IX. ΠΡΟΣΔΙΟΡΙΣΜΟΣ ΦΑΙΝΟΛΙΚΩΝ ΣΥΣΤΑΤΙΚΩΝ

Γενικά

Οι φαινολικές ουσίες αποτελούν σημαντική παράμετρο των οίνων γιατί από αυτές εξαρτάται το χρώμα και οι αποχρώσεις, κυρίως,  των ερυθρών και ροζέ οίνων αλλά και οι ιδιαίτεροι γευστικοί χαρακτήρες τους. Είναι υπεύθυνες για τις θετικές ή αρνητικές μεταβολές της ποιότητας των οίνων κατά τη συντήρηση και παλαίωση (π.χ. εξευγενισμός γευστικών χαρακτήρων των ερυθρών ή, αντίθετα, ‘καφέτιασμα’ των λευκών. Κοινό χαρακτηριστικό αυτών των ουσιών, απ’ όπου πήραν και το όνομα τους, είναι η παρουσία ενός ή περισσοτέρων φαινολικών δακτυλίων στο μόριο τους. Χωρίζονται σε δυο μεγάλες κατηγορίες: τις πολυμοριακές (φλαβανοειδείς) φαινόλες με κύριους εκπροσώπους τις ταννίνες (προκυανιδίνες, συμπυκνωμένες και πολυμερισμένες  ταννίνες) και τις ανθοκυάνες (ελεύθερες ή ενωμένες με ταννίνες) και τις μονομοριακές (μη φλαβανοειδείς) φαινόλες (γαλλικό, καφεϊκό οξύ). Βρίσκονται συγκεντρωμένες στα στερεά μέρη της σταφυλής (φλοιοί, γίγαρτα και βόστρυχοι) και περνάνε στο γλεύκος και κατόπιν στον οίνο με εκχύλιση ή διάχυση κατά τις διάφορες τεχνικές οινοποίησης. Στην ερυθρή οινοποίηση η εκχύλιση γίνεται κατά το χρονικό διάστημα που τα στέμφυλα παραμένουν σε επαφή με το γλεύκος  ενώ στη λευκή οινοποίηση, όπου ο διαχωρισμός γίνεται αμέσως μετά την σύνθλιψη, μόνο ένα μικρό ποσοστό φαινολικών εκχυλίζεται στο γλεύκος. Είναι οι αποκλειστικοί υπεύθυνοι για όλες τις διαφορές που υπάρχουν ανάμεσα στους λευκούς και τους ερυθρούς οίνους.  
Για τον προσδιορισμό του συνολικού φαινολικού ‘φορτίου’ ενός οίνου θα εξεταστούν δύο μέθοδοι:
1.
ΔΕΙΚΤΗΣ ΦΑΙΝΟΛΙΚΩΝ ΟΥΣΙΩΝ (ΔΦΟ)

Ο προσδιορισμός βασίζεται στην ισχυρή απορρόφηση που παρουσιάζουν οι βενζολικοί δακτύλιοι των φαινολικών ενώσεων στο υπεριώδες φως, το μέγιστο της οποίας παρατηρείται γύρω στα 280 nm. Μετρά την περιεκτικότητα των φλαβανοειδών φαινολών (ανθοκυάνες, ταννίνες), των μη φλαβανοειδών (φαινολικά οξέα) και κάποιων μη φαινολικών ουσιών που απορροφούν στα 280 nm. Ο ΔΦΟ είναι γρήγορη και εύκολη μέθοδος και δίνει επαναλήψιμα αποτελέσματα. Ο δείκτης αυτός χρησιμοποιείται, σχεδόν κατά αποκλειστικότητα, στην οινοποιητική τεχνική, έναντι του  δείκτη Folin–Ciocalteu λόγω της ευκολίας εφαρμογής. Μειονέκτημα της μεθόδου αποτελεί το γεγονός ότι ορισμένες ενώσεις όπως τα κινναμωμικά οξέα και οι χαλκόνες, δεν παρουσιάζουν μέγιστο απορρόφησης στα 280 nm. Το σφάλμα αυτό θεωρείται μικρό, μια και η περιεκτικότητα των παραπάνω ουσιών στα σταφύλια και τους οίνους είναι χαμηλή.  

Υλικά και εξοπλισμός

-  Φασματοφωτόμετρο 

-  Φυγόκεντρος ή ηθμός 1,2 μm
-  Κυψελίδες χαλαζία μήκους οπτικής διαδρομής 1cm
-  Ογκομετρική φιάλη των 100 mL
-  Σιφώνιο 1 mL
Διαδικασία προσδιορισμού

Το δείγμα του γλεύκους ή του οίνου φυγοκεντρείται στις 4000 rpm για 5 min. Στην συνέχεια λαμβάνεται με σιφώνιο 1 mL από αυτό και μεταφέρεται σε ογκομετρική φιάλη των 100 mL όπου αραιώνεται με απιονισμένο νερό μέχρι την χαραγή των 100 mL (αραίωση 1:100). Μετριέται η απορρόφηση σε μήκος κύματος 280 nm.

O ΔΦΟ προκύπτει από την ακόλουθη σχέση:
ΔΦΟ =OD x Αραίωση δείγματος (εδώ 100)

Όπου OD: η ένδειξη του οργάνου 
2.
ΔΕΙΚΤΗΣ Folin-Ciocalteu
Είναι η επίσημη μέθοδος του OIV. Μετρά το σύνολο των φαινολικών ουσιών αλλά υστερεί σε ευκολία έναντι του ΔΦΟ. Πρόκειται για φωτομετρική μέθοδο που βασίζεται στην οξείδωση των φαινολικών ενώσεων του οίνου από το αντιδραστήριο Folin-Ciocalteu. Χρησιμοποιείται για την μέτρηση του ολικού φαινολικού περιεχομένου χωρίς να γίνεται διάκριση  μεταξύ μονομερών, διμερών ή μεγαλύτερων φαινολικών συστατικών. Το κύριο αντιδραστήριο της μεθόδου, το αντιδραστήριο Folin-Ciocalteu, είναι διάλυμα σύνθετων πολυμερών ιόντων που σχηματίζονται από φωσφο-μολυβδαινικά (H3PMo12O40) και φωσφο-βολφραμικά (H3PW12O40) ετεροπολυμερή οξέα. Τα φαινολικά ιόντα οξειδώνονται με ταυτόχρονη αναγωγή των ετεροπολυμερών οξέων. Κατά  την οξείδωση των φαινολών, το αντιδραστήριο Folin-Ciocalteu ανάγεται προς μείγμα κυανών οξειδίων του βολφραμίου (W8O23) και του μολυβδαινίου (Mo8O23). Το σχηματιζόμενο κυανό χρώμα παρουσιάζει μέγιστη απορρόφηση περίπου στα 750 nm και είναι ανάλογο με τη συγκέντρωση των φαινολικών ενώσεων. Η αλκαλικότητα ρυθμίζεται με διάλυμα Na2CO3. Οι φαινολικές ουσίες που προσδιορίζονται με τον δείκτη Folin-Ciocalteu εκφράζονται πολύ συχνά σε ισοδύναμα γαλλικού οξέος. 
Υλικά και εξοπλισμός

-  Πιπέτες ή σιφώνια
-  Ογκομετρικές φιάλες των 20 mL
-  Αντιδραστήριο Folin-Ciocalteu
-  Ανθρακικό νάτριο (Na2CO3) 20% (w/v) 

-  Φασματοφωτόμετρο, κυψελίδες 

Διαδικασία προσδιορισμού

Ερυθροί οίνοι

Σε ογκομετρική φιάλη των 20 mL φέρονται με την ακόλουθη σειρά:

-  0,2 mL οίνου αραιωμένου στο 1/5

-  10 mL απεσταγμένου ύδατος

-  1 mL αντιδραστηρίου Folin-Ciocalteu 

-  4 mL διαλύματος ανθρακικού νατρίου 
Το διάλυμα συμπληρώνεται μέχρι τα 20 mL με απεσταγμένο νερό. Ακολουθεί ανάδευση ώστε το διάλυμα να γίνει ομοιόμορφο και αφήνεται σε ηρεμία για 30 λεπτά για να αναπτυχθεί και να σταθεροποιηθεί το χρώμα της αντίδρασης. Στο τέλος του χρόνου μετριέται η απορρόφηση στα 750 nm με κυψελίδα 1 cm. Για τον μάρτυρα της μεθόδου ακολουθείται η ίδια διαδικασία μόνο που στη θέση του οίνου χρησιμοποιείται νερό.

Λευκοί οίνοι

Ακολουθείται η ίδια διαδικασία με τη διαφορά ότι ο λευκός οίνος δεν αραιώνεται.

Έκφραση αποτελεσμάτων

Το αποτέλεσμα εκφράζεται με τη μορφή δείκτη με την παρακάτω σχέση

Δείκτης FC = Α750 x 100

για ερυθρούς οίνους αραιωμένους στο 1/5 (ή με το συντελεστή που αντιστοιχεί στη χρησιμοποιηθείσα αραίωση) και 
Δείκτης FC = Α750 x 20
για λευκούς οίνους (μη αραιωμένους). 
