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1. UVOD

Sumporov dioksid (SO2) bezbojan je i nezapaljiv plin, intenzivnog i zagusujuceg mirisa, tezi
je od zraka i isparava pri temperaturi od -10 °C. Pod pritiskom je u teku¢em stanju i lako je
topljiv u vodi pri ¢emu tvori sumporastu kiselinu (H2SO3). Koristi se u proizvodnji kemikalija,
metala i kao konzervirajuce sredstvo u prehrambenim proizvodima. U proizvodnji vina nalazi
primjenu jos od 17. stoljeca. Kao antimikrobno sredstvo, SO ulazi u stanice mikroorganizama
i remeti aktivnost njihovih stani¢nih enzima i proteina. Njegovo antimikrobno djelovanje ocituje
se u antifungalnom djelovanju na kvasce, osobito na kvasce roda Brettanomyces te
antibakterijskom djelovanju, osobito na bakterije rodova Acetobacter, Lactobacillus i
Pediococcus. Kao antioksidacijsko sredstvo, SO sprjetava reakcije enzimske oksidacije
inhibicijom i inaktivacijom oksidaza (uzrokuju enzimsko posmedivanje) te reakcije neenzimske
oksidacije koje mogu dovesti do stvaranja oksidacijskih produkata (npr. acetaldehid) i time
nepozeljno utjecati na organolepticki karakter vina. Iako SOz u vecini populacije ne uzrokuje
znaajne nuspojave, U osjetljivin pojedinaca moze uzrokovati glavobolje, umor, astmu,
angioedem, bolove u trbuhu i dr. Osim toga, SO. takoder moze imati negativno djelovanje na
organolepti¢ki karakter vina jer proizvodi negativne, redukcijske arome. Zbog navedenih
negativnih utjecaja na kvalitetu vina i ljudsko zdravlje, sve vise istraZivanja usmjereno je na
pronalazak alternativnih metoda koje bi mogle potpuno zamijeniti ili smanjiti primjenu SO> u
tehnologiji vina. Sve viSe paznje se posvecuje netoplinskim tehnikama kao §to su tehnologija
visokog hidrostatskog tlaka (engl. high hydrostatic pressure, HHP), pulsiraju¢eg elektricnog
polja (engl. pulsed electric field, PEF), ultrazvuka visoke snage (engl. high power ultrasound,
HPU) te upotrebi prirodnih ekstrakata bogatih antioksidansima. Ipak, dosad nije utvrdena
metoda kojom bi bilo moguce u potpunosti zamijeniti SOz i pritom osigurati odgovarajuci
antimikrobni i antioksidacijski u¢inak kroz duzi vremenski period.

Validacija analiticke metode obuhvaca skup postupaka kojima se dokazuje prikladnost
odredenog analitickog postupka za upotrebu. Cilj ovog rada bio je provesti validaciju metode za
odredivanje slobodnog SO, u vinu primjenom analizatora kontinuiranog protoka uz pomo¢
automatskog analizatora FLOWSYS. Analiza kontinuiranog protoka (engl. continuous flow
analysis, CFA) takoder se naziva i analizom segmentiranog protoka (engl. segmented flow
analysis, SFA), a temelji se na brzom uvodenju uzoraka u analiticki sustav, pri ¢emu jedan

uzorak nema utjecaja na sljede¢i. Validacija metode provedena je usporedbom rezultata



dobivenih CFA metodom i referentnom OIV (fran. Organisation Internationale de la vigne et
du vin, engl. The International Organisation of Vine and Wine) metodom po Frantz Paulu.
Validacija CFA metode provedena je odredivanjem slijede¢ih parametara: linearnost, to¢nost

(istinitost), preciznost i ponovljivost, granice detekcije i kvantifikacije te raspon.



2. TEORIJSKI DIO

2.1. SUMPOR | SUMPOROV DIOKSID

Sumpor je kemijski element oznake S i atomskog broja 16, pripada skupini nemetala i pri
sobnoj temperaturi je krutina blijedoZute boje, bez mirisa, netopljiva u vodi, ali topljiva u
nepolarnom otapalu ugljikovom disulfidu (CS;). Elementarni sumpor prisutan je u vise
alotropskih modifikacija kao §to su a-S (ortorompski), S-S (monoklinski), Sz, Sz i prstenasti Sg
(slika 1), a najcesce je prisutan u obliku zutih kristala (slika 2) ili praha (slika 3). Naziv potjece
iz latinske rije¢i sulphurium i sanskritskog sulveri. Komercijalno je dostupan sumpor visoke
Cistoce (preko 99,999 %). Amorfni oblik sumpora dobiva se brzim hladenjem kristalnog oblika.
U tablici 1 prikazana su osnovna svojstva sumpora. Najveéi udio proizvedenog sumpora koristi
se u proizvodnji sumporne kiseline (H2SOs), koja se primjenjuje za dobivanje gnojiva, baterija
1 u industrijskim procesima. Osim sumporne kiseline, sumpor tvori i druge spojeve kao §to su
sumporovodik (H2S) i sumporov dioksid (SO2) koji se koristi za izbjeljivanje, kao otapalo,
dezinfekcijsko sredstvo te kao rashladno sredstvo. U reakciji s vodom, sumporov dioksid tvori
sumporastu kiselinu (H2SO3). Sumpor je esencijalni element potreban svim Zivim bi¢ima, vazan
je u tvorbi esencijanih aminokiselina potrebnih za izgradnju proteina, a takoder je sastavni dio
nekih koenzima. (National Center for Biotechnology Information, 2022a; Royal Society of
Chemistry, 2022).

Slika 1. Prstenasta struktura sumpora koja se sastoji od osam atoma sumpora (Ss)
(Gomathi Devi i ArunaKumari, 2014)

Slika 2. Sumpor u kristalnom obliku (Anonymous 1, 2016)
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Slika 3. Sumpor u prahu (Anonymous 2, 2022)

Tablica 1. Osnovna svojstva sumpora (prema National Center for Biotechnology

Information, 2022a)

SUMPOR (S)
Atomski broj 16
Kemijska skupina Nemetal
Agregacijsko stanje Krutina
Atomska masa 32,07 u
Elektronska konfiguracija [Ne]3s23p*
Oksidacijska stanja +6, +4, -2
Elektronegativnost (po Paulingu) 2,58
Atomski radijus (van der Waals) 180 pm
Energija ionizacije 10,360 eV
Elektronski afinitet 2,077 Ev
Taliste 388,36 K
Vreliste 717,75 K
Gustoéa 2,067 g/cm?®
Otkrice poznat od davnina

Sumporov dioksid je bezbojan i nezapaljiv plin intenzivnog, zaguSujuceg mirisa ¢ije udisanje
moze dovesti do iritacije sluznice. Tezi je od zraka i isparava pri temperaturi -10 °C. Kemijska
formula sumporovog dioksida je SO (slika 4), a molarna masa iznosi 64,07 g/mol. Koristi se u
proizvodnji kemikalija, metala 1 hrane. Pod pritiskom je u tekuéem stanju i lako je topljiv u vodi
pri ¢emu tvori sumporastu kiselinu (H2SO3). U zrak dospijeva izgaranjem ugljena i nafte u
elektranama ili taljenjem bakra, ali i prirodnim putem uslijed vulkanskih erupcija. Sumporov
dioksid u teku¢em stanju dovodi do izrazite korozije zeljeza, mjedi i bakra. Metali kao Sto su
zeljezo, celik, nikal, legure bakra i nikla i inconel legure nikal-krom-zeljezo lako korodiraju
djelovanjem sumporovog dioksida ispod tocke rosista ili djelovanjem tekuéeg sumporovog
dioksida, dok su relativno stabilni na koroziju uslijed djelovanja vru¢eg i suhog sumporovog

dioksida (National Center for Biotechnology Information, 2022Db).
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Slika 4. Model strukture sumporovog dioksida (National Center for Biotechnology
Information, 2022c)

2.2. SUMPOROV DIOKSID U VINU

Sumporov dioksid i sulfiti primjenjuju se u proizvodnji vina od 17. stoljeca te su u njemu i
dalje neizostavni aditiv zbog svojih nezamjenjivih svojstava. Sumporov dioksid djeluje kao jak
nukleofil pri ¢emu tvori veze s aldehidima i drugim spojevima u vinu, djeluje antioksidacijski
(kao reducirajuci agens), inaktivira enzime koji dovode do enzimskog posmedivanja te djeluje
antimikrobno na velik broj nepozeljnih organizama (Waterhouse i sur., 2016). Sumporov dioksid
uvijek je prisutan u vinu (bez obzira na to je li dodan tijekom proizvodnje vina ili nije) jer
odredena koli¢ina sumporovog dioksida (10 - 50 mg/L) (OIV, 2021) nastaje djelovanjem
kvasaca kao meduprodukt redukcije sulfata do sulfita (Ribéreau-Gayon i sur., 2021).

Sumpor se u vinu javlja u obliku elementarnog sumpora, sulfida (sumporovodik i
merkaptani) i sulfita (SO i drugi oblici) (Koji¢, 2019). Sulfiti se javljaju u obliku molekularnog
SO;, bisulfita HSOs™ i sulfita SO3% (Waterhouse i sur., 2016).

SO: se nalazi u sastavu mosta ili vina i pritom se jedna njegova frakcija moze kovalentno
vezati 1 s drugim molekulama kao $to su Seceri, aldehidi, ketoni ili antocijani (kod crnih vina).
Ta frakcija naziva se vezanim SO.. Vezana molekula ne pruza zastitu vinu, ali moze do¢i do
otpustanja SO2 i vezanja SOz s drugim molekulama. Najve¢i afinitet za SO> pokazuje
acetaldehid 1 veza s acetaldehidom ima najvecu stabilnost (De Azevedo i1 sur., 2007). Preostala
frakcija naziva se slobodnim SO.. Frakciju slobodnog SO ¢ine molekularni SO, bisulfit
(HSO3) i sulfit (SO3%). lako udio molekularnog SO iznosi manje od 5 %, jedino on pokazuje
senzorske i antimikrobne uc¢inke. Slobodni i vezani SOz zajedno ¢ine ukupni SO2. pH vrijednost
vina krece se u rasponu 3 - 4 i u tom podrucju od slobodnih oblika SO2 prevladava bisulfitni
oblik (> 90 %), dok je u maloj koli¢ini prisutan molekularni SO2. Koncentracija sulfitnog oblika
(SOs%) pri navedenoj pH vrijednosti vina moze se smatrati zanemarivom. Disocijacija SO i
tvorba bisulfita i sulfita odvija se prema reakciji:

H.0 + SO, €& H*'+HSO3 <& 2H* + SO3% (Waterhouse i sur., 2016).



Pri ve¢oj temperaturi brza je disocijacija vezanog SOz i time se povecava koncentracija
slobodnog SO, a pri nizoj temperaturi reakcija se pomi¢e u smjeru vezanja SOz s drugim
sastojcima vina. Koncentracija ukupnog SOz i spojeva na koje se on moZze vezati najviSe utjece
na to hoce li u vinu biti prisutno vise slobodnog ili vezanog oblika (Ribéreau-Gayon i sur., 2021).
Dodatkom SO- u bijela vina dolazi do naglog porasta koncentracije vezanog SO2 uz vrlo mali
porast koncentracije slobodnog SO> §to se moze objasniti favoriziranom reakcijom vezanja
slobodnog SO; na acetaldehid u stabilan kompleks. Kod dodatka vecih koncentracija SO2 odnos
slobodnog i vezanog SO> blizi je ravnoteZi jer su zasi¢ene sve veze s acetaldehidom, a preostale
su slabe veze s drugim sastojcima vina ¢ije su reakcije reverzibilne (Burroughs i Sparks, 1973).

Tijekom skladiStenja vina dolazi do gubitka SO> uslijed izloZenosti vina kisiku iz zraka
zaostalog u spremniku. Ukoliko je vino skladisteno u podrumima s nizom temperaturom i
ukoliko su spremnici zatvoreni i maksimalno napunjeni, gubici ¢e biti oko 5 mg/L slobodnog
SO2 mjese¢no. Ako je pak prisutna visa temperatura i puno otpraznjenog prostora u spremnicima
koji nisu adekvatno zatvoreni, gubici SO2 se znacajno poveéavaju (20 mg/L ili vise)
(Danilewicz, 2016).

2.3. ANTIMIKROBNO DJELOVANJE

Antimikrobno (antisepti¢ko) djelovanje SO2 podrazumijeva njegovo antifungalno djelovanje
na kvasce te antibakterijsko djelovanje na bakterije, osobito bakterije mlije¢ne kiseline. SO
djeluje tako da ulazi u stanice nepoZzeljnih mikroorganizama i remeti aktivnost njihovih stani¢nih
enzima i proteina (Henderson, 2014).

Djelovanjem na kvasce SO> zaustavlja fermentaciju slatkih vina tako da uspjesno eliminira
prisutne kvasce, a takoder $titi vino od potencijalne refermentacije. Vezani SOz ne pokazuje
utjecaj na kvasce. Kvasci se medusobno razlikuju po osjetljivosti na SO». Divlji kvasci prisutni
na grozdu ili u vinariji pokazuju izrazitu osjetljivost na SO i alkohol. Divlji kvasci zapo¢inju
spontanu fermentaciju, ali njihov rast ubrzo inhibira alkohol nastao tijekom fermentacije.
Selekcionirani kvasci roda Saccharomyces koji se dodaju kako bi pokrenuli fermentaciju
otporniji su na SO2 od divljih kvasaca. Divlji kvasci mogu prouzroditi stvaranje nepozeljnih
aroma pa je preporuka da se u most doda mala koli¢ina SO, a zatim inokulira selekcionirani
vinski kvasac Saccharomyces. Doza molekularnog SOz od 0,4 ppm (20 ppm slobodnog SO>) pri
pH 3,5 uspjesno ¢e djelovati na divlje kvasce, a da pritom neée utjecati na kvasce roda

Saccharomyces. Kvasci roda Brettanomyces mogu rasti u vinu bez prisutnosti Kisika i uglavnom



su prisutni u crnim vinima viseg pH. U velikim koli¢inama proizvode nepozeljnu aromu koja se
opisuje kao miris ,,po konju* ili ,,po konjskom znoju*. SO uspjesno inbihira rast kvasaca roda
Brettanomyces, ali ih ne moZe unistiti. Tipi¢no je da pri visokom pH i niskim koncentracijama
SO2 djeluje kao fungistatik (inhibira rast kvasaca, ali ih ne ubija) dok pri nizem pH 1 visokim
koncentracijama djeluje kao fungicid (Ribéreau-Gayon i sur., 2021; Henderson, 2014).

Kao antibakterijsko sredstvo SO djeluje na bakterije mlije¢ne i octene kiseline. Rod
Acetobacter pripada bakterijama octene kiseline koje rastu u prisutnosti kisika i nepozeljno
utjeCe na aromu vina daju¢i mu kiselkastu aromu po octu. Podnosi relativno visoke koncentracije
SO; (Ribéreau-Gayon i sur., 2021; Henderson, 2014).

Rodovi Lactobacillus i Pediococcus pripadaju bakterijama mlije¢ne kisline i sudjeluju u
malolakti¢koj (jabu€no-mlijecnoj) fermentaciji vina. Malolakticka fermentacija vina je
sekundarna fermentacija uslijed koje bakterije mlije¢ne kiseline prevode jabuénu kiselinu u
mlije¢nu. Pritom se smanjuje kiselost i poboljSava okus vina. lako malolakticka fermentacija
ima svoje pozitivne strane, moze dovesti i do pojave nepozeljne ,,maslacne* arome, osobito u
bijelim vinima. Pravovremenim dodatkom SO: sprijecit ¢e se te nepozeljne pojave. Bakterije
roda Lactobacillus uglavnom se pojavljuju u crnom vinu veée pH vrijednosti u kojem je doslo
do prekida fermentacije, a za rast koriste neprevreli Se¢er. Tretman sa SOz nece se pokazati
izrazito u¢inkovit za njihovo suzbijanje zbog visokog pH. Bakterije roda Pediococcus proizvode
arome koje se opisuju kao ,,biljne* ili ,,arome koje podsjecaju na znojne ¢arape® (,,dirty Socks®)
1 najcesce se javljaju u vinskim podrumima u necistim ba¢vama. Za provodenje malolakticke
fermentacije najpozeljnije su bakterije mlije¢ne kiseline vrste Oenococcus oeni. One su
osjetljivije na SO2 nego $to su to bakterije iz roda Lactobacillus i Pediococcus i njihov rast je
otezan ve¢ kod koncentracije 25 ppm ukupnog SO: (Ribéreau-Gayon i sur., 2021; Henderson,
2014).

2.4. ANTIOKSIDACIJSKO DJELOVANJE

Oksidacijske reakcije u vinu mogu se podijeliti na enzimske i neenzimske oksidacije.
Neenzimske oksidacije takoder se nazivaju i kemijske oksidacije, tijekom kojih dolazi do
oksidacije polifenolnih spojeva (Oliveira 1 sur., 2011). Uslijed katalitickog djelovanja metalnih
iona zeljeza Fe(Il) i bakra Cu(I), molekularni kisik prima elektrone i dolazi do nastanka
hidroperoksil radikala (HO.-). Nakon toga, kateholna skupina fenola podlijeze oksidaciji u
kinone (redukcijom Fe(l1l)), dok se hidroperoksilni radikal reducira do vodikovog peroksida



H20, (oksidacijom Fe(ll)). Ukoliko SO2 nije prisutan do¢i ¢e do transformacije H2O2 u HO-,
izrazito reaktivan radikal odgovoran za pretvorbu etanola u acetaldehid (Ugliano, 2013).
Acetaldehid je jedan od glavnih produkata reakcija oksidacije tijekom vinifikacije, a nositelj je
arome jabuke, orasastih plodova te zelene trave koje se percipiraju kao nepozeljne (Zea 1 sur.,
2015). SO djeluje na nacin da reagira s H2Oz, reducira ga u H2O, a pritom se oksidira u sulfat
(SO4%). SO, moze reagirati s kinonima pri ¢emu ih moze reducirati u katehole ili tvoriti
sulfonate. Vezanjem SO, na prekursore oksidacijskih reakcija onemogucena je reakcija tih
spojeva s kisikom (Ugliano, 2013). Ukoliko je ve¢ doslo do oksidacije i stvaranja oksidacijskih
produkata (kao $to je acetaldehid), vezanjem sumporovog dioksida na oksidacijske produkte bit
¢e umanjen njihov nepozeljan utjecaj na organolepti¢ka svojstva vina (Jackowetz i sur., 2011).
Zato se moze re¢i da u pogledu antioksidacijske aktivnosti SO2 ima preventivno djelovanje, ali
1 terapijsko djelovanje ukoliko je ve¢ doslo do oksidacije i nastanka produkata oksidacije (Koji¢,
2019) .

SO, moze djelovati antioksidacijski tako da inhibira ili inaktivira oksidaze, tj. da sprje¢ava
enzimske oksidacije. Enzimske oksidacije u mostu dovest ¢e do nepozeljnih reakcija enzimskog
posmedivanja. Mehanizam oksidaza ukljucuje hidroksilaciju na 0-poziciji uz ve¢ postojecu
hidroksilnu skupinu fenolne tvari (aktivhost monofenol oksidaze) i oksidaciju o-
dihidroksibenzena u 0-benzokinone (aktivnost difenol oksidaze). SO inhibira enzime tirozinazu
1 lakazu, glavne fenoloksidaze odgovorne za pojavu enzimskog posmedivanja u mostu (Oliveira
i sur., 2011). Antioksidacijsko djelovanje na enzime izrazito je vazno u mostu, prije pocetka
fermentacije, kada se enzimske oksidacije odvijaju izrazito brzo u odnosu na kemijske
oksidacije. Nakon fermentacije u vinu vise nisu prisutni oksidacijski enzimi (Ribéreau-Gayon i
sur., 2021).

2.5. PRIMJENA SUMPORA U TEHNOLOGIJI VINA

U tehnologiji vina, sumpor se dodaje tijekom prerade grozda, fermentacije te tijekom perioda
njege i dozrijevanja vina. Na slici 5 shematski je prikazan proces proizvodnje bijelih i crnih vina,
a pritom su istaknute faze u kojima se obavezno ili po potrebi provodi sumporenje (Tomas i
Kolovrat, 2014).
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Slika 5. Shematski prikaz proizvodnje bijelog i crnog vina (prema Tomas i Kolovrat, 2014).

Sumpor se u tehnologiji vina moze Koristiti u razli¢itim oblicima; kao sumporne trake ili
vrpce (pale se), u teku¢em obliku, u plinovitom obliku te u obliku ¢vrstih soli koje oslobadaju
SO2 (Giacosa i sur., 2019).

Ukoliko se drvene ba¢ve nec¢e odmah koristiti u njih se unose sumporne trake ili vrpce koje
se pale (vazno je da su bacve prije toga dobro oprane i osusene). Sumporne trake je potrebno
ponovno primijeniti svakih 5 - 6 tjedana (Tomas i Kolovrat, 2014).

Koristenje SO2 u tekucem obliku moZe se provesti doziranjem iz spremnika pod tlakom 2 -

5 bara (ovisno o temperaturi) ili primjenom vodenih otopina soli koje oslobadaju SO2. Vaganjem



spremnika mjeri se koli¢ina ispustene tekucine. Ovaj oblik upotrebe primjeren je za vece
proizvodace u vinarijama koje imaju sofisticirane sustave mjerenja. Vodene otopine SO> (5 - 10
%) omogucavaju optimalno mijeSanje, imaju zadovoljavajucu cisto¢u 1 jedostavne su za
rukovanje, ali mogu djelovati agresivno na opremu i radnike te je potrebno Kkoristiti
odgovarajucu zastitu. Takoder, imaju oporu aromu i kemijski su nestabilne. Zato se u srednjim
1 manjim podrumima za sumporenje uglavnom koriste vodene otopine soli koje oslobadaju SOz,
primjerice otopina kalijeva hidrogensulfita (KHSO3). Takve otopine imaju blazu aromu,
kemijski su stabilnije, ali imaju vecu gustocu pa ih je potrebno dobro promijesati s vinom. Prije
nego §to zapocne proces fermentacije moze se sumporiti otopinom amonijeva hidrogensulfita
(NH4HSO:3), odnosno amonijeva bisulfita. Njegovim dodatkom unosi se i oko 22 % dusika koji
pogoduje razvoju kvasaca. Amonijev bisulfit dodaje se iskljucivo prije pocetka fermentacije, jer
bi se njegovim naknadnim dodatkom u vino mogla narusiti mikrobioloSka stabilnost i sigurnost
vina (Giacosa i sur., 2019).

Koristenje SO kao plina takoder se moze provesti doziranjem iz spremnika pod tlakom. U
plinovitom obliku SO- je pogodan za dezinfekciju spremnika (umjesto sumpornih traka), ali
zahtijeva odgovarajuce mjere opreza kako bi se zastitile osobe u podrumu (Giacosa i sur., 2019).

Za sumporenje se Cesto primjenjuju i krute soli koje oslobadaju SO iz razloga S§to
omogucavaju precizno doziranje, ne zahtijevaju dodatak vode i stabilne su ukoliko se skladiste
na ispravan nacin. NajceSce se primjenjuje kalijev metabisulfit (K2S20s) koji se takoder naziva

i vinobran, a sadrzi oko 50 % SO (Giacosa i sur., 2019).

2.6. ZAKONSKA REGULATIVA

Pravilnik o vinarstvu (2022) poziva se na Uredbu Komisije (2009) kojom je definiran najveéi
sadrzaj SO2 u vinima prilikom stavljanja u promet. Prema Uredbi, koncentracija SO prilikom
stavljanja vina u promet moze iznositi najvise 150 mg/L za crna vina 1 200 mg/L za bijela i rose
vina (ova tocka ne obuhvaca pjenusava i likerska vina). Kada sadrzaj Secera (zbroj glukoze i
fruktoze) iznosi barem 5 g/L tada se ta granica se povecava na 200 mg/L za crna vina 1 250 mg/L
za bijela i rose vina, ali se moze povecati i do 400 mg/L ukoliko vino ispunjava odredene uvjete
definirane uredbom. U likerskim vinima najvisa dopustena koncentracija SO> iznosi 150 mg/L
ako je sadrzaj Secera manji od 5 g/L, odnosno 200 mg/L ako je sadrzaj Secera ve¢i od 5 g/L. U
pjenusavim vinima najveca dopuStena koncentracija SO2 iznosi 185 mg/L za kvalitetna

pjenusava vina i 235 mg/L za ostale kategorije. U slu€aju pjenusavih vina moguce je u nekim
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vinorodnim podru¢jima odobriti povecanje najvise dopustene koli¢ine SO2 (do 40 mg/L) ako se

utvrdi da je to potrebno (pod uvjetom da se ta vina ne isporucuju izvan odnosne drzave ¢lanice).

2.7.NEDOSTACI PRIMJENE SUMPORA | POTENCIJALNE ZAMJENE

Nuspojave kod pojedinaca osjetljivih na SO2 mogu biti glavobolja, umor, astma, angioedem,
anfilaksija, bolovi u trbuhu, proljev i bronhokonstrikcija (Guerrero i Cantos-Villar, 2015; Vally
i Thompson, 2003; 2001), dok su kod veéine populacije nuspojave rijetke. Neka istrazivanja
utvrdila su da SO i sulfiti mogu izazvati aktivaciju protoonkogena i inaktivaciju tumor-
supresorskih gena te dovesti do patogeneze raka pluca (Qin i Meng, 2009). Dio stru¢njaka smatra
da je misljenje da SO2 uzrokuje glavobolju nedostatno jer su sulfiti osim u vinu prisutni u ve¢im
koncentracijama u drugim prehrambenim proizvodima ¢ija se konzumacija ne povezuju s
glavoboljom (npr. suSeno vocée sadrzi do 1000 ppm sulfita dok crno i bijelo vino sadrze 60,
odnosno 210 ppm) (Gorman-McAdams, 2009).

Osim utjecaja na zdravstveno stanje, sumpor takoder moze imati negativno djelovanje na
organolepti¢ka svojstva vina jer proizvodi negativne, redukcijske arome. Za takve arome
uglavnom su odgovorni hlapljivi sumporni spojevi. Medu njima je najzastupljeniji
sumporovodik (H2S), zatim metantiol (MeSH) i etantiol (EtSH) (Kreitman i sur., 2018).
Sumporovodik najées¢e nastaje djelovanjem kvasca Saccharomyces cerevisiae tijekom
alkoholne fermentacije redukcijom iz sulfata (pojavljuju se u mostu), sulfita (dodani zbog
antioksidacijskih i antimikrobnih svojstava) te elementarnog sumpora (fungicid u vinogradima)
(Jiranek i sur., 1995; Rauhut i Kurbel, 1994). Hlapljivi sumporni spojevi nastaju i tijekom
enzimske ili kemijske razgradnje aminokiselina cisteina i metionina, koje sadrze sumpor (Muller
i Rauhut, 2018). KarakteristiCan miris povezan s pove¢anom koncentracijom H.S opisuje se kao
,»miris po trulim jajima®. Iz H2S mogu se razviti 1 drugi nepoZeljni spojevi arome, merkaptani,
¢ije arome podsjecaju na ¢eSnjak 1 kupus (Coetzee i sur., 2016).

Uz odgovarajuce alternative, moguce je smanjiti primjenu SO ili zamijeniti SO> s drugim
agensima koje ¢e vinu dati odgovarajucu antioksidacijsku stabilnost i antimikrobnu zastitu. Isto
tako, primjenom tih alternativa vino ¢e biti prirodnijeg okusa i nuspojave izazvane prevelikim
dozama SO bit ¢e eliminirane (Y1ldirim i Darict, 2020).

U proizvodnji vina moguée je primijeniti toplinske procese kao Sto su pasterizacija i
sterilizacija. Toplinski procesi pomazu u sprjecavanju mikrobioloske kontaminacije, enzimskog

posmedivanja (inhibiraju¢i lakazu i polifenol oksidazu) (Clarke i Bakker, 2011) te pomazu u
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ekstrakciji antocijana (EI Darra i sur., 2013). Ipak, tijekom duljeg trajanja tretmana pri 80 °C u
vinu se moze se pojaviti okus po kuhanom (Rankine, 1973). Visoke temperature negativno
djeluju na toplinski osjetljive polifenole i druge bioaktivne komponente podloZzne termalnoj
degradaciji te na njihovu antioksidacijsku aktivnost (Rodriguez i sur., 2016; Moze Bornsek i
sur., 2015). Ipak, u kombinaciji s drugim alternativnim metodama, toplinske metode mogu biti
pozeljna zamjena za SO2 (Lambri i sur., 2015).

Tijekom zadnjih 20 godina netoplinski procesi zauzimaju sve vecu vaznost kao alternativa
sumporovu dioksidu. Glavna prednost netoplinskih tehnika u odnosu na toplinske je ta Sto one
nemaju znacajan utjecaj na aromu vina. Od netoplinskih tehnika ¢esto se u obradi vina i mosta
primjenjuje visoki hidrostatski tlak (HHP). Neka istrazivanja dokazala su da tretiranje HHP-
metodom moze dovesti do promjene boje crnih vina i smanjenja sadrzaja fenolnih spojeva (Tao
i sur., 2012). 1z tog razloga preporuka je da se HHP primjenjuje kod proizvodnje vina koja se
konzumiraju mlada. Prema istrazivanju Christofi i sur. (2020) tehnologija HHP ucinkovita je
ukoliko se koristi zajedno s SO2 (> 60 mg/L SO.) jer se na taj nacin dodatno pospjesuje
antimikrobno i antioksidacijsko djelovanje SO». Primjena tehnologije HHP kod vina koja sadrze
<60 mg/L SOz nije adekavatna i takva vina percipiraju se kao manje aromati¢na, vise oksidirana
i bit ¢e pojacan intenzitet arome ,,po suhom voéu®“. HHP ucinkovito djeluje i na kvasac
Brettanomyces bruxellensis (200 MPa, 3 min) pri ¢emu se populacija ovog kvasca smanjuje za
10° - 10° puta ovisno o udjelu alkohola u vinu (van Vyk i Silva, 2017).

Od ostalih netoplinskih tehnika, kao zamjena za SO2 mogu se primjenjivati pulsirajuce
elektri¢no polje (PEF), ultrazvuk visoke snage (HPU), ultraljubicasto zracenje i dr. (Yildirim i
Darici, 2020). Luki¢ 1 sur. (2019) proucavali su utjecaj primjene HHP 1 HPU na koncentraciju
slobodnog SO2, ukupnog SO- i otopljenog kisika u bijelom i crnom vinu neposredno nakon
tretmana navedenim tehnikama. Isto tako, istraZen je i ucinak primjene navedenih tehnika
zajedno s antioksidansima (SOz i glutation) tijekom 12 mjeseci skladiSenja vina u boci.
Neposredno nakon HHP-tretmana nije doslo do promjene koncentracije SOz, dok nakon
tretmana HPU-tretmana nije bio jasno vidljiv trend u ispitivanim parametrima. Nakon tretmana
primjenom HHP i HPU, doslo je do blagog porasta koncentracije otopljenog kisika (najveci
porast kod primjene HPU). Tijekom starenja doSlo je do smanjenja koncetracije slobodnog i
ukupnog SO, te koncentracije otopljenog kisika. Dodatkom SO, postignuto je bolje
antioksidacijsko djelovanje nego dodatkom glutationa (veéi dodatak SO> - manja koncentracija

otopljenog kisika u vinu). Van Wyk i sur. (2018) proucavali su utjecaj tehnologija visokog tlaka
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(engl. high pressure processing, HPP) i pulsirajuceg elekti¢nog polja na senzorske karakteristike
vina, inaktivaciju kvasca Brettanomyces i ostale parametre kvalitete tijekom jedne godine
skladiStenja. Nakon godinu dana, nije doslo do pojave znacajnih razlika u senzorskim
karakteristikama vina tretiranih HPP i PEF u odnosu na netretirana vina. HPP se pokazala kao
uspjesna tehnologija za inaktivaciju kvasca B. bruxellensis i njenom primjenom sprjecava se
stvaranje hlapljivih fenola odgovornih za nastanak nepozeljnih Brettanomyces aroma. Ipak, kako
bi se oCuvala kvaliteta HPP vina kroz duzi vremenski period (vise od 6 mjeseci), neophodan je
dodatak SO:.

Antibakterijsko djelovanje moze se posti¢i primjenom aditiva kao $to je npr. enzim lizozim
koji kontrolira bakterije mlije¢ne kiseline, dok se antifungalno djelovanje postize upotrebom
sorbinske kiseline, dimetil dikarbonata (DMDC) i polisaharida kitozana (Giacosa i sur., 2019).
Hou i sur. (2020) predlozili su upotrebu spoja a-pinena molekulske formule C1oH16 (National
Center for Biotechnology Information, 2022d) kao zamjenu za SO> u proizvodnji crnih vina.
Dodavane su razli¢ite koncentracije a-pinena (0,125 %, 0,25 % i 0,5 %) kako bi se utvrdila
optimalna koncentracija koja ¢e omoguciti odgovarajuce antioksidacijsko djelovanje. Dodatak
0,125 % a-pinena moze se potencijalno koristiti kao zamjena za SO bez negativnih utjecaja na
proizvodnju etanola i senzorske karakteristike. Ipak, potrebno je provesti dodatna istrazivanja
kako bi se ova zamjena mogla primjenjivati kod proizvodnje u velikim vinarijama.

U danasnje vrijeme sve je veci interes potroSaca za prehrambenim proizvodima koji sadrze
prirodne sastojke umjesto onih koji sadrze kemijske konzervanse (Amato i sur., 2017). Tako su
se kao zamjena za SO u proizvodnji vina poceli koristiti prirodni biljni ekstrakti, bogati
fenolnim spojevima (osobito flavonoidima) i njihovim derivatima, koji vinu osiguravaju
odgovarajuca antioksidacijska i antimikrobna svojstva (Yildirim i sur., 2015). Prirodni biljni
ekstrakti koji se primjenjuju u proizvodnji vina mogu biti nusproizvodi proizvodnje vina
(ekstrakti iz pokozice i sjemenki grozda), ekstrakt hrasta, ekstrakt izdanaka vinove loze, ekstrakt
eukaliptusa, esencijalno ulje timijana i dr. (Yildirim i Daric1, 2020). Hidroksitirozol je fenolni
spoj molekulske formule CgHi1003 s potencijalnim antioksidacijskim, antikancerogenim i
protuupalnim svojstvima (National Center for Biotechnology Information, 2022¢). Raposo i sur.
(2016) istrazili su na koji nacin primjena hidroksitirozola, kao zamjene za SO, utjece na
kemijski sastav i senzorne karakteristike vina Sauvignon blanc. Kao izvor hidroksitirozola
koriSten je sintetski hidroksitirozol, analiti¢ke ¢istoce > 99 % koji ima GRAS status (GRAS,

engl. generally recognized as safe). Kao drugi izvor hidroksitirozola, koriSten je prirodni
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ekstrakt nusproizvoda masline. Rezultatima je dokazano da nema znacajnih razlika u enoloSkim
parametrima i hlapljivim sastojcima vina s dodatkom hidroksitirozola (HT vina) i vina s
dodatkom 80 mg/L SO,. Ipak, intenzitet boje bio je izrazeniji kod HT vina nakon punjenja u
boce (osobito u vinima s dodatkom sintetskog hidroksitirozola), ali nakon 6 mjeseci skladistenja
intenzitet boje HT vina se smanjio u odnosu na vina s dodatkom SO (osobito u vinima s
dodatkom prirodnog ekstrakta hidroksitirozola). Dodatkom hidroksitirozola u vino, sortne
karakteristike vina Sauvignon blanc bile su manje izraZene. 1z tog razloga, i dalje se preporucuje

hidroksitirozol koristiti u kombinaciji s SOz i nekim drugim antioksidacijskim sredstvima.

2.8. VALIDACIJA ANALITICKIH METODA

2.8.1. Razlozi za validaciju

Svaka analiticka metoda unutar svog podru¢ja primjene omoguéava tocne, razumljive,
Citljive, izvorne, pouzdane i ponovljive rezultate, a te karakteristike metoda je zadobila
zahvaljujuéi postupcima validacije (vrednovanja) analitickih metoda. Validacija obuhvaca skup
postupaka kojima se ispituju i prikupljaju objektivni dokazi s ciljem ispunjenja zahtjeva za
predvidenu specificnu primjenu. Jednostavnije receno, validacijom se dokazuje prikladnost
odredenog analitickog postupka za upotrebu (Grgi¢, 2019; Pravilnik, 2005). Razli¢iti ciljevi
zahtijevaju koristenje razli¢itih validacijskih postupaka. Metode validacije ukljucuju
kvalitativnu analizu, kvantitativnu analizu, potvrdne analize i druge (FDA, 2019).

AnalitiCar je duZan validirati metodu jer je to njegova profesionalna odgovornost 1 time
omogucava dobivanje ispravnih rezultata, $to blizih stvarnim vrijednostima, na temelju kojih ¢e
kvalificirane osobe moci donositi ispravne odluke (Lazari¢ i Gasljevi¢, 2002).

Zbog uniformnosti podataka vazno je da se tijekom validacije metode poStuju isti principi.
Validacija se moze provesti prema principima Dobre laboratorijske prakse, Dobre proizvodacke
prakse, Dobre analiticke prakse, Codex Alimentarius-a, Medunarodne organizacije za
standardizaciju (engl. International Organization for Standardization, ISO), Medunarodne unije
za Cistu i primijenjenu kemiju (engl. International Union of Pure and Applied Chemistry,
IUPAC) itd. Takoder, validacija se mozZe provesti i postupkom unutarnjeg vrednovanja
(istrazivanja unutar jednog laboratorija) koji se sastoji od odredivanja zajednic¢kih znacajki
neovisnih o primijenjenom modelu validacije i specificnih postupaka koji su karakteristicni za
sam model (Lazari¢ i Gasljevi¢, 2002). Nevalidirana metoda se ne moze smatrati prikladnom za

upotrebu jer ne postoji sigurnost da ¢e se njenom primjenom unutar nekog podrucja dobiti
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relevantni rezultati (Grgi¢, 2019).

Od velike vaznosti je i odabir kriterija za validaciju prije provodenja analitickih postupaka

kako bi eksperimenti bili provedeni racionalno i s minimalnim brojem kontrolnih analiza metode

1 cijelog analitickog postupka, pri cemu ¢e krajnji rezultat udovoljavati zadanom cilju (Lazari¢ i

Gasljevic, 2002).

Validacija metode provodi se prije uvodenja novih metoda koje se prvi put upotrebljavaju u

laboratoriju ili se prvi put upotrebljavaju za neki proizvod, kada dode do promjene same metode

ili kada dode do promjene odredenih uvjeta koji utjeCu na metodu. Prije nego Sto se validirana

metoda stavi u upotrebu potrebno je provesti verifikaciju metode, ¢ime se odreduju konkretni

uvjeti u kojima ¢e laboratorij provoditi metodu (osposobljavanje osoblja, odabir opreme,

materijala, kemikalija, okolisni uvjeti, obnovljivost itd.) (Grgi¢, 2019).

2.8.2. Preduvjeti za validaciju

Materijali (kemikalije) moraju biti definiranog sastava i Cistoce.

Standardi koji se koriste mogu biti primarni i sekundarni. Primarni standardi su
certificirani standardi uzeti iz sluzbenih izvora. Sekundarni (radni) standardi zahtijevaju
dodatne analiticke postupke kojima se dokazuje sastav, kvaliteta, Cistoca, identitet 1

druge karakteristike.

Instrument je prije pocetka validacije potrebno verificirati. Ispravnost instrumenta
osigurava se na nain da se od trenutka instalacije, tijekom cijelog rada instrumenta,
provode kontinuirane provjere obuhvacéene planovima i odgovaraju¢im uputama. Nacin

rukovanja instrumentom opisan je Dobrom analitickom praksom.

Sljedivost podrazumijeva nedvosmislenu povezanost ulaza uzorka i izlaska podataka, a
postize se pravilnim vodenjem laboratorijskih dnevnika i metodickom pohranom sirovih

podataka.

Pokrivenost Standardnim operativnim postupcima (engl. Standard Operating
Procedure, SOP) odnosi se na postojanje radnih uputa u kojima je detaljno opisan svaki
postupak (Lazari¢ i Gasljevi¢, 2002).

2.8.3. Koraci validacije

Definicija problema i plan rada
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Definiranje metode — odreduje se nac¢in kako ¢e se metoda provesti i parametre

validacije koji ¢e se pratiti.

Definiranje izvedbenih parametara i kriterija prihvatljivosti — ovisno o vrsti i svrsi
analiticke metode definiraju se izvedbeni parametri validacije i specificiraju se

statistiGke analize.

Definiranje validacijskih eksperimenata — detaljan opis postupka kod odredivanja
svakog parametra validacije.

Definiranje opreme i njenih relevantnih karakteristika.

Definiranje materijala — standardi, reagensi, njihova kvaliteta (Lazari¢ i
Gasljevi¢, 2002).

e Mijerenje i obrada podataka

(@]

Izvodenje predvalidacijskih eksperimenata — postavljanje pocetnih zahtjeva za
kriterije prihvatljivosti metode, procjena priblizne preciznosti metode, radno

podrucje i granica detekcije.

Prilagodavanje parametara metode i/ili kriterija prihvatljivosti (po potrebi) —
Ukoliko prethodnim korakom nisu dobiveni odgovarajuéi rezultati, mijenja se

metoda, uredaj, tehnika ili kriterij prihvatljivosti.

Potpuna izvedba validacije — provodenje eksperimenata postpukom koji je opisan

u protokolu (za svaki parameter).

Obrada podataka — statisticka obrada podataka i usporedba s Kkriterijima

prihvatljivosti na nacin koji je naveden u protokolu (Lazari¢ i Gasljevi¢, 2002).

e lzrada dokumentacije

O

©)

Pisanje standardnih operativnih postupaka za rutinsku izvedbu metode — pisani
po nacelima Dobre analiticke prakse na osnovi odgovarajucih rezultata iz

prethodnih koraka.

Definiranje vrste 1 ucestalosti ispitivanja prikladnosti sustava — odabir kriti¢nih

parametara koje metoda mora zadovoljiti.
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o Pisanje izvjes¢a o eksperimentima i rezultatima validacije — mora biti odobreno

prije nego Sto se metoda stavi u upotrebu (Lazari¢ i Gasljevi¢, 2002).

2.8.4. Parametri validacije

2.8.4.1. Selektivnost

Pojmovi selektivnost i specifi¢nost se Cesto poistovjecuju i zamjenjuju, iako su to razlicita
obiljezja metode. Razlika je u tome S$to specificna metoda odreduje jedan analit, a selektivna
metoda viSe komponenti istovremeno, neovisno o tome razlikuju li se komponente ili ne
(Lazari¢, 2012). Prema tome, selektivnost metode omogucava jasno odredivanje analita koji se
nalazi u prisutnosti drugih tvari iz smjese ili matriksa uzorka, kao $to su npr. meduprodukti
sinteza, izomeri, placebo, pomoéne komponente, kontaminanti, degradacijski produkti i dr.
(Maithani i Singh, 2011).

2.8.4.2. Linearnost

Linearnost je sposobnost metode da se njenom primjenom unutar zadanog raspona dobiju
rezultati direktno proporcionalni koncentraciji analita u uzorku. Za odredivanje linearnosti
najcesce se provode analize u 5 koncentracijskih raspona, uz 3 ponavljanja za svaki raspon.
Linearnost se moze odrediti matematicki preko jednadzbe pravca y = ax + b uz izratun
koeficijenta korelacije (r) pri ¢emu se postavlja kriterij r > 0,98. Nagib pravca (a) upucuje na
osjetljivost analitiCke metode, dok odsjecak na y-osi (b) upucuje na sustavnu pogresku metode.
Osim matematicki, linearnost se moZze odrediti i graficki, ¢ime se dobiva vizualan prikaz
ovisnosti nekog signala o koncentraciji analita u uzorku (Lazarié¢, 2012).

U slucaju kad analitickim postupkom nije moguce dobiti linearnost (npr. kod imunoloskih
testova), analiti¢ki odgovor bi trebalo opisati odgovaraju¢om funkcijom koncentracije (koli¢ine)

analita u uzorku ili prilagoditi raspon koncentracija u kojem ¢e odziv biti linearan (ICH, 2005).

2.8.4.3. Tocnost/Istinitost

Tocnost/istinitost se definira kao stupanj podudaranja izmedu izmjerene i stvarne
(prihvacene) vrijednosti. Moze se odrediti analizom poznate koli¢ine nekog analita u uzorku
(npr. analiza certificiranog referentnog materijala) te se navedene vrijednosti usporeduju s
vrijednostima koje su dobivene primjenom metode. Drugi nacin je odredivanje razlike izmedu

srednjih vrijednosti dobivenih primjenom metode i prihvatljivih vrijednosti €iji su rezultati

dobiveni primjenom referentne metode koje se svakodnevno provode u laboratoriju (Lazaric,
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2012; ICH, 2005). Kad god na raspolaganju stoji certificirani referentni materijal, on bi se trebao
upotrijebiti (Pravilnik, 2005). Preporuka je analize tocnosti provoditi u minimalno 3
koncentracijska raspona i s minimalno 3 ponavljanja za svaki koncentracijski raspon $to ukupno
¢ini 9 analiza. Jedan od 3 koncetracijska raspona trebao bi pripadati podrucju granice
kvantifikacije, dok ostali pripadaju rasponu konentracija u stvarnom uzorku (Lazari¢, 2012;

ICH, 2005).
2.8.4.4. Preciznost

Preciznost se definira kao slaganje izmedu vise mjerenja provodenih na istom homogenom
uzorku pri odredenim uvjetima, a omogucéuje kvantitavno odredivanje slucajnih pogresaka
tijekom primjene metode (Lazari¢, 2012). Najces¢e se provodi 9 mjerenja koja ukljucuju 3
koncentracijska raspona (3 mjerenja za svaki koncentracijski raspon) (ICH, 2005). Preciznost se
moze odredivati na tri razine; na razini ponovljivosti, medupreciznosti i obnovljivosti. Kada
uvjeti ukljucuju jedan laboratorij, istu aparaturu i analitiCara i provodenje analiza u kratkom
vremenskom periodu tada se govori o preciznosti pod uvjetima ponovljivosti. Kada se analize
provode u istom laboratoriju, ali kroz duzi vremenski period i izmjene pojedinih uvjeta tada se
govori o medupreciznosti. Kod odredivanja medupreciznosti vazno je uzeti u obzir uvjete rada
uvjeti ukljucuju i razli¢ite laboratorije tada je rije¢ o preciznosti pod uvjetima obnovljivosti
(Lazari¢, 2012). Odredivanje preciznosti pod uvjetima obnovljivosti omogucava dobivanje
neovisnih rezultata 1 najceS¢e se provodi u slucajevima kada je potrebno standardizirati neku
analiti¢ku metodu (primjerice kod uklju¢ivanja neke metode u farmakopeju) (ICH, 2005). Kao
numericki pokazatelj preciznosti najceS¢e se uzima standardna devijacija. Kriteriji
prihvatljivosti ovise o koncentraciji analita koji se odreduje, vrsti analize i matrici uzorka
(Lazari¢, 2012).

2.8.4.5. Granica detekcije (LOD — limit of detection)

Granica detekcije (engl. limit of detection, LOD) je najnizi udio analita u uzorku kojeg je
moguce identificirati, ali ne nuzno i kvantitativno odrediti primjenom zadanih eksperimentalnih
uvjeta. Granica detekcije mozZe se odrediti na temelju vizualne procjene (moZe 1 kod
neinstrumentalnih metoda), na temelju veze signal-Sum te na temelju standardne devijacije
signala i nagiba. Odredivanje granice detekcije na temelju veze signal-Sum upotrebljava se samo
kod primjene analitickih metoda s baznom linijom (prihvatljiv omjer signal/Sum je 3:1 ili 2:1).

Odredivanje granice detekcije na temelju standardne devijacije signala 1 nagiba izrazava se kao
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LOD = 3,3 o/ S (0 = standardna devijacija odgovora; S = nagib pravca kalibracijske krivulje
analita) (Lazari¢, 2012; ICH, 2005).

2.8.4.6. Granica kvantifikacije (LOQ — limit of quantification)

Granica kvantifikacije (engl. limit of quantification, LOQ) predstavlja najnizi udio analita u
uzorku kojeg je moguce kvantitativno odrediti uz odgovarajucu istinitost i preciznost. Granica
kvantifikacije, isto kao i granica detekcije, moze se odrediti vizualnom procjenom, na temelju
omjera signal-sum te na temelju standardne varijacije signala i nagiba. Odredivanje granice
kvantifikacije na temelju veze signal-sum takoder se upotrebljava samo kod primjene analitickih
metoda s baznom linijom (prihvatljiv omjer je 10:1). Odredivanje granice kvantifikacije na
temelju standardne devijacije singala i nagiba izrazava se kao LOQ =10 o/ S (0 = standardna

devijacija odgovora; S = nagib pravca kalibracijske krivulje analita) (Lazari¢, 2012; ICH, 2005).
2.8.4.7. Radno podrucje

Radno podrucje analiticke metode je raspon izmedu minimalne i maksimalne koncentracije
analita dobivene analitickom metodom u kojem se dobivaju precizni, istiniti i linearni rezultati.
Sto je radno podrugje uze rezultati ¢e biti istinitiji i precizniji. Raspon se odreduje iz studija
linearnosti na temelju primjenjene upotrebe metode (Lazari¢, 2012).

2.8.4.8. Robusnost

Robusnost predstavlja otpornost metode na male, namjerne promjene parametara pri ¢emu
se osiguravaju to¢ni i precizni rezultati. Prije ispitivanja robusnosti potrebno je odrediti
¢imbenike koji utjecu na rezultate, a pojavljuju se u primarnoj obradi, pro¢i§¢avanju i analizi
uzoraka. Svakom od navedenih ¢imbenika neznatno se promijeni svaki parametar koji utjece na
rezultat te se prema nekom od priznatih postupaka provodi test robusnosti pracenjem kvantitavne
promjene razultata. Kada metoda nije osjetljiva na male, namjerne promjene parametara i
osigurava odgovarajuce rezultate kaZe se da je nevedeni parametar u podrucju robusnosti
metode. Ako navedene promjene pokazuju znacajniji utjecaj na rezultate potrebno je provesti
daljnja ispitivanja kojima ¢e se definirati granice prihvatljivosti tog parametra ili objasniti utjecaj

navedenih parametara u opisu metode (Lazari¢, 2012; Pravilnik, 2005).
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3. EKSPERIMENTALNI DIO

3.1. MATERIJALI

U ovom radu je provedena validacija metode za odredivanje slobodnog SO> primjenom
analizatora kontinuiranog protoka (CFA/SFA). Za ispitivanja su odabrani uzorci vina, vo¢nih
vina i aromatiziranih vina. Validacija je provedena usporedbom rezultata dobivenih ovom
metodom i rezultata dobivenih referenthom, OIV metodom. Sva ispitivanja su provedena u
Odjelu za fizikalno kemijska ispitivanja, Centra za vinogradarstvo, vinarstvo i uljarstvo,

Hrvatske agencije za poljoprivredu i hranu.

3.2. ODREDPIVANJE SLOBODNOG SUMPOROVOG DIOKSIDA U VINU I
VOCNOM VINU OIV METODOM PO FRANTZ-PAULU

Kemikalije:

e Fosfatna kiselina (H3POa, 85 %, p20= 1,71 g/mL)
e Otopina vodikovog peroksida (H202, 30 %)

e Metilno crvenilo (C1sH15N302)

e Etanol (CH3CH20H, 50 vol %)

e Metilensko modrilo (C16H18CIN3S * nH-0)

e Demineralizirana voda (H20)

e Natrijev hidroksid (NaOH; 0,01 mol/L)

Aparatura i pomocéna oprema

e Aparatura se sastoji od tikvice s dugim grlom A, kruskolike tikvice B
e Mjerac protoka zraka

e Vakuum pumpa

e Pipeta od 50 mL, automatska bireta od 20 mL

e Rashladna kupelj

Princip metode
Uzorak vina zakiseljen je fosfatnom kiselinom i izloZen struji zraka pri sobnoj temperaturi.

Izdvojen sumporov dioksid oksidira se u otopini vodikova peroksida, a nastali vodikovi ioni
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titriraju se otopinom natrijevog hidroksida uz kombinirani indikator.

Priprema, oznacavanje i cuvanje volumetrijskih otopina

e Otopina 25 % fosfatne kiseline — 300 mL fosfatne kiseline doda se u 700 mL
demineralizirane vode i ohladi.

e Otopina mijesanog indikatora — 1 g metilnog crvenila i 0,5 g metilenskog modrila otopi
seulL 50 % etanola

e Otopina reagens-indikatora — U tikvicu od 100 mL doda se 1 mL otopine vodikovog
peroksida te se nadopuni do oznake s demineraliziranom vodom. Otopina se prelije u
Erlenmeyerovu tikvicu i doda se nesto otopine mijesanog indikatora (do promjene boje
otopine u ljubicastu). Zatim se otopini doda 0,01 mol/L natrijevog hidroksida do

promjene boje otopine u zelenu.

Odredivanje slobodnog sumporovog dioksida

Aparatura za odredivanje slobodnog sumporovog dioksida prikazana je na slikama 61 7. U
tikvicu A doda se 50 mL vina/vo¢énog vina, prikljuci se na aparaturu i uroni u rashladnu kupelj.
Kroz nastavak se doda 15 mL 25 %-tne fosforne kiseline. U tikvicu B doda se 3 mL otopine
reagens-indikatora. Protok vode kroz vodenu vakuum pumpu podesi se na priblizno 40 L/h.

Od trenutka kad u tikvicu B pocinju prelaziti mjehuri¢i mjeri se vrijeme od 15 minuta. Nakon
15 minuta tikvice se skidaju s aparature. Sadrzaj tikvice B titrira se otopinom 0,01 mol/L
natrijevog hidroksida dok prva dodana kap otopine natrijevog hidroksida ne promijeni ljubicasto
obojenje u zeleno. Volumen utro$ka 0,01 mol/L natrijevog hidroksida oznacava se sa n'.

Obojenja prije i nakon titracije prikazana su na slici 8.
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Vodena vakvum pumpa

&
™ 100 mL

Slika 7. Aparatura za odredivanje slobodnog sumporovog dioksida metodom po Frantz

Paulu (vlastita fotografija)

Slika 8. Obojenja prije i nakon titracije s natrijevim hidroksidom (vlastita fotografija)
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Iskazivanje rezultata

Koli¢ina slobodnog sumporovog dioksida u mg/L ra¢una se prema jednadzbi (1):

Slobodni SO2 (mg/L) =n'* 6,4 [1]

gdje je n'- mL 0,01 mol/L NaOH.

3.3. ODREDPIVANJE SLOBODNOG SUMPOROVOG DIOKSIDA S CFA/SFA

ANALIZATOROM FLOWSYS

Kemikalije

Sumporna kiselina (H2SO4, 97 %)

Pararosanilin acetat (C19H17N3 x C2H402)
Klorovodic¢na kiselina (HCI, 37 %)

Formaldehid (HCHO, 37 %)

Triton X100, tenzid (Ci4aH220(C2H40), (n =9 - 10))
Etanol (CH3CH20H, 96 %)

Ultradista voda (R-H20, 18M Q/cm)

Aparatura i pomocéna oprema

Metode koje koriste analizu protoka omogucuju automatsku provedbu postupaka mokre
kemije i samim time su pogodne za analizu velikog broja uzoraka. Razlikuju se dvije
vrste analize protoka, a to su analiza kontinuiranog protoka (CFA/SFA) i analiza protoka
ubrizgavanja (engl. flow injection analysis, FIA). U ovom radu primjenjena je metoda
kontinuiranog protoka uz pomoc¢ analizatora CFA/SFA FLOWSY S (proizvodac Alliance
Instruments GmbH, Salzburg, Austrija) koji omogucuje potpuno automatsku provedbu

analize slobodnog SO> u vinu i voénom vinu.

Staklene kivete za uzorke, mikropipeta od 500 pL, plasti¢na kiveta od 10 mL, plasti¢ni

drza¢ za kivete
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Princip metode

Uzorak vina se pri sobnoj temperaturi (20 °C) razrjeduje sa sumpornom kiselinom kako bi
se oslobodio slobodni sumporov dioksid. Sumporov dioksid se izdvaja mikrodestilacijom uz plin
dusik kao nosa¢ i prikuplja u kontinuiranoj struji otopine kojoj ¢e se mjeriti apsorbancija.
Sumporov dioksid iz destilata ulazi u reakciju s pararosanilinom i formaldehidom tvoreci
ljubicasto-ruzicasto obojenje u kiselom pH. Apsorbancija se odreduje pri 546 nm u proto¢nom

kolorimetru, a rezultat se usporeduje s kalibracijskom krivuljom.

Princip rada analizatora

Analizator se sastoji od uzorkivaca za tekuée uzorke i visekanalne peristalticke pumpe koja
radi kontinuirano stalnom brzinom i transportira uzorke i reagense (slika 9, slika 10). U stanju
mirovanja, uzorkiva¢ unosi R-H>O kroz sustav cjev¢ica, R-H20 se mijesa s radnim reagensima
te otopina tece kontinuirano kroz cijeli reakcijski sustav. Ta reakcijska otopina detektira se u
protocnoj ¢eliji kao bazna linija (slijepa proba). U stanju mirovanja, pipeta za uzimanje uzorka
spojena je s linijom slijepe probe i na fotometru se o€itava bazna linija, pri ¢emu stabilna bazna
linijja upuéuje na dobru kvalitetu reagensa i omogucuje dobru ponovljivost. Kad uredaj za
uzorkovanje prelazi sa slijepe probe na prvi uzorak uz kontinuirani rad pumpe, dolazi do kratkog
usisavanja zraka. Podizanjem pipete iz uzorka aspirira se malo zraka koji ulazi u sustav u obliku
mjehurica i omogucuje segmentaciju (1 mjehuri¢/1 sekunda), a zatim kroz cjevcice prolaze ostali
reagensi. Zracni mjehuri¢ izmedu uzoraka odvaja slijepu probu od uzorka i uzorke medusobno.
Zbog povrSinske napetosti, na stijenkama proto¢ne celije ostaje tanak film prilikom prolaska
mjehurica te se i1z tog razloga reakcijski sustav uvijek mora odrzavati Cistim (kako ne bi doslo
do prijenosa prethodnog uzorka i reagensa na sljedeci). Uzorak i reagensi mijesaju se u staklenim
spiralama, pri ¢emu razli¢ite duljine spirala omogucuju razlic¢ito trajanje mijeSanja prije dodatka

sljedeceg reagensa.
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Slika 10. Analiti¢ka jedinica sa sustavom cijevi u kojima se odvija kontinuirani protok

(vlastita fotografija)

Priprema, oznacavanje i cuvanje volumetrijskih otopina

Sulfatna kiselina: U digestoru se 100 mL H2SO4 otopi u otprilike 600 mL R-H20, ohladi
i nadopuni do 1000 mL s R-H-O.

Stock A: 1,1 g pararosanilin acetata otopi se u 500 mL R-vode pri ¢emu se otopina mijesa
cijeli dan na sobnoj temperaturi. Nakon toga otopinu je potrebno polako profiltrirati kroz
dupli filter papir i spremiti u tamnu posudu.
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e Rosan: Odmjeri se 25 mL stocka A, doda 6,25 mL klorovodi¢ne kiseline i mijesa 15
minuta. Nakon toga nadopuni se s R-H>O do 1000 mL.

e Formal: 0,5 mL formaldehida doda se u tikvicu od 100 mL i nadopuni s R-H20 (potrebno
svaki dan pripremiti svjezu otopinu). U tikvicu se doda 0,2 mL tritona razrijedenog S
etanolom u omjeru 1:1 (razrijedenje treba provesti polako, kako ne bi doslo do stvaranje

pjene). Takvu otopinu moguce je koristiti nekoliko dana, odnosno dok je bistra.

Priprema uzoraka

Uzorci se stavljaju u pripadajuce staklene kivete (bez filtriranja).

Kalibracijski uzorci
Za kalibraciju koriste se uzorci vina u slijede¢im rasponima: C1 - > 50 mg/L, C2 — 20 - 40

mg/L i C3 - < 10 mg/L. Uzorci se ¢uvaju o bo¢icama od 250 mL zacepljenim parafilmom.

Dnevna provjera metode s kontrolnim uzorcima

Dnevno se provjeravaju 3 uzorka u razli¢itim koncentracijskim rasponima, kojima su
koncentracije odredene primjenom OIV metode. Istim uzorcima se odreduje koncentracija
slobodnog SO2 CFA metodom te se navedeni rezultati upisuju u odgovarajuéi Excel predlozak

i usporeduju na komparativnoj kontrolnoj karti (za usporedbu metoda).

Pocetak rada i provjera uredaja

Tri kalibracijske tocke odreduju se OIV metodom, a za to vrijeme radne otopine se
temperiraju na sobnoj temperaturi. U Kivete se dodaju primer (uzorak veée koncentracije od C1),
kalibracijski uzorci (C1, C2, C3) 1 uzorci vina te se istim redoslijedom slazu u plasti¢ni drzac¢ za
kivete.

Analizator FLOWSYS pokrece se ukljucivanjem analiticke jedinice, dovoda dusika,
fotometra, mjeraca protoka, autosamplera, racunala i softvera. Pokrece se ispiranje s R-H20. Na
ra¢unalu se odabere metoda za odredivanje slobodnog sumporovog dioksida. Provedu se dva
mjerenja neposredno jedno iza drugog. U predlozak koji je dio softvera upisuje se broj dnevnih
uzoraka zajedno s njihovim analitickim oznakama. U metodi na racunalu prati se bazna linija
koja se treba stabilizirati na 400 mV (stabilizira ju prolazak pararosanilina). U program na

racunalu unose se izmjerene koncentracije C1, C2, C3 koju su bile odredene OIV metodom i na
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temelju tih vrijednosti konstruira se kalibracijska krivulja. Nakon ove pripreme i provjere

uredaja, pokrece se CFA metoda.

Iskazivanje rezultata
Uredaj je programiran tako da nakon provedene analize vina izrazava koncentraciju
slobodnog sumporovog dioksida (mg/L). Uredaj ima radni raspon 2 - 80 mg/L za slobodni

sumporov dioksid u vinu.

3.4. PARAMETRI VALIDACIJE

Odabrani parametri za validaciju CFA metode su: linearnost - odredena preko koeficijenta
korelacije (r); to¢nost - odredena preko koeficijenta korelacije (r), apsolutnog odstupanja
(Biasabs), relativnog odstupanja (Biasrel), Bland-Altmanovog dijagrama i Z — vrijednosti;
preciznost - odredena preko relativne standardne devijacije (RSD); ponovljivost (R); granica
detekcije (LOD); granica kvantifikacije (LOQ) i raspon. Parametri su odredeni preko kriterija
OlV-a (OlV, 2019) te prema Resolution OIV/OENO 391/2010 (medulaboratorijska
ponovljivost za slobodni SO» (automatska kolorimetijska metoda s pararosanilinom) (OIV,
2010).
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4. REZULTATI | RASPRAVA

Cilj ovog rada bio je provesti validaciju metode za odredivanje slobodnog sumporovog
dioksida u vinu primjenom analizatora kontinuiranog protoka FLOWSYS. Validacija je
provedena kroz odredivanje slijede¢ih parametara validacije; linearnost - odredena preko
koeficijenta korelacije (r); to¢nost - odredena preko koeficijenta korelacije (r), apsolutnog
odstupanja (Biasass), relativnog odstupanja (Biasre), Bland-Altmanovog dijagrama i Z —
vrijednosti; preciznost - odredena preko relativne standardne devijacije (RSD); ponovljivost (R);
granica detekcije (LOD); granica kvantifikacije (LOQ) i raspon. Validirana metoda bila je
usporedivana s referentnom OIV metodom po Frantz Paulu. Koncentracije slobodnog SO-

izraZzene su u mg/L. Rezultati su prikazani graficki (slike 11 — 17) i tabli¢no (tablice 2 - 6).

4.1. LINEARNOST

Linearnost se odreduje temeljem usporedbe rezultata analize uzoraka razli¢itih koncentracija
pri ¢emu se usporeduju rezultati dobiveni OIV i CFA metodom. Mjerenja su provedena u
zadanom koncentracijskom rasponu, u duplikatu. Za utvrdivanje linearnosti u ovom su radu

provedene analize 32 uzorka u koncentracijskom rasponu 3 - 60 mg/L SO (tablica 2).
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Tablica 2. Koncentracije slobodnog SO2 (mg/L) dobivene primjenom OIV i CFA metode

Redni broj X CFA (mg/L SO2) xOIV(mg/L SO2) XCFA-XOIV |XCFA-XOIV|

uzorka
1 23,6 22,75 0,85 0,85
2 3,9 5,12 -1,22 1,22
3 29,6 30,4 -0,8 0,8
4 3,9 7,36 -3,46 3,46
5 11,75 11,84 -0,09 0,09
6 2,85 6,08 -3,23 3,23
7 2,9 2,88 0,02 0,02
8 5 3,2 1,8 1,8
9 7,55 2,88 4,67 4,67
10 4,05 6,08 -2,03 2,03
11 20,4 22,4 -2 2
12 2,95 4,48 -1,53 1,53
13 15,5 16,32 -0,82 0,82
14 4 5,44 -1,44 1,44
15 17,6 18,56 -0,96 0,96
16 17,55 18,56 -1,01 1,01
17 14,15 17,92 -3,77 3,77
18 24,05 25,6 -1,55 1,55
19 25,2 27,52 -2,32 2,32
20 10,45 11,52 -1,07 1,07
21 6,95 8,64 -1,69 1,69
22 14,35 17,92 -3,57 3,57
23 5,8 8,32 -2,52 2,52
24 23,7 21,44 2,26 2,26
25 7,95 8,96 -1,01 1,01
26 10,7 11,52 -0,82 0,82
27 15,55 16,64 -1,09 1,09
28 44,1 48,32 -4,22 4,22
29 41,45 41,92 -0,47 0,47
30 41,6 41,92 -0,32 0,32
31 54,5 57,6 -3,1 3,1
32 60,4 58,88 1,52 1,52

srednja 17,94 19,03 -1,09 1,79

vrijednost (mg/L)

Kod 26 od 32 uzorka vrijednosti dobivene OIV metodom nesto su vece od onih dobivenih
CFA metodom, dok su kod 6 uzoraka (1, 7, 8, 9, 24, 32) vrijednosti CFA metode nesto veée od
OIV, pri ¢emu je najveca razlika prisutna kod Uzorka 9 (4,67 mg/L).
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4.1.1. Koeficijent korelacije (r)

Koeficijent korelacije koristi se kada izmedu varijabli postoji linearna povezanost i
neprekidna normalna distribucija. Maksimalna vrijednost iznosi +1 (savrSena pozitivna
korelacija), a minimalna -1 (savrSena negativna korelacija). Predznak upucuje na smjer
korelacije, ali ne i na snagu korelacije. Na temelju dobivenih rezultata konstruira se dijagram i
izraCuna jednadzba pravca (y = ax + b) i koeficijent korelacije r, pri ¢emu nagib pravca (a)
ukazuje na osjetljivost metode, dok odsjeCak na y osi (b) ukazuje na eventualnu sustavnu

pogresku. Kriterij za koeficijent korelacije iznosi r > 0,98 za raspon 3 - 60 mg/L SO (slika 11).

70

y =0,9975x + 1,139
R? = 0,9855

OIV (mg/L SO,)
N w Y (9] [e))]
o o o o o

=
o

o

0 10 20 30 40 50 60 70
CFA (mg/L SO,)

Slika 11. Usporedbe OIV i CFA metode u rasponu koncentracija 3 - 60 mg/L

Dobiveni koeficijent korelacije iznosi r = 0,99 §to je u skladu s kriterijem r > 0,98 te se na
temelju toga moze utvrditi linearni odziv metode u ovisnosti o koncentraciji analita u

ispitivanom uzorku.

4.2. TOCNOST

Za odredivanje tocnosti metode primjenjeni su slijede¢i parametri: koeficijent korealacije
(r), apsolutno i relativno odstupanje (bias), Bland-Altmanov dijagram i Z-vrijednost.

4.2.1. Koeficijent korelacije (r)

Provedene su usporedbe rezultata dobivenih OIV i CFA metodom (prosjek 2 uzastopna

ponavljanja) na 34 uzorka vina za 3 koncentracijska raspona; 0 - 30 mg/L SO, 5 - 30 mg/L SO>
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i 15 - 30 mg/L SO2. Rezultati su prikazani graficki (slika 12, 13, 14) kao odnos rezultata
dobivenih s obje metode. Izracunati su koeficijenti korelacije (r) za pojedine raspone. Koeficijent

korelacije kojim se potvrduje to¢nost metode treba biti veéi od 0,9 (r > 0,90).

35
y =1,0085x + 0,9054
30 R? = 0,9695
°
25
8(\1
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S~
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E 55
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0
0 5 10 15 20 25 30 35
CFA (mg/L SO,)
Slika 12. Odredivanje to¢nosti (0 - 30 mg/L SO3)
35
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Slika 13. Odredivanje to¢nosti (5 - 30 mg/L SO3)
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Slika 14. Odredivanje to¢nosti (15 - 30 mg/L SOy)
Za zadane koncentracijske raspone koeficijent korelacije su iznosili:
r (0-30 mg/L) = 0,98
r (5-30 mg/L) = 0,98
r (15-30 mg/L) = 0,95.
Dobivene r vrijednosti u skladu su sa zadanim kriterijem validacije ( r > 0,90).

4.2.2. Apsolutno i relativno odstupanje (bias)

Bias (sustavna pogreska) donosi procjenu odstupanja srednje vrijednosti ponovljenih
mjerenja od o¢ekivanih vrijednosti (West, 1999). Na temelju analize 32 uzorka vina (tablica 2)
odredeno je apsolutno (Biasass) I relativno (Biasrer) odstupanje aritmeticke sredine vrijednosti
dobivenih CFA metodom od aritmetic¢kih sredina vrijednosti dobivenih OIV metodom. Bias se

rauna prema formulama (2 i 3):

Biasans = [X CFA - X OIV| (mg/L) [2]
Biasrei= [|(X CFA —X OIV)| / x OIV] * 100 %, (3]
gdje je:

|x CFA - X OlV|—apsolutna vrijednost aritmeticke sredine razlike izmedu CFA i OIV metode

za svaki pojedini uzorak (tablica 2),
x OIV — srednja vrijednost rezultata dobivenih OIV metodom (tablica 2) (mg/L).
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IzraCunate vijednosti za BiaSans i Biasrel iznose:
Biasaps = 1,79 mg/L
Biasrel = [|(X CFA - X OIV)| / x OIV] * 100 % = 9,4 %

4.2.3. Bland-Altmanov dijagram

Kako bi se lak$e uocila razlika izmedu dva mjerna instrumenta, tj. dvije metode, konstruiran
je Bland-Altmanov dijagram rasprSenja razlike izmedu mjerenja dobivenih OIV i CFA
metodom. Prilikom konstrukcije Bland-Altmanovog dijagrama na apscisu se nanosi aritmeti¢ka
sredina rezultata (od dva uzastopna mjerenja) za svaku metodu, a na ordinatu razlika izmedu
rezultata izmjerenih referentnom i ispitivanom metodom. Bland-Altmanov dijagram izraden je
na temelju analize 32 uzorka (tablica 2). Izracunate su vrijednosti za prosje¢no odstupanje (d) i
standardnu devijaciju prosje¢nog odstupanja (Sq¢) koje su posluzile za odredivanje donje i gornje

granice prihvatljivosti prema formulama (4 i 5):

d =-1,09 mg/L
S¢ = 1,86 mg/L
Gornja granica prihvatljivosti = d + 1,96 * s, = 2,55 mg/L [4]
Donja granica prihvatljivosti = d — 1,96 * s; = -4,73 mg/L. [5]
Bland-Altmanov dijagrame ow raike
5 @® CFArazlike
& < e prosje¢no odstupanje
4 e cornja granica (+1,96 SD)
3 e donja granica (-1,96 SD)
ON
A L N )
= 2 2,55
> (Y ) o
s’ »
0 —®
< 0 5 1 1 20 25 ﬂ 35 20l 45 50 55 60 65
Ik: -1
= (X .0 -1,09
° -2 !
2 . : ) il 1O
€ 3
v o, 0 ® &
~ e
ﬁ 4 . ‘
© [} =]
-5
-4,73

srednja vrijednost metoda (mg/L SO,)
Slika 15. Bland-Altmanov dijagram
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Bland-Altmanovim dijagramom (slika 15) nisu utvrdena znacajna odstupanja, no jedna je
toc¢ka (Uzorak 9) u obje metode oznacena kao outlier jer izlazi iz granica prihvatljivosti
definiranih rasponom = 1,96 standardne devijacije od srednje vrijednosti. U pojedinim
slu¢ajevima rasprsenost razlika nesto je veéa kod nizih vrijednosti (< 5 mg/L) i visih
vrijednosti (> 45 mg/L), ali ne izlazi iz granica prihvatljivosti pa se moze zakljuciti da nije

prisutno proporcionalno ili konstantno odstupanje izmedu metoda.

4.2.4. Z—vrijednost

Kroz duzi vremenski period prikupljeni su rezultati dobiveni OIV i CFA metodama za veci
broj uzoraka vina, voénih vina i aromatiziranih vina (n = 211). Na dijagramu je prikazana
usporedba dobivenih rezultata (slika 16). Na temelju analize 211 uzoraka odredena je Z —
vrijednost prema formuli (6):

Z =|Md|/ Sq [6]

gdje je:

Mg - srednja vrijednost razlika izmedu OIV i CFA metode (mg/L)

S¢ — standardna devijacija razlika izmedu OIV 1 CFA metode (mg/L).

Ukoliko je Z - vrijednost < 2,0 moze se zakljuciti da je to¢nost validirane metode u odnosu
na referentnu zadovoljavajuca, uz rizik pogreske a =5 %. Ukoliko je Z — vrijednost > 2,0, moze

se zakljuciti da tocnost validirane metode nije zadovoljavajué¢a u odnosu na referentnu.

65
60
55
50
45
40
—~35
230
®25
=20
o015

10 15 20 25 30 35 40 45 50 55 60 65
CFA (mg/I SO,)

Slika 16. Usporedba OIV i CFA metode tijekom duzeg vremenskog perioda
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Na temelju dobivenih koncentracija slobodnog SO> u uzorcima vina izracunati su slijedeci

podaci:
IMqg| = 1,20 mg/L
Sq = 3,05 mg/L

Z - vrijednost = |[Mq| / S¢ = 0,39 <2

Z - vrijednost je manja od 2,0 i pritom se moze zakljuciti da je to¢nost jedne metode u odnosu
na drugu zadovoljavajuca na razini raspona u kojem se razmatra, pri ¢emu je rizik pogreske o =
5 %.

Vrijednosti svih ispitivanih parametara koji opisuju to¢nost pokazale su da je CFA metoda

to¢na u odnosu na referentnu, OIV metodu.

4.3. PRECIZNOST | PONOVLJIVOST
Buduéi da je slobodni SOz u vinu nestabilan parametar (otopljen u plinovitom obliku i
tijekom vremena oksidira i hlapi), promatraju se preciznost i ponovljivost mjerenja iz netom

otvorene bhoce.

4.3.1. Preciznost (RSD)

Preciznost (RSD) je stupanj podudaradnosti izmedu niza mjerenja izvedenih pod propisanim
uvjetima iz istog, homogenog uzorka primjenom ispitivane metode. Za utvrdivanje preciznosti
CFA metode provedena su mjerenja u pet uzoraka vina (A-E) s koncentracijskim rasponima; <
5 mg/L; < 10 mg/L; > 15 mg/L; > 20 mg/L i > 50 mg/L. Za svaki uzorak provedeno je 10
ponovljenih mjerenja. Za pojedini koncentracijski raspon odredena je aritmeticka sredina
mjerenja (X) i standardna devijacija (o) (tablica 3). Odredena je preciznost (RSD, %) za raspone

i ukupno.
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Tablica 3. Koncentracija slobodnog SO (mg/L) dobivena CFA metodom u uzorcima

vina (A-E) s pet koncentracijskih raspona

Broj mjerenja Uzorak A Uzorak B (<10
mg/L)

(£5mg/L)
1 4,10
2 4,00
3 4,00
4 3,90
5 3,90
6 4,00
7 3,90
8 3,80
9 3,80
10 3,70
Srednja 3,91
vrijednost (x)
(mg/L)
Standardna 0,12
devijacija (o)
(mg/L)

7,20
7,00
6,90
6,90
7,00
6,90
6,90
6,80
6,90
6,90
6,94

0,11

Uzorak C (> 15

mg/L)

15,80
15,60
15,50
15,40
15,20
15,20
15,10
15,20
15,60
15,60
15,42

0,23

Uzorak D (= 20

mg/L)

21
21,6
21,8
21,7
21,8
21,8
21,8
21,8
21,6
217

21,66

0,25

(=50
mg/L)
51,9

53,1
53,6
53,7
53,7
53,8
53,8
53,9
53,8
52,8
53,41

0,64

Uzorak E

Na temelju aritmeticke sredine i standardne devijacije odredena je preciznost CFA metode

(RSD vrijednost). Kriterij za preciznost iznosi RSD < 5 %. Preciznost metode izracuna se iz

srednje vrijednosti (X) dobivene iz 10 mjerenja pojedinog uzorka i pripadajuce standardne

devijacije (o) prema formuli (7):
RSD = (6 /X) * 100 %.

Dobivene vrijednosti preciznosti iznose:

RSD (<5 mg/L) = 3,06 %

RSD (< 10 mg/L) = 1,55 %
RSD (> 15 mg/L) = 1,52 %
RSD (> 20 mg/L) = 1,14 %
RSD (=50 mg/L) = 1,19 %.

Ukupna preciznost dobivena je izraCunom aritmetic¢ke sredine pojedina¢nih RSD vrijednosti

i iznosi:
RSD (ukupno) = 1,69 %.

Kako bi se odredila preciznost kroz dulji vremenski period, prikupljeni su rezultati CFA

metode koji su dobiveni analizom veéeg broja uzoraka vina, vo¢nih vina i aromatiziranih vina

(n=117). Provedena su mjerenja kroz 4 koncentracijska raspona odabranih uzoraka; <5 mg/L,
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5-15mg/L, 15 - 30 mg/L i 30 - 60 mg/L (tablica 4). Odredena je preciznost (RSDr, %) za
raspone i ukupno. Za vrijednosti preciznosti kroz duzi vremenski period (RSDr) zadani kriterij
validacije iznosi RSDr < 10 %.
Tablica 4. Koncentracija slobodnog SO, (mg/L) dobivena CFA metodom u uzorcima
vina s Cetiri koncentracijska raspona
X(£5mg/L) x(5-15mg/L) x(15-30mg/L) X (30-60 mg/L)

2,55 5,3 14,95 31,1
2,75 5,65 15,2 32,05
3,05 6 15,4 32,5
6,35 15,75 32,55
6,65 15,95 32,75
6,95 16,4 33,4
7 16,55 33,8
7,25 16,75 34,1
7,65 17,2 34,85
8,15 17,25 35,5
8,55 17,85 35,5
8,6 17,95 37,95
8,7 18 40,4
8,8 18 41,45
9,2 18,6 41,5
10,15 18,95 43
10,35 19,3 44
10,35 19,55 441
10,4 19,55 46,25
10,75 19,8 46,95
10,8 20,1 48
10,8 20,3 51,95
10,9 20,3 54,5
11,05 20,4 60,4
11,1 21
11,35 21,05
11,7 21,1
11,9 21,25
12,2 21,35
12,45 21,75
12,5 22,1
12,75 22,45
12,85 22,5
12,9 24
13 24,7
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Tablica 4. Koncentracija slobodnog SO2 (mg/L) dobivena CFA metodom u uzorcima

vina s Cetiri koncentracijska raspona - nastavak

13,4 25,25
13,7 25,35
14,05 25,35
141 25,75
14.2 25,85
14,55 26,45
14,6 26,9
27,1
27,15
27,95
29,2
30,05
30,25

Dobivene vrijednosti su:

RSDk (< 5mg/L SO2) = 7,66 %

RSDr (5 - 15 mg/L SO2) =2,07 %

RSDr (15 - 30 mg/L SO2) = 1,30 %

RSDr (30 - 60 mg/L SO2) = 1,04 %

RSDr (ukupno) = 3,02 %.

Rezultati preciznosti za svaki koncentracijski raspon i ukupne preciznosti zadovoljavaju
kriterij validacije RSD < 5 %. Vrijednosti preciznosti kroz duzi vremenski period
zadovoljavanju kriterij validacije RSDr < 10 %. | kod RSD i RSDr vrijednosti uocljivo je da je
ne$to manja preciznost prisutna u uzorcima s niskom koncentracijom slobodnog SO (<5 mg/L),
ali s obzirom na to da sve vrijednosti zadovoljavaju zadane kriterije moze se zakljuciti da metoda
pokazuje odgovarajuc¢u preciznost za dano podruéje mjerenja. Segundo i Rangel (2001)
odredivali su slobodni SO2 sekvencijskom injekcijskom analizom (engl. Sequential Injection
Analysis, SIA). RSD vrijednost dobivena je na temelju analize 2 uzorka vina, kroz 10
ponavljanja. RSD za vino ¢ija je koncentracija slobodnog SO:iznosila 10,3 mg/L je 1,2 %, a za
vino ¢ija je koncentracija slobodnog SO- iznosila 23 mg/L je 0,8 %. Vrijednosti dobivene
primjenom SIA metode takoder su u skladu s kriterijem RSD <5 % pri ¢emu je isto kao 1 kod
CFA metode vidljiva manja preciznost kod uzorka s niZzom koncentracijom slobodnog SO-.

Ivanova-Petropulos i Mitrev (2014) su odredivali slobodni SO> metodom po Ripperu. Kroz

10 ponavljanja na 2 uzorka vina dobivene su koncentracije slobodnog SO2 u vinima; X (bijelo
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vino) = 28,93 mg/L i X (crno vino) = 13,82 mg/L. Odredene su vrijednosti preciznosti; RSD
(bijelo vino) = 2,28 % i RSD (crno vino) = 3,90 %, sto zadovoljava zadani kriterij RSD <5 %.
Za oba uzorka odredene su i koncentracije slobodnog SOz u vinima kroz 5 razli¢itih dana pri
¢emu su se za svaki uzorak provodila 3 mjerenja; Xr (bijelo vino) = 29,01 mg/L i Xr (crno vino)
= 13,65 mg/L. Odredene vrijednosti preciznosti iznosile su: RSDr (bijelo vino) = 2,55 % i RSDr
(crno vino) = 5,41 %, s§to udovoljava zadanom kriteriju RSDr < 10 %. Uo¢ljiva je manja
preciznost mjerenja kroz 5 razli¢itih dana, nego $to je to kod uzastopnih mjerenja u istom danu.
Kao 1 kod CFA metode bolja preciznost dobivena kod uzorka s vecom koncentracijom

slobodnog SOy, tj. kod uzorka bijelog vina.

4.3.2. Ponovljivost (R)

Ponovljivost mjerenja (R) podrazumijeva preciznost ostvarenu pod jednakim uvjetima
(identi¢cne kemikalije, identi¢na aparatura, jedan laboratorij i analiticar, provedba kroz kraéi
vremenski period). Za utvrdivanje ponovljivosti CFA metode provedena su mjerenja u pet
uzoraka vina (A-E) s koncentracijskim rasponima; < 5 mg/L; <10 mg/L; > 15 mg/L; > 20 mg/L
1>50 mg/L. Za svaki uzorak provedeno je 10 ponovljenih mjerenja. Za pojedini koncentracijski
raspon odredena je aritmetiCka sredina mjerenja (X) i standardna devijacija (o) (tablica 3).
Odredena je ponovljivost (R, mg/L) za raspone i ukupno.

Na temelju vrijednosti standardne devijacije (o) odredena je ponovljivost CFA metode (R).
Kriterij za ponovljivost iznosti R < 7 mg/L. Ponovljivost metode izracuna se iz pripadajuce
standardne devijacije (o) 10 mjerenja prema formuli (8):

R=0*2,8mg/L. (8]

Dobivene vrijednosti ponovljivosti iznose:

R (<5 mg/L) = 0,34 mg/L

R (<10 mg/L) = 0,30 mg/L

R (> 15 mg/L) = 0,66 mg/L

R (> 20 mg/L) = 0,69 mg/L

R (>50 mg/L) = 1,78 mg/L.

Ukupna ponovljivost dobivena je izratunom aritmeticke sredine pojedina¢nih R vrijednosti
1 1znosi:

R (ukupno) = 0,75 mg/L.

Kako bi se odredila ponovljivost kroz dulji vremenski period, prikupljeni su rezultati CFA
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metode koji su dobiveni analizom veceg broja uzoraka vina, vo¢nih vina i aromatiziranih vina
(n =117). Provedena su mjerenja kroz 4 koncentracijska raspona odabranih uzoraka; <5 mg/L,
5-15 mg/L, 15-30 mg/L i 30-60 mg/L (tablica 4). Odredena je ponovljivost (Rr, mg/L) za
raspone i ukupno.

Za vrijednosti ponovljivosti kroz duzi vremenski period (Rr) zadani kriterij validacije iznosi

Rr <7 mg/L. Dobivene vrijednosti su:

Rr (<5 mg/L SO2) = 0,59 mg/L

Rr (5 - 15 mg/L SO2) = 0,53 mg/L

Rr (15 - 30 mg/L SO2) = 0,78 mg/L

Rr (30 - 60 mg/L SO2) = 1,21 mg/L

Rr (ukupno) = 0,78 mg/L.

Rezultati ponovljivosti za svaki koncentracijski raspon (R) i ukupne ponovljivosti (R
(ukupno)) zadovoljavaju kriterij validacije R < 7 mg/L. Vrijednosti ponovljivosti kroz duzi
vremenski period takoder zadovoljavanju kriterij validacije Rr < 7 mg/L te se moze zakljuditi
da metoda ima odgovarajucu ponovljivost za dano podrucje mjerenja. Kod raspona > 50 mg/L
zaR 130 - 60 mg/L za Rr ponovljivost je neznatno manja nego za ostale raspone (R = 1,78 mg/L

I Rr=1,21 mg/L) dok su vrijednosti za ostale raspone < 1 mg/L.

4.4. GRANICA DETEKCIJE (LOD) | GRANICA KVANTIFIKACIJE (LOQ)

Za izraCun granice detekcije i granice kvantifikacije provodi se 10 ponovljenih mjerenja na
jednom uzorku pri ¢emu se mjeri apsorbancija pri valnoj duljini od 546 nm (tablica 5).
Apsorbancija predstavlja logaritam omjera izmedu koli¢ine upadnog zracenja i propusStenog

zracenja kroz uzorak (Englesko-hrvatski kemijski rjecnik & glosar, 2022).
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Tablica 5. Vrijednosti apsorbancije za 10 ponovljenih mjerenja

BROJ Apsorbancija
MJERENJA
1 417

391
400
422
395
395
406
407
396
415

O© 00 N oo o b W N

=
o

Standardna devijacija dobivenih vrijednosti apsorbancija predstavlja standardnu devijaciju
slijepe probe (S/B0). Dobivene srednje vrijednosti apsorbancije (BO) i standardne devijacije
slijepe probe (SrBO) su:

B0 = 404,40

SrB0 = 10,7311.

Kalibracijski pravac konstruira na nafin da se CFA metodom odrede apsorbancije 3
kalibracijske to¢ke u vinima s 3 koncentracijska raspona (tablica 6). Konstruira se dijagram u
kojem se na x-osi nalaze vrijednosti koncentracija slobodnog SOz, a na y-osi vrijednosti
apsorbancija. 1z dobivene jednadZzbe ocita se nagib pravca (a) (slika 17) koji se koristi za
izraCunavanje granice detekcije (LOD) i granice kvantifikacije (LOQ). LOD treba biti manji od
LOQ.

Tablica 6. Kalibracijske tocke za odredivanje granice detekcije i granice kvantifikacije

Kalibracijski Koncentracija (mg/L SO2) = Apsorbancija

uzorci
1 56,00 1721
2 27,50 921
3 1,90 419
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Kalibracijska krivulja
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Slika 17. Kalibracijska krivulja za odredivanje granice detekcije (LOD) i granice
kvantifikacije (LOQ)

4.4.1. Granica detekcije (LOD)

Granica detekcije (LOD) CFA metode predstavlja najnizu koncentraciju slobodnog SO> u
uzorku koju je moguce identificirati, ali ne nuzno i kvantitativno odrediti primjenom zadanih
eksperimentalnih uvjeta. Racuna se iz standardne devijacije slijepe probe (S/BO) i nagiba
kalibracijskog pravca (a) prema formuli (9):

LOD = (3,3 * 5\B0) / a (mg/L). 9]

IzraCunata granica detekcije iznosi LOD = 1,47 mg/L.

4.4.2. Granica kvantifikacije (LOQ)

Granica kvantifikacije (LOQ) CFA metode predstavlja najnizu koncentraciju slobodnog
SO; u uzorku koju je moguce kvantitativno odrediti. Ra¢una se iz standardne devijacije slijepe
probe (S:BO) i nagiba kalibracijskog pravca (a) prema formuli (10):

LOQ = (10 x $/B0) / a (mg/L). [10]

IzraCunata granica kvantifikacije iznosi LOQ = 4,44 mg/L.

Budu¢i da je LOQ > LOD mozZe se zakljuciti da se LOD = 1,47 mg/L 1 LOQ = 4,44 mg/L
smatraju valjanima. Giménez-Goémez i sur. (2017) proveli su validaciju metode za odredivanje
slobodnog sumporovog dioksida uz pomo¢ plinsko-difuzijskog analitickog sustava s detekcijom
pH pri ¢emu su validiranu metodu usporedivali s metodom po Ripperu i Paulu. Giménez-Gdmez

i sur. odredili su nesto nizu LOD u odnosu na CFA metodu (LOD = 0,5 mg/L), pri ¢emu je
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njihova LOD vrijednost odredena na temelju analize 70 uzoraka (izracunato na temelju [IUPAC

kriterija za potenciometrijske senzore).

4.5. RASPON

Potrebno je odrediti prihvatljive raspone za koncentraciju slobodnog SO> na temelju kriterija
prihvatljivosti linearnosti. Prema informaciji proizvodaca instrumenta raspon metode iznosi 2-
80 mg/L. Eksperimentalno utvrden raspon metode iznosi 3 - 60 mg/L. SliCan raspon za
odredivanje slobodnog SO> eksperimentalno su odredili su i Giménez-Goémez i sur. (2017) (1 -
60 mg/L) te Segundo i Rangel (2001) (2 - 40 mg/L).
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. ZAKLJUCCI

. Instrumentalne metode za odredivanje slobodnog SO; u vinu kao Sto su analiza
kontinuiranog protoka (CFA), analiza protoka ubrizgavanja (FIA), sekvencijska
injekcijska analiza (SIA) i1 dr. omogucuju brzu analizu velikog broja uzoraka sto im daje
prednost pred referentnim metodama, kao $to su metoda po Frantz Paulu i Ripperu.

. Da bi validacija metode bila uspjesna potrebno je odrediti parametre validacije te isti
parametri trebaju ispunjavati zadane kriterije. Za validaciju metode za odredivanje
slobodnog SO2 u vinu primjenom analizatora kontinuiranog protoka (CFA) odredeni su
sljede¢i parametri; linearnost, toc¢nost (istinitost), preciznost, ponovljivost, granice
detekcije i kvantifikacije te raspon. Navedeni parametri ispunili su zadane kriterije za
validaciju te se moze zakljuciti da je metoda primjenjiva za dano podrucje mjerenja.
Rezultati CFA metode usporedivani su s rezultatima referentne OIV metode.

. Odredivanje selektivnosti nije primjenjivo jer se s postoje¢om konfiguracijom
instrumenta CFA ne moze odredivati vise komponenti istovremeno.

Dobiveni koeficijent korelacije (r = 0,99) zadovoljio je zadani kriterij za linearnost (r >
0,98).

. Tocnost je odredena preko koeficijenta korelacije (r), apsolutnog i relativnog odstupanja
(bias), Bland-Altmanovog dijagrama te Z vrijednosti. Svi odabrani parametri zadovoljili
su zadane kriterije za tocnost.

Preciznost metode (RSD) ispunjava zadani kriterij (RSD <5%). Preciznost mjerenja kroz
duzi vremenski period (RSDR) takoder ispunjava zadani kriterij (RSDr < 10 %). Nesto
manja preciznost uocljiva je kod uzoraka s nizom koncentracijom slobodnog SO2 (< 5
mg/L SO3) s vrijednostima; RSD = 3,06 % i RSDr = 7,66 %.

Ponovljivost metode (R) ispunjava zadani kriterij (R < 7,0 mg/L). Ponovljivost mjerenja
kroz duzi vremenski period (RR) takoder ispunjava zadani kriterij (Rr< 7,0 mg/L). Nesto
manja ponovljivost uocljiva je kod uzoraka s ve¢om koncentracijom slobodnog SO> s
vrijednostima; R (> 50 mg/L) = 1,78 mg/L i Rr (30-60 mg/L ) = 1,21 mg/L.

. Granice detekcije (LOD = 1,47 mg/L) i kvantifikacije (LOQ = 4,44 mg/L) odgovaraju
zadanom kriteriju LOQ > LOD.

. Prema informaciji proizvodaca uredaja raspon metode iznosi 2 - 80 mg/L slobodnog
sumporovog dioksida, ali je eksperimentalno utvrden raspon 3 - 60 mg/L, $to potvrduje

linearan odziv metode u navedenom rasponu.
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IZJAVA O IZVORNOSTI

Ja LUCIJA DIZDAR izjavljujem da je ovaj diplomski rad izvorni rezultat mojeg rada te da se u

njegovoj izradi nisam koristio/la drugim izvorima, osim onih koji su u njemu navedeni.

Vlastorucni potpis



