijebiti za inhibiciju
mikroorganizama. Metoda radi po principu primjene elektri¢nih impulsa kroz kratko vrijeme
izraZzeno u mikrosekundama (usek) na proizvod koji je postavljen izmedu serije elektroda.
Tehnologija je testirana na moStovima i vinima bijelog i crnog grozda te se pokazala uspjeSnom
prilikom inaktivacije kvasaca i bakterija mlije¢ne kiseline (Y1ldirim, 2020).

Ultrazvuk velike snage je metoda koja inhibira mikroorganizme upotrebom zvuc¢nih valova (>

14 — 16 kHz) te se moZe koristiti za sprjecavanje kvarenja vina (Luo i sur., 2012). Rezultati
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istrazivanja koje su proveli Tiwari 1 sur. (2010) ukazuju kako upotreba ultrazvuka ne utjece na
koli¢inu antocijana u mostu crnog grozda, a Jiranek i sur. (2008) takoder potvrduju da se
tretman ultrazvukom moze koristiti za inaktivaciju nezeljenih mikroorganizama bez utjecaja
na boju i okus vina.

Ultraljubicasto zraCenje takoder moze biti jedna od metoda upotrijebljena za inaktivaciju
mikroorganizama, koja moZze smanjiti ili u potpunosti zamijeniti upotrebu SO>. U istrazivanju
koje su proveli Pala i Toklucu (2013) upotreba ultraljubi¢astog zracenja uspjesno je inhibirala
rast mikroorganizama u mostu, bez znacajnih promjena u parametrima kvalitete. Falguera i sur.
(2013) su u svojem istrazivanju takoder izvijestili da bi UV zrac¢enje moglo sprijeciti kvarenje
vina u istoj mjeri kao i SO2, bez promjena drugih parametara kvalitete kao Sto su pH te sadrzaj
vinske kiseline i alkohola. Jedan od nedostataka primjene UV zracenja je razli¢iti u¢inak na
crna 1 bijela vina. Naime, crna vina apsorbiraju viSe zracenja od bijelih, stoga se inaktivacija
mikroorganizama u crnim vinima pokazala manje ucinkovitom od one u bijelim vinima

(Fredericks 1 Kriigel, 2011).
8.3. Kemijske tvari

Neke od kemijskih tvari ¢iji se u€inci istrazuju kako bi se smanjila koli¢ina SO; koja se dodaje
prilikom proizvodnje vina su dimetil dikarbonat, lizozim te hitozan.

Dimetil dikarbonat je aditiv koji se pokazao uspjeSnim prilikom inhibicije pojedinih
mikroorganizama. Maksimalna dopustena doza ovog spoja u proizvodnji vina pokazala se
uspjeSnom prilikom kontrole kontaminacije vina nezeljenim kvascima, dok je ucinak na
bakterije mlijecne 1 octene kiseline nedostatan (Renouf i sur., 2008). Takoder, uc¢inkovitost
dimetil dikarbonata se pokazala privremenom, stoga se ne preporucuje koriStenje prilikom
skladiStenja vina (Delfini 1 sur., 2002).

Lizozim je enzim (aktivan pri pH vrijednostima 2,8 — 4,2) izoliran iz jaja, koji pokazuje
antimikrobni uc¢inak na mnoge namirnice (Delfini 1 sur., 2004). Istrazivanja pokazuju da se
kombinirani antibakterijski sustav s lizozimom moze koristiti za stabilizaciju vina tijekom
procesa starenja, kako bi se smanjila koncentracija SO; te ucinkovito sprijecila kontaminacija
nepozeljnim bakterijama mlijecne kiseline (Chen i sur., 2015; Sonni 1 sur., 2011). Iako je
upotreba lizozima prilikom proizvodnje vina dopusStenja, njegova prisutnost treba biti jasno
naznacena na etiketi zbog rizika koji predstavlja za potrosace alergi¢ne na jaja (Yildirim, 2020).

Hitozan je biopolimer koji je nasao primjenu u prociS¢avanju vina te kao antimikrobno
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sredstvo, a najcesce se koristi za suzbijanje bakterijskog kvarenja (Goémez-Rivas i sur.., 2004).
Chinnici i sur. (2014) su proveli istrazivanje o zastitnim uc¢incima hitozana protiv oksidacijske
razgradnje sortnih tiola. Zakljucili su da je upotreba hitozana znacajno smanjila oksidaciju
tiola. Takoder, smatraju kako ovaj aditiv moze pridonijeti oCuvanju karaktera vina

proizvedenog od aromati¢nog grozda, kao 1 smanjenoj razini sulfida.
8.4. Bakteriocini i killer toksini

Bakteriocini su izvanstanicne tvari koje proizvode i Gram-pozitivhe i Gram-negativne
bakterije. To su peptidi s antimikrobnom aktivnos$¢u koji sprjecavaju kvarenje hrane i pica.
Nizin i pediocin, koje proizvode specificne bakterije mlije¢ne kiseline, su dva najCesce
upotrebljavana bakteriocina u prehrambenoj industriji (Yildirim, 2020).

Rojo-Bezares i sur. (2007) su u svojem istrazivanju ispitali utjecaj nizina na rast 64 razlicite
bakterije mlijeCne kiseline, 23 bakterije octene kiseline 1 20 kvasaca te su njihovi rezultati
pokazali da je nizin vrlo uinkovito sredstvo u zastiti vina od bakterija mlije¢ne kiseline.
Killer toksini, koje proizvode sami kvasci, su fungicidna sredstva koja se takoder razmatraju u
kontroli razvoja nepozeljnih kvasaca tijekom proizvodnje vina (Yildirim, 2020). Oro i sur.
(2016) su proveli istrazivanje u kojem su ispitali antimikrobnu aktivnost Kwkt i Pikt killer
toksina koje proizvode Kluyeromyces wickerhamii 1 Wickerhanomyces anomalus protiv
kvasaca roda Brettanomyces uzrokovanog kvarenja vina te su njihovi rezultati pokazali da se

upotrebom navedenih killer toksina moze smanjiti ukupna koncentracija SO u vinu.
8.5. Prirodni biljni ekstrakti

U danasnje vrijeme postoji sve veca potraznja za hranom 1 pi¢em koje sadrzi prirodne umjesto
kemijskih konzervansa. Jedna od najperspektivnijih prirodnih alternativa za smanjenje koli¢ine
SOz u proizvodnji vina su antioksidacijski i antimikrobni biljni ekstrakti bogati fenolnim
spojevima. Flavonoidi, fenolni spojevi i njihovi derivati, koji se nalaze u strukturi u biljnih
ekstrakata, pokazali su se ucCinkovitima u sprjeCavanju autooksidacije, dok 1 ostale
fitokemikalije koje se nalaze u ekstraktu, kao $to su terpeni, alkaloidi i laktoni, mogu doprinijeti
antioksidacijskim svojstvima (Y1ldirim, 2020).

Istrazivanje koje su proveli Xia i sur. (2010) takoder pokazuje da se rast patogenih

odredenih biljnih ekstrakata.
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Buduc¢i da bi vina tretirana biljnim ekstraktima bila vrlo konkurentna na trenutnom globalnom
trziStu, potrebna su istrazivanja o njihovim ucincima na kvalitetu i senzorna svojstva konacnog
proizvoda (Yildirim, 2020). Sonni i sur. (2009) su u svojem istrazivanju izvijestili da je u
vinima tretiranim ovim fenolnim spojevima bogatim ekstraktima sprijeCena oksidacija i da

takva vina Cak izazivaju bolju osjetilnu percepciju od vina tretiranih sumpornim dioksidom.
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9. Zakljuéci

1. U suvremenom vinarstvu, sumporni dioksid (u obliku plina, praha ili vodene otopine) koristi
se u razli¢itim fazama proizvodnje vina: tijekom berbe, prerade bobica, fermentacije i

flaSiranja.

2. Sumporni dioksid se vinu dodaje zbog antiseptickog, antimikrobnog i antioksidacijskog

djelovanja te talozenja i brzeg bistrenja vina.

3. Dodavanje sumpornog dioksida zaustavlja fermentaciju, sprjeCava stvaranje octene kiseline,

stabilizira okus 1 boju i povecava rok trajanja vina.

4. Sumporni dioksid je i nusproizvod fermentacije jer ga proizvode i kvasci pa vina bez

minimalne koncentracije sumpornog dioksida ne postoje.

5. Sadrzaj sumpornog dioksida u vinu regulira vise tijela u svim zemljama svijeta kako bi se

smanjio njegov Stetni utjecaj na zdravlje ljudi.

6. Do danas jos nije pronadena odgovarajuca i bezopasna zamjena za sumporni dioksid.
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Izjava o izvornosti

Ja Fiona Shahini izjavljujem da je ovaj zavrsni rad izvorni

rezultat mojeg rada te da se u njegovoj izradi nisam koristio/la drugim izvorima, osim onih koji

su u njemu navedeni.
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