Chemie und Mikrobiologie des Weines
         BOKU Wien 
HR Dr. Reinhard EDER


SCHWEFELDIOXID

Was passiert wenn Wein ohne SO2 hergestellt wird: 

Ø   Hochfärbigkeit – Wein ist matt, keine Brillanz und kein Glanz in der Farbe 


Weißwein wird dunkelgelb bis braun,


Rotwein wird heller, Farbe wird orange-bräunlich

Ø   Trübungen, flockiger-schleimiger Ausfall von Gerbstoffen (Phenolen)


Trübung kann auch durch Mikroorganismen z.b.Essig-, Milchsäurebakterien oder Kahmhefen verursacht werden 

Ø   Typisches, frisch-fruchtiges Sortenaroma geht verloren, es 


entsteht ein schaler, breiter Geruch nach Apfelmus, Aldehyd, Sherry, bis hin zum Essig bzw. Lackton

Ø  Weingeschmack verliert an Frische, Eleganz und Harmonie, Wein wird scharf und (essig)sauer, Viskosität nimmt zu, Wein wird zäh und klebrig, ev. auch schweißig  

=> Schwefeldioxid ist für Qualtitätsweinproduktion notwendig !!                

ALLGEMEINE EIGENSCHAFTEN: 

Farbloses, stechend riechendes Gas, MG = 64, Dichte: 2,93 g/L (0°C), Siedepunkt: -10°C. Sehr gut wasserlöslich (112,9 g/l; 20°C) => Schwefelige Säure (Salz = Sulfite)

Konzentrationsbestimmung (H2O): jodom. Bestimmung 


Messung der Dichte: °Oe x 0,183 = % SO2 (w/w)

 

 NATÜRLICHES VORKOMMEN: 

Bestandteil der Vulkangase (Fumarole)


Gesamt-SO2 Emissionen : 
750 Mill. t SO2


Menschlich verursacht:
100 Mill. t SO2 


SO2-Anteil in der Luft => Smog, Saurer Regen
Anwendung von SO2 in der Geschichte: 
Ägypter (Spartacus-Vulkane), Griechen, Römer, Paracelsus 

Allgemeine Verwendung: 

Desinfektions- Bleichmittel, 


Vergasung von Ungeziefer (Wühlmäuse), 


Abtötung von Mikroorganismen und Insekten, Schwefelräucherung zur Entkeimung von Krankenzimmern, Wanzenvertilgung

Anwendung bei Lebensmitteln: 


Obst & Gemüsekonservierung, 


Verhinderung von Gärungen, 


Oxidationsschutz bei Trockenobst, Sojaöl 
Chemismus von SO2 

Reaktionen von SO2 im Wasser: 

 1) SO2 (Gas)
(  SO2 (gelöst) (H2SO3)

 2) SO2 (gelöst) + H2O   (
HSO3- + H+
 3) HSO3-  (
SO32- + H+

 4) 2 HSO3-  (  S2O52- + H2O

Zusätzlich gibt es die Oxidation von H2SO3 zu  H2SO4 (Schwefelsäure, Sulfat = Firn ...), wirkt nicht mehr als SO2 Auffällig bei makroxidierten Rotweinen
IM WEIN UNTERSCHEIDET MAN: 

1) freies SO2 


wichtig für Kellerwirtschaft, Hygiene
2) gebundenes SO2 

Abbindung von Acetaldehyd,




Ballast, Depot

3) gesamtes SO2

Summe freies und gebundenes SO2
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Abb. 58. Der Gehalt an
freiem SO,, der vor der
Girung nach 12stiindi-
gem Stehen zur Unter-
driickung unerwiinschter
Mikroorganismen im
Most enthalten sein
sollte. Der schraffierte
Bereich gibt den Kon-
zentrationsbereich an.
Zum Beispiel sollten in
einem Most bei pH 3.3
zwischen 20 und 33 mg/l
freies SO, enthalten sein
(nach BEECH 1979).




Vorkommen verschiedener SO2-Formen hängt vom pH-Wert und Temperatur ab
Schwefeldioxid löst sich in Wasser in schwefelige Säure die zwei Dissoziationsgleichgewichte und somit 3 Formen

SO2 (frei), HSO3- (Bisulfit) SO32- (Sulfit) aufweist 
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Prozentueller Anteil der verschiedenen SO2 – Formen bei unterschiedlichen pH-Werte

 SO2:antimicrobial , HSO3-: gebundener Schwefel; SO32- reduktiv, (antioxidativ)
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Physiologische Wirkung von SO2
Wesentlich sind Häufigkeit (einmalig/chronisch) und Art der SO2-Aufnahme in den Körper 

1) Aufnahme von SO2 über die Atemwege durch das in 
     der Luft gelöste SO2 (pulmonale Aufnahme): 
 

Schwefelige Säure ist stark TOXISCH (MAK 5 mg/m3). 

Tabelle: Schwellenwerte von SO2 Konzentrationen in Mischung mit Atemluft (Patty, 1963).

  

SO2-Konz (mg/m3)

Wirkung

3


mit Nase sicher wahrnehmbar

6-12


Reizung von Nase und Kehle

20


Reizung der Augen

50 –100

lebensgefährlich t > 30 min

> 400


augenblicklich lebensgefährlich

Vergiftungserscheinungen ab SO2-Konzentrationen von mehr als 50 mg/m3: 

Symptome:

Hornhauttrübung, Atemschwierigkeiten, 

Entzündung der Atemorgane 

Lähmung der Atemwege, 

Atemnot und Herzkrämpfe (Tod) 

Wird Letaldosis nicht erreicht, erholt sich Körper ohne Folgen.

Physiologische Wirkung von SO2
2) Aufnahme über Nahrungsmittel (orale Aufnahme)
Allgemeine Angaben über Giftigkeit schwierig, da Empfindlichkeit der Menschen außerordentlich unterschiedlich: 

Pseudo-Allergiker (5-10 mg) Kopfschmerzen, Übelkeit, Leibschmerzen, Aufstoßen, Völlegefühl, Brechreiz 

Zerstörung von Thiamin (Beri-Beri-Krankheit) 

Kombinationswirkung von Alkohol und SO2 konnte beim Wein nicht beobachtet werden. 

 

Empfehlung der Weltgesundheitsorganisation (WHO): maximale für den Menschen zumutbare SO2-Menge (ADI)

                  0,7 mg SO2/Tag, kg Körpergewicht . 

dh falls 70 kg Körpergewicht ( 49 mg SO2 pro Tag 

z.B. Weißwein mit 100 mg/l gesamt SO2 = 0,5 Liter
Prädikatswein mit 300 mg/l gesamt SO2 = 0,166 Liter
DAHER: verpflichtender Hinweis am Etikett wenn SO2-Gehalt > 10 mg/l 

· enthält Sulifte oder enthält Schwefeldioxid
Abbau von SO2 im Körper = Entgiftung

Großteil des im Körper entstehenden SO2 ist in Lebensmitteln in Form schwefelhaltiger Aminosäuren gebunden (übliche Sulfatausscheidung: 2,4 g Sulfat), 

Bei Weinkonsum wird Sulfit bereits in der Mundhöhle und dann im Magen zu ungiftigem Sulfat oxidiert

(Zunahme der Sulfatausscheidung 0,1-0,2 Gramm) 

Sulfitresorption im Darm, rasche und nahezu vollständige Oxidation zu Sulfat (Sulfitoxidase).

Sulfitoxidase hochwirksames Enzym (hpts. Leber, Herz, Niere).  

Ausscheidung von Sulfat erfolgt zu 75-90 % im Harn und Kot.  

Conclusio: normale (nicht allergische) Körper verfügt über leistungsfähigen Entgiftungsmechanismus 

ERWÜNSCHTE WIRKUNGEN VON SO2 im WEIN (1 von 5): 

1)   Antimikrobielle Wirkung: 

Wirksam ist lediglich das undissozierte, freie, gasförmige SO2 (H2SO3),  kommt hpts. im sauren pH-Bereich vor (pH < 2)

Breite und selektive Wirkung gegen 

> Bakterien: unspezifisch, freies SO2 10x so wirksam wie gebundenes SO2.  


Essigbakterien (Acetobacter, Gluconobacter),   



Milchsäurebakterien > 30/80 mg/l 
freies/gesamt SO2  darunter negative Auslese 
(Förderung von Lactobacillen, Pediococcen)

> Schimmelpilze (Aspergillus, Penicillium …)


Botrytis => Faulgeschmack bei infizierten Trauben

 > Wilde Hefen  


verursachen Infektionen und Fehlgärungen zu Beginn der Gärung: Candida, 
Hanseniaspora => Maische,  Abtötung mit 0,3-0,6 mg/l undis. SO2 (( 3-50 mg/l fr. SO2)


 daher Hygienemaßnahme: Most- bzw. Maischeschwefelung mit 30-70 mg/l SO2 => 
selektive Reingärung, Großteil des gegebenen SO2 wird verbraucht (oxidiert) 


Vgl. Sacch. cerevisiae: Abtötung erst ab ca. 8 mg/l undissoz SO2 (( 90-700 mg/l 
freies SO2)


Infektionen im fertigen Wein oder Nachgärungen 
z.B. mit Brettanomyces 
(Pferdeschweiss) mind. 30 mg/l freies SO2  oder Saccharomyces (Nachgärung) 

2)   Hemmung von phenoloxidierenden Enzymen: 


wirksam gegen o-DPO = Tyrosinase (Traube) 


(50 mg/l ( 100 % Hemmung)


aber wenig wirksam gegen p-DPO = Laccase (Botrytis) (50 mg/l ( 10 %Hemmung)


Enzyme bewirken eine rasche Braunfärbung der Moste und Weine, Auftreten von 
polymeren Phenolen die instabil sind (Trübungen)


Verlust des Weincharakters, herb-fruchtiger Geschmack wird schal und fad, breit-oxidiert
3)  Oxidationsschutz = Abbinden von O2 


Sauerstoff bewírkt chemische Oxidation von Aromastoffen, Phenolen (Trübungen, 
Verfärbung) und Alkohol (Essigstich) bzw. ist Substrat für oxidierende Enzyme



Um 1 mg/l O2 abzubinden benötigt man ca. 4 mg/l SO2,


Mit Sauerstoff gesättigte Lösung enthält 6-8 mg/l O2 


Sauerstoffeintrag beim Rebeln, Pressen, Pumpen, Stehenlassen, Filtrieren, 
Zentrifugieren, Rühren und Schönen, Lagern in Fässern insbesondere wenn nicht 
vollgefüllt, Füllen und Lagern in Flaschen (wenn nicht mit Inertgas überschichtet 


(2-4 mg/l O2 im Luftraum = 8-16 mg/l SO2)


Wirksam ist hpts. Sulfitanion SO3 2-

Stärkeres Vorkommen bei hohen pH-Werten (pH > 7)               

4)  Abbinden von aromastörenden Substanzen mit Carbonylgruppe aber auch von 
Farbstoffen und Zuckern


=> Hauptgrund für gebundenes SO2 (Bekömmlichkeit () 


Schwefeldioxid reagierte mit Aldehyden, welchen schalen , oxidierten Geruch nach 
Sherry, Apfelmus, geriebenen Apfel, Luftton hervorrufen 


Reaktionspartner sind


 Acetaldehyd:      
1 mg/l Acetaldehyd bindet 1,5 mg/l SO2, 


Pyruvat:                   
1 mg/l Pyruvat bindet 0,8 mg/l SO2

2-Ketoglutarsäure: 
1 mg/l Ketoglutarsäure bindet 0,5 mg/l SO2

weiters Reaktion mit Anthocyanen und reduzierende Zucker (dh ist bei Weinen mit 
Restzucker > 5 g/l ein um 50 mg/l höherer GesamtSO2-Gehalt zulässig !)


Wirksam ist hpts. Bisulfite HSO3-

Stärkeres Vorkommen bei mittleren pH-Werten von 2 bis 7)                

NEGATIVE WIRKUNGEN VON SO2

-1) Beinträchtigung des Weinqualität - SO2-Stich

falls freies SO2 zu hoch ist => geruchliche und visuelle Beeinträchtigung, stichig, hellfarbig, dünn

=> gesundheitliche Beeinträchtigung

-2) Zerstörung von Vitamin B1 = Thiamin (Aneurin)

Nicht nur für Mensch sondern auch für MO´s wichtiges Vitamin => durch SO2, sowie bei gefaultem bzw. maischeerhitzem Lesegut kann Thiaminmangel entstehen.

Folge: Im Zuge der alkohol. Gärung wird durch Hefe unverhältnismäßig viel Pyruvat gebildet (Pyruvatdecarboxylase enthält Thiamin 
-3) Verstärkte Böckserbildung 

Verschiedene sulfidhaltige Aromastoffe bewirken im µg/l-Bereich stark negative Aromabeeinflussung, 


hpts. H2S (faule Eier), 


Methylmercaptan CH3-SH (Karfiol, Spargel)


Ethylmercaptan - C2H5-SH


Disulfide (Zwiebel,Knoblauch)


Thioessigsäureester

Ursachen mannigfach: Hefe verwendet SO42-, SO32-, S2- und S2O32- als S-Quelle für Biosynthese S-haltiger Aminosäuren (z.B. Cystein, Methionin). S-Assimilation erfolgt enzymatisch z.B. Sulfit-Reduktase 

Böckserbildung: S-Spritzung, Hefestamm, freier (-Aminostickstoff (FAN), Pantothensäure, Pyridoxin, Druck ua. 


MAXIMALWERTE FÜR ÖSTERREICHISCHE WEINE
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CHEMISCHE ANALYSE VON SCHEFELDIOXID IM WEIN
Verschiedene Analysen-Prinzipien  

Freies SO2 kann i.d.R. nach Ansäuerung direkt erfasst werden,

Gebundenes SO2 muss erst durch Hydrolyse


Hydrolyse durch Hitzeeinwirkung


Hydrolyse mit Natronlauge

Gesamtes  SO2 ist Summe aus freiem und gebundenem SO2
Angabe der Ergebnisse ohne Dezimale

Analysenschwankungen beim freien SO2 ist ca. 5 mg/l

Analysenschwankungen beim gesamten SO2 ist ca. 10 mg/l

Grundlegendes Problem bei der SO2-Analyse: 

Einfache Methoden sind wenig selektiv => Störungen

Selektive, richtige Methoden sind aufwändig


Drei Bestimmungsprinzipien werden unterschieden: 

1) JODOMETRISCHE BESTIMMUNGEN 

SO2 reduziert Jod (J2) zu Jodid (J-) im sauren Milieu und wird selbst zu SO42- oxidiert. 

Methodencharakteristika: Einfach, nicht sehr selektiv  (Mitbestimmung andere reduzierende Substanzen z.B. Phenole, L-Ascorbinsäure = „Reduktone“).  

Zugesetzte blaugefärbte Jod-Stärkelösung wird solange entfärbt, wie im Wein freies SO2 vorhanden ist. 

Wenn durch zugesetzte Jod das vorhandene SO2 vollständig oxidiert ist verbleibt das Jod im Wein und bildet mit Stärke eine nur kurze Zeit (5-10 Sekunden) beständige Blau-Violett Färbung (=Endpunkt). 
Störungen durch Reduktone:
Wenig selektive Redoxbestimmung dh werden neben  schwefligen Säure auch andere reduzierende Stoffe (Reduktone = Phenole, L-Ascorbinsäure) erfasst. 

-) Reduktone in Weißweinen üblicherweise nur 3-5 mg SO2/l , dh. schätzungsweise berücksichtigen. 

-) Kräftige, phenolreiche Rotweine (Barrique, Tannine) Reduktonwert 10-25 mg/l

 muss analysiert werden. 

-) Weinen denen Ascorbinsäure zugesetzt wurde, bei Überschreitung der zulässigen SO2-Höchstwerte

Ermittlung des Reduktonwertes durch Korrekturtitration, 

Zweite Analysen nach Zusatz von Propanal,  SO2 wird abgebunden und nur die Störgröße erfasst 

Differenzbildung:  Wert(SO2+Redukton) - Wert(Redukton) = Wert(SO2)

Freie schwefelige Säure  mit n/128 Jodid-Jodatlösung:

1) 25,0 ml Wein mit 2 ml Stärke-Lösung und 10 ml 25%iger Schwefelsäure versetzt.

Sofort mit n/128 Jodid-Jodatlösung bis zur ca. 5 Sekunden bleibenden Blaufärbung titrieren (verbrauchte ml = n) 


mg SO2/l = 10.n (SO2 + Störsubstanzen)

2) Analyse der Reduktone (Störsubtanzen, Nicht-SO2): 

25,0 ml Wein mit 2 ml 2%iger Propanal-Lösung (2 ml frisch destillierter Propionaldehyd auf 100 ml mit Deionat) 

10 Minuten warten

Jodometrische Titration wie oben beschrieben ausführen (verbrauchte ml = n’, Reduktonwert)


mg SO2/l = 10(n-n’) (nur SO2)

Gebundene schwefelige Säure: auch hier stören Reduktone

Freisetzen durch Hydrolyse mit NaOH (rasch) oder Hitze 

Fertigsets: SO2-Reagenz: nur freies SO2
Spezialproblem: Endpunktserkennung bei Rotwein: 

Problem: Eigenfarbe-Rotwein


=> Verbesserungsmöglichkeiten:

1) Verwendung von Durchlicht (z.B. Leuchtstoffröhre)

2) Elektrometrische Endpunktsbestimmung („Dead Stop-Titration“): 


Endpunktbestimmung mittels Spannungsmessung Polarisationsquelle erzeugt Spannung, 
mittels Elektrode gemessen


Solange nur ungeladene Moleküle (SO2, J2) – hohe negative Spannung


ab Erreichen des Endpunktes geladene Teilchen vorhanden (J-) – deutlichen Spannungsabfall. 


Preis ca. 1.500 €, 


regelmäßige Wartung der Elektroden erforderlich.

2)     ACIDIMETRISCHE BESTIMMUNG 


Ansäuern → schwefelige Säure in undissozierte Gasform → wird durch Vakuum in 

Vorlage mit H2O2 gesaugt und zur  Schwefelsäure (H2SO4) oxidiert. 


Die gebildete Schwefelsäure wird mit Natronlauge titriert. 

Methodencharakteristik: 

aufwändig aber selektiv und wenig störungsanfällig  (Ausnahme extrem hohe Gehalte an flüchtiger Säure).

· Bestimmung von freiem und 
gebundenem (gesamten SO2)


in einem Durchgang möglich

· Selektive und exakte Methode; keine Störung durch Farbe und Reduktone (offizielle Methode)

· Gewisse Investition in Laborausrüstung erforderlich (ca. 1.000 €)

· Chemikalien müssen selbst hergestellt werden

· Gewisses Know-How beim Handling erforderlich

3) ANDERE VERFAHREN 

RQ-Flex-Schnelltest: Arbeitsbereich für zwei Anwendungen

freie schwefelige Säure: 1-50 mg/l

gesamte schwefelige Säure in Ww: 10-200 mg/l (nicht für Rotwein geeignet)

recht einfach zu bedienen, relativ genau

FIA: Fließ Injektions Analyse: 
Photometrische Reaktion mit DTNB Reagenz






FIA mit Rosanilin
Neues FOSS Gerät: NIR in der Gasphase

ALTERNATIVEN ZU SCHWEFELDIOXID

L-ASCORBINSÄURE
natürlich vorkommendes Antioxidans (Vitamin C)

Kann in gewissem Umfang Sauerstoff abfangen und stattgefundene

Oxidationen wieder rückgängig machen

Bei der Oxidation von Ascorbinsäure entsteht aber neben der oxidierten Form (= Dehydroascorbinsäure) aber Wasserstoffperoxid (H2O2), das eine sehr starke Oxidation bewirkt.

SORBINSÄURE

Konservierungsmittel 2,4-Hexadiensäure-1


CH3-CH=CH-CH=CH-COOH

Wirkung gegen Hefen (Ausnahme Zygosacch., Saccharomycodes)

und Schimmelpilze, dh. für restsüße Tafelweine
DIMETHYLDICARBONAT - VELCORIN
Kaltkonservierungsmittel DMDC, CH3-O-CO-O-CO-OCH3, wirkt gegen alle Lebewesen

In der EU zulässig für Tafelwein mit | 5 g/l Restzucker bei Füllung und zur Gärunterbrechung
LYSOZYM
Natürliches Enzympräparat aus Eiweiss isoliert (Hühnereiweiss, Tränenflüssigkeit)

Muramidase (löst Zellwände auf)

Selektive Wirkung nur aktive gegen Gram  positive Bakterien z.B. Milchsäurebakterien

Nicht aktiv gegen Essigsäurebakt., Hefen, SchiPi

Keine antioxidative Wirkung (kein völliger SO2-Ersatz !)

Hohe Aufwandmengen: 250-500 mg/l

Wein nach Behandlung oft einweiß-instabil
SO3 2-
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Erforderliches freies SO2 um  unerwünschte Mikroorganismen  zu unterdrücken
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[image: image8.jpg]Tab. 64. Die verschiedenen Protolyseformen von SO; in verdiinnter wissriger Ldsung im pH-
Bereich des Weines (ber. mit K; = 1,48 x 10~2und K, = 1,23 x 107 fiir 20 °C)

pH 1501 (HSO7 '] [503]
in % des vorhandenen freien SO
28 9.67 90,32 0,006
29 783 92,16 0,009
3.0 6,33 93.66 0,012
3,1 5,08 94.90 0,015
32 4,08 95,90 0,019
33 327 96,71 0,024
34 2,62 97,35 0,030
35 2,09 97,87 0,038
3.6 1,67 98.28 0,048
g 1.33 98.61 0,061
38 1,06 98,86 0,077
39 0,84 99.06 0,095
4.0 0.67 99,21 0,122
4,1 0,53 99,31 0,154

42 > 0,42 99.38 0,194




