VII. ΜΕΤΡΗΣΗ ΑΝΑΓΟΝΤΩΝ ΣΑΚΧΑΡΩΝ 

Γενικά

Τα γλεύκη που προέρχονται από ώριμα σταφύλια περιέχουν διάφορα είδη σακχάρων. Τα κυρίαρχα σάκχαρα είναι οι εξόζες γλυκόζη και φρουκτόζη, σε ίσες περίπου αναλογίες, και ζυμώνονται από τους σακχαρομύκητες (ζυμώσιμα σάκχαρα). Αντίθετα, σε συγκεντρώσεις που μπορούν να φτάσουν μόλις τα 2 g/L, συναντάμε διάφορες πεντόζες, κυρίως την αραβινόζη. Σε συγκεντρώσεις που μπορούν να φθάσουν στα 2-5 g/L, ανάλογα με την ποικιλία της αμπέλου, περιέχεται και σακχαρόζη. Το σάκχαρο αυτό στην αρχή της αλκοολικής ζύμωσης ιμβερτοποιείται σε γλυκόζη και φρουκτόζη. Συνεπώς, στους οίνους, δεν απαντά  σε ποσότητες που να μπορούν να προσδιοριστούν εκτός αν έχει προστεθεί μετέπειτα. Για το λόγο αυτό  οποιαδήποτε  ύπαρξη σακχαρόζης στους οίνους αποτελεί νοθεία.
Το σύνολο των σακχάρων που διαθέτουν ελεύθερη αλδεϋδική  ή κετονική ομάδα έχουν την ιδιότητα να ανάγουν τον δισθενή χαλκό σε μονοσθενή, σε αλκαλικό περιβάλλον, και κάνουν δυνατό τον προσδιορισμό τους με χημικές μεθόδους (ανάγοντα σάκχαρα). Επομένως προσδιορίζοντας τα ανάγοντα σάκχαρα (γλυκόζη και φρουκτόζη) έχουμε μια σαφή εικόνα των ζυμώσιμων σακχάρων. 

Κατά την αλκοολική ζύμωση, οι σακχαρομύκητες χρησιμοποιούν τα σάκχαρα σαν υπόστρωμα για την παραγωγή βιομάζας ή για την παραγωγή αλκοόλης και δευτερευόντων προϊόντων. Άρα η αρχική συγκέντρωση σακχάρων μειώνεται με ταυτόχρονη αύξηση της συγκέντρωσης της αλκοόλης. Συνήθως καταναλώνεται πρώτη η γλυκόζη και ακολουθεί η φρουκτόζη. Βέβαια, στο τέλος της αλκοολικής ζύμωσης, η συγκέντρωση των αναγωγικών σακχάρων ποτέ δεν είναι μηδέν. Πάντα παραμένει ένα μικρό ποσοστό μη ζυμώσιμων-αναγόντων σακχάρων. Τέτοια σάκχαρα είναι οι πεντόζες που δεν αποικοδομούνται από τους ζυμομύκητες. Αν η ζύμωση σταματήσει πριν την ολοκλήρωση της (πχ. για την παρασκευή ενός γλυκύτερου οίνου) παραμένουν αζύμωτες κι εξόζες. Ανάλογα με την περιεκτικότητα του σε ανάγοντα σάκχαρα ένας οίνος χαρακτηρίζεται:

Ξηρός (sec) μέχρι  2 g/L αναγωγικά σάκχαρα, η ελληνική νομοθεσία ορίζει τα 4 g/L
Ημιξηρος (demi-sec) μέχρι  2-18 g/L
Ημίγλυκος (demi-doux) μέχρι 18-40 g/L
Γλυκός (doux)  πάνω από  40g/L
Γενικά οι αυξημένες συγκεντρώσεις σακχάρων στους οίνους πρέπει να αντιμετωπίζονται με προσοχή και να λαμβάνονται τα κατάλληλα μέτρα για να αποφεύγονται δευτερογενείς ζυμώσεις που έχουν σαν αποτέλεσμα την ποιοτική υποβάθμιση του οίνου.  
Μέθοδος προσδιορισμού

Ο προσδιορισμός των αναγόντων σακχάρων με χρήση διαλυμάτων χαλκού γίνεται με διάφορους τρόπους. Στην παρούσα άσκηση θα χρησιμοποιηθεί η μέθοδος Lüff. 

Μια γνωστή ποσότητα οίνου αντιδράει με γνωστή ποσότητα αλκαλικού διαλύματος χαλκού. Η περίσσεια των ιόντων Cu++ που δεν αντέδρασαν με τα σάκχαρα προσδιορίζονται ιωδομετρικά. Μετατρέπονται σε ιόντα Cu+ με προσθήκη ΚΙ το οποίο σε όξινο περιβάλλον δίνει Ι2. Δηλαδή
2I¯ + 2Cu++  
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 I2 + 2Cu+

Το σχηματιζόμενο Ι2 προσδιορίζεται με τιτλοδοτημένο διάλυμα θειοθειϊκού νατρίου σύμφωνα με την παρακάτω αντίδραση. 
 I2 + 2S2O3=  
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 2I¯ + S4O6=
Το τέλος της αντίδρασης προσδιορίζεται με δείκτη αμύλου. Το άμυλο με το Ι2 δίνει ένα σύμπλοκο κυανού χρώματος το οποίο αποχρωματίζεται στο σημείο αλλαγής. Ο δείκτης προστίθεται όταν το μεγαλύτερο ποσοστό του Ι2 έχει αναχθεί για να είναι πιο σαφής η αλλαγή του χρώματος. 

Απαραίτητη προϋπόθεση για την ανάλυση ενός οίνου είναι να έχει προηγηθεί διαύγαση. Η διαύγαση γίνεται για την απομάκρυνση των ουσιών που έχουν αναγωγική δράση και επηρεάζουν τη μέτρηση όπως χρωστικές, ταννίνες κά. 

Υλικά και εξοπλισμός

Για τη διαύγαση
- Ποτήρια ζέσεως




- Πτυχωτός ηθμός από διηθητικό χαρτί




- Λεπτόκοκκος ενεργός άνθρακας

Για τη μέτρηση
- Αλκαλικό διάλυμα χαλκού



- Διάλυμα θειικού οξέος (H2SO4) 25% (v/v)



- Διάλυμα ιωδιούχου καλίου 30 %




- Δείκτης αμύλου 5 g/L



- Πρότυπο διάλυμα θειοθειικού νατρίου (Na2S2O3) 0,1 Ν



- Προχοϊδα, κωνική φιάλη 250 mL με εσμύρισμα, ογκομετρικοί 


κύλινδροι, πιπέτες, κάθετος ψυκτήρας, θερμαντικός μανδύας, 
Παρασκευή διαλυμάτων

Αλκαλικό διάλυμα θειικού χαλκού: Το διάλυμα αυτό παρασκευάζεται με διάλυση 


- 25 g χημικώς καθαρό θειικό χαλκό (CuSO4, 5H2O) 


- 50 g κιτρικό οξύ (C6H8O7, H2O) 


- 388 g κρυσταλλικό ανθρακικό νάτριο (Na2CO3, 10H2O) ή 


  144 g άνυδρο Na2CO3

- Απεσταγμένο νερό μέχρι 1000 mL
Ο θειικός χαλκός διαλύεται σε 100 mL ύδατος, το κιτρικό οξύ σε 300 mL ύδατος και το ανθρακικό νάτριο σε 300 έως 400 mL ζεστού ύδατος. Το διάλυμα του κιτρικού οξέος αναμειγνύεται με το διάλυμα του ανθρακικού νατρίου. Προστίθεται στη συνέχεια το διάλυμα του θειικού χαλκού και συμπληρώνεται μέχρις όγκου 1 L.
Διάλυμα ιωδιούχου καλίου 30 %:


- 30 g ιωδιούχο κάλιο (ΚΙ) 


- Απεσταγμένο νερό μέχρι 100 mL
Το διάλυμα φυλάσσεται σε σκούρα φιάλη.

Διάλυμα θειικού οξέος 25 %:


- 25 g καθαρού θειικού οξέος (H2SO4) 


- Απεσταγμένο νερό μέχρι 100 mL 

Το οξύ προστίθεται στο νερό, αφήνεται να ψυχθεί και συμπληρώνεται ο όγκος μέχρι τα 100 mL.

Δείκτης αμύλου 5 g/L:

Σε 100 ml περίπου ύδατος διαλύεται 1 g αμύλου και φέρεται σε βρασμό με ταυτόχρονη ανάδευση. Ο βρασμός διατηρείται για 10 min. Κατόπιν προστίθενται 40 g χλωριούχου νατρίου (NaCl) και, αφού ψυχθεί, το διάλυμα συμπληρώνεται μέχρι τα 200 mL.

Διάλυμα θειοθειικού νατρίου 0.1 Μ:
Το διάλυμα παρασκευάζεται από αμπούλα σύμφωνα με τις οδηγίες του κατασκευαστή. 

Διαδικασία προσδιορισμού

1. Διαύγαση οίνου
Ποσότητα οίνου μεταφέρεται σε ποτήρι ζέσεως και προστίθεται ποσότητα λεπτόκοκκου ενεργού άνθρακα ανάλογη του δείγματος. Η αναλογία είναι περίπου 0.2 g ενεργού άνθρακα ανά 100 ml οίνου μέτριας έντασης χρώματος αλλά ποικίλει ανάλογα με την ικανότητα προσρόφησης του άνθρακα αλλά και τον οίνο. Αν το δείγμα δεν διαυγάσει με την πρώτη εφαρμογή, ακολουθεί και δεύτερη. Στη συνέχεια, το δείγμα αναδεύεται και  αφήνεται σε ηρεμία για 1-2 λεπτά. Ο χρόνος παραμονής είναι ανάλογος της συγκέντρωσης των χρωστικών που περιέχονται στον οίνο, χωρίς όμως να υπερβαίνει τα 10 min γιατί υπάρχει κίνδυνος ο ενεργός άνθρακας να προσροφήσει και μέρος των σακχάρων. Ακολουθεί διήθηση σε πτυχωτό ηθμό. Ο διαυγής οίνος συλλέγεται σε ποτήρι ζέσεως. Κατά τον αποχρωματισμό των ερυθρών οίνων ενδείκνυται προσθήκη μικρής ποσότητας λεπτόκοκκου ενεργού άνθρακα στη βάση του ηθμού, στον οποίο θα πραγματοποιηθεί η διήθηση. Στους λευκούς οίνους το στάδιο αυτό δεν είναι απαραίτητο.

2. Προσδιορισμός σακχάρων
Σε κωνική φιάλη 300 mL με εσμύρισμα, φέρονται 25 mL αλκαλικού διαλύματος χαλκού, x mL διαυγασμένου διαλύματος οίνου και 25-x mL ύδατος σύμφωνα με τον παρακάτω πίνακα. Η ποσότητα αυτή δεν πρέπει να περιέχει περισσότερο από 60 mg ιμβερτοσακχάρου. 

	Ποσότητα οίνου

Αραιώσεις
	Σάκχαρα
	Συντελεστής διαίρεσης

	25 mL
20 mL
10 mL
5 mL
	< 2 g/L
< 3 g/L
< 6 g/L
< 12 g/L
	25

20

10

5

	20 mL ( 200 mL
(
20 mL
	< 30 g/L
	2

	10 mL ( 200 mL
(
20 mL
	< 60 g/L
	1

	10 mL ( 200 mL
(
10 mL
	< 120 g/L
	0,5

	10 mL ( 200 mL
(
5 mL
	< 240 g/L
	0,25


Προστίθενται μερικά τεμάχια ελαφρόπετρας. Η φιάλη προσαρμόζεται σε κάθετο ψυκτήρα και φέρεται σε βρασμό που πρέπει να επιτευχθεί μέσα σε δύο λεπτά. Ο βρασμός διατηρείται για 10 min ακριβώς. Ακολουθεί άμεση και ταχεία ψύξη με τρεχούμενο νερό και προστίθενται 10 ml διαλύματος ιωδιούχου καλίου 30 % και 25 mL θειικού οξέος 25 % (προσεκτικά και αργά, γιατί αφρίζει). Ακολουθεί ογκομέτρηση με πρότυπο διάλυμα θειοθειικού νατρίου 0.1 Μ. Όταν το καφέ χρώμα του Ι2 έχει εξασθενήσει αρκετά προστίθενται 2 mL δείκτη αμύλου και συνεχίζεται η ογκομέτρηση μέχρι τέλους. Tο τελικό σημείο της ογκομέτρησης προσδιορίζεται με την αλλαγή του χρώματος σε λευκό. Έστω n τα ml που καταναλώθηκαν. 

Παράλληλα, γίνεται προσδιορισμός δείγματος-μάρτυρα για να βρεθεί η ολική οξειδωτική ικανότητα των 25 mL του διαλύματος H2SO4. Στο δείγμα αυτό, αντί για διαυγασμένο οίνο, χρησιμοποιούνται 25 mL ύδατος και ακολουθείται η παραπάνω διαδικασία. Έστω n′ τα mL θειοθειικού νατρίου που καταναλώθηκαν. 
Έκφραση των αποτελεσμάτων

Η ποσότητα του σακχάρου που περιέχεται στον όγκο του σακχαρούχου διηθήματος που χρησιμοποιήθηκε για ανάλυση, βρίσκεται από τον παρακάτω πίνακα, ο οποίος δίνει την ποσότητα του σακχάρου, εκφρασμένη σε ιμβερτοσάκχαρο, σε συνάρτηση με τα καταναλωθέντα ml (n′ − n) θειοθειικού νατρίου. Το αποτέλεσμα του πίνακα διαιρείται με τον συντελεστή διαίρεσης που αναγράφεται στον πίνακα των αραιώσεων. Το αποτέλεσμα εκφράζεται σε g ιμβερτοσακχάρου ανά λίτρο οίνου με προσέγγιση ενός δεκαδικού ψηφίου. 
π.χ. Έστω ότι  χρησιμοποιήθηκαν 20 mL διηθήματος και καταναλώθηκαν για το τυφλό n΄ = 25 mL και για το δείγμα n = 12.2 mL,
τότε έχουμε

n΄ - n = 25 – 12.2 = 12.8,
από τον πίνακα βρίσκουμε ότι το 12.8 αντιστοιχεί σε 32.46 mg αναγόντων σακχάρων. Διαιρώντας με τον συντελεστή που αντιστοιχεί στα 20 mL διαυγούς διηθήματος δηλαδή 32.46/20 = 1,62 gανάγοντα σάκχαρα/L  οίνου. 
Πίνακας μετατροπής των καταναλωθέντων mL Na2S2O3 0,1 N (n΄ - n) σε ανάγοντα σάκχαρα (mg)
	Na2S2O3 0,1 N (ml)
	
	0,1
	0,2
	0,3
	0,4
	0,5
	0,6
	0,7
	0,8
	0,9

	0
	0
	0,24
	0,48
	0,72
	0,96
	1,20
	1,44
	1,68
	1,92
	2,16

	1
	2,40
	2,64
	2,88
	3,12
	3,36
	3,60
	3,84
	4,08
	4,32
	4,56

	2
	4,80
	5,05
	5,30
	5,55
	5,80
	6,05
	6,30
	6,55
	6,80
	7,05

	3
	7,20
	7,45
	7,70
	7,95
	8,20
	8,45
	8,70
	8,95
	9,20
	9,45

	4
	9,70
	9,95
	10,20
	10,45
	10,70
	10,95
	11,20
	11,45
	11,70
	11,95

	5
	12,20
	12,45
	12,70
	12,95
	13,20
	13,45
	13,70
	13,95
	14,20
	14,45

	6
	14,70
	14,95
	15,20
	15,45
	15,70
	15,95
	16,20
	16,45
	16,70
	16,95

	7
	17,20
	17,46
	17,72
	17,98
	18,24
	18,50
	18,76
	19,02
	19,28
	19,54

	8
	19,80
	20,06
	20,32
	20,58
	20,84
	21,10
	21,36
	21,62
	21,88
	22,14

	9
	22,40
	22,66
	22,92
	23,18
	23,44
	23,70
	23,96
	24,22
	24,48
	24,74

	10
	25,00
	25,26
	25,52
	25,78
	26,04
	26,30
	26,56
	26,82
	27,08
	27,34

	11
	27,60
	27,87
	28,14
	28,41
	28,68
	28,95
	29,22
	29,49
	29,76
	30,03

	12
	30,80
	30,57
	30,84
	31,11
	31,38
	31,65
	31,92
	32,19
	32,46
	32,73

	13
	33,00
	33,27
	33,54
	33,81
	34,08
	34,35
	34,62
	34,98
	35,16
	35,43

	14
	35,70
	35,98
	36,26
	36,54
	36,82
	37,10
	37,38
	37,66
	37,94
	38,22

	15
	38,50
	38,78
	39,06
	39,34
	39,62
	39,90
	40,18
	40,46
	40,74
	41,02

	16
	41,80
	41,59
	41,88
	42,17
	42,46
	42,75
	43,04
	43,33
	43,62
	43,91

	17
	44,20
	44,49
	44,78
	46,07
	45,36
	45,65
	45,94
	46,23
	46,52
	46,81

	18
	47,10
	47,39
	47,68
	47,97
	48,26
	48,55
	48,84
	49,13
	49,42
	49,71

	19
	50,00
	50,30
	50,60
	50,90
	51,20
	51,50
	51,80
	52,10
	52,40
	52,70

	20
	53,00
	53,30
	53,60
	53,90
	54,20
	54,50
	54,80
	55,10
	55,40
	55,70

	21
	56,00
	56,31
	56,62
	56,93
	57,24
	57,55
	57,86
	58,17
	58,48
	58,79

	22
	59,10
	59,41
	59,72
	60,03
	60,34
	60,65
	60,95
	61,27
	61,58
	61,89

	23
	62,20
	62,52
	62,84
	63,15
	63,46
	63,77
	64,09
	64,39
	64,40
	64,70

	24
	65,00
	65,30
	65,60
	
	
	
	
	
	
	67,50

	25
	67,5
	
	
	
	
	
	
	
	
	70,00
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