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Ι. ΠΡΟΣΔΙΟΡΙΣΜΟΣ ΣΑΚΧΑΡΩΝ ΜΕ ΑΡΑΙΟΜΕΤΡΙΑ
Γενικά

Το γλεύκος είναι ένα πολύπλοκο διάλυμα που περιέχει διάφορες ουσίες όπως  σάκχαρα, οργανικά οξέα, φαινολικά, χρωστικές κ.ά. που επηρεάζουν την πυκνότητα του. Τα σάκχαρα αποτελούν το βασικότερο συστατικό (12–30 %), συντίθενται και συσσωρεύονται στις ράγες όσο προχωρεί η ωρίμανση του καρπού, άρα ο προσδιορισμός τους είναι ένδειξη ωριμότητας του καρπού για συγκομιδή αλλά και της οινικής του ποιότητας. Προσδιορίζονται με χημικές και με φυσικές μεθόδους. Στην παρούσα άσκηση θα χρησιμοποιηθούν φυσικές μέθοδοι (αραιομετρία) που δεν χαρακτηρίζονται από μεγάλη ακρίβεια αλλά είναι εύκολες και γρήγορες. Ο προσδιορισμός γίνεται με χρήση αραιομέτρων που μετράνε το ειδικό βάρος ή τα ολικά διαλυτά στερεά. Τέτοια είναι:

· Αραιόμετρο που μετράει ειδικό βάρος. Δίνει ένδειξη της πυκνότητας του γλεύκους και εξαρτάται από τη θερμοκρασία. Είναι βαθμονομημένο σε κάποια θερμοκρασία (συνήθως 20 οC) και οποιαδήποτε μέτρηση ανάγεται και διορθώνεται σε αυτή τη θερμοκρασία με χρήση μαθηματικών τύπων ή πινάκων. 

· Αραιόμετρο Baume. Είναι αυθαίρετα βαθμονομημένο στους 20 οC. 1 οBaume ισούται περίπου με 1.8 g σακχάρου ανά 100 g γλεύκους. Επίσημα δεν γίνεται αποδεκτό αλλά χρησιμοποιείται ευρύτατα γιατί οι βαθμοί του είναι περίπου οι αλκοολικοί βαθμοί του οίνου που θα προκύψει όταν ζυμωθεί το γλεύκος (δυναμικός αλκοολικός τίτλος), κυρίως για την περιοχή 10-11 οΒe.
Υλικά και εξοπλισμός

- Αραιόμετρο Baumé (βαθμονομημένο στους 20 οC)

- Ογκομετρικός κύλινδρος των 250 mL
- Θερμόμετρο

-Πίνακες διόρθωσης βαθμών Be, θερμοκρασίας, μετατροπής βαθμών Βe σε σάκχαρα.

Διαδικασία προσδιορισμού

 Το γλεύκος διηθείται (για να απομακρυνθούν τυχόν στερεά) και προστίθεται ποσότητα 200 mL σε ογκομετρικό κύλινδρο 250 mL υπό γωνία 45o  προς αποφυγή σχηματισμού φυσαλίδων. Ο κύλινδρος τοποθετείται κατακόρυφα και βυθίζεται σε αυτόν το αραιόμετρο. Αφού αυτό ισορροπήσει, παίρνεται η ένδειξη (ανάγνωση κάτω μέρος μηνίσκου). Ταυτόχρονα βυθίζεται το θερμόμετρο και λαμβάνεται η ένδειξη της θερμοκρασίας του γλεύκους. Με την χρήση ειδικών πινάκων γίνεται διόρθωση των βαθμών Be στην θερμοκρασία του γλεύκους και ακολούθως μετατροπή των βαθμών Be σε gσακχάρων /Lγλεύκους ή σε δυναμικό αλκοολικό τίτλο. Αν δεν χρησιμοποιηθούν έτοιμοι πίνακες η διόρθωση στη θερμοκρασία αναφοράς γίνεται ως εξής:

Για κάθε βαθμό θερμοκρασίας πάνω από τη θερμοκρασία αναφοράς (20 οC) προστίθεται 0.05 στην μετρούμενη τιμή ενώ για κάθε βαθμό κάτω των 20 οC αφαιρείται. Π.χ. αν το αραιόμετρο δίνει 12 οBe στους 23 oC η διορθωμένη τιμή θα είναι 12 + (0.05*3)=12.15 οBe.
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Πίνακας διόρθωσης διαφόρων αραιομέτρων στη θερμοκρασία αναφοράς (20οC)

	Θερμοκρασία γλεύκους (οC)
	Μέτρηση αραιομέτρου
	Διορθωμένη τιμή (στους 20οC)

	
	
	oBaume
	Ειδικό βάρος

	15
	x
	x-0.25
	x-0.0010

	16
	x
	x-0.20
	x-0.0008

	17
	x
	x-0.15
	x-0.0006

	18
	x
	x-0.10
	x-0.0004

	19
	x
	x-0.05
	x-0.0002

	20
	x
	x
	x

	21
	x
	x+0.05
	x+0.0002

	22
	x
	x+0.10
	x+0.0004

	23
	x
	x+0.15
	x+0.0006

	24
	x
	x+0.20
	x+0.0008

	25
	x
	x+0.25
	x+0.0010


Πίνακας μετατροπής του ειδικού βάρους και των οBaume του γλεύκους σε συγκέντρωση σακχάρων και δυναμικού αλκοολικού τίτλου.  

	Ειδικό βάρος
	Βαθμοί Baume
	g σακχάρων /Lγλεύκους
	Αλκoόλη 
(% v/v)
	Ειδικό βάρος
	Βαθμοί Baume
	g σακχάρων /L γλεύκους
	Αλκoόλη 
(% v/v)

	1,051
	7,00
	106
	6,2
	1,101
	13,23
	239
	14,1

	1,052
	7,13
	108
	6,3
	1,102
	13,34
	242
	14,3

	1,053
	7,26
	111
	6,5
	1,103
	13,46
	244
	14,4

	1,054
	7,39
	114
	6,7
	1,104
	13,58
	247
	14,5

	1,055
	7,52
	116
	6,8
	1,105
	13,69
	250
	14,7

	1,056
	7,65
	119
	7,0
	1,106
	13,81
	252
	14,9

	1,057
	7,78
	122
	7,2
	1,107
	13,93
	255
	15,0

	1,058
	7,91
	124
	7,3
	1,108
	14,05
	258
	15,2

	1,059
	8,06
	127
	7,5
	1,109
	14,16
	260
	15,3

	1,060
	8,16
	130
	7,6
	1,110
	14,28
	263
	15,5

	1,061
	8,29
	132
	7,8
	1,111
	14,40
	266
	15,7

	1,062
	8,42
	135
	7,9
	1,112
	14,52
	268
	15,8

	1,063
	8,55
	138
	8,1
	1,113
	14,64
	271
	16,0

	1,064
	8,67
	140
	8,2
	1,114
	14,75
	274
	16,1

	1,065
	8,80
	143
	8,4
	1,115
	14,87
	276
	16,3

	1,066
	8,93
	146
	8,6
	1,116
	14,99
	279
	16,4

	1,067
	9,06
	148
	8,7
	1,117
	15,11
	282
	16,6

	1,068
	9,18
	151
	8,9
	1,118
	15,23
	284
	16,7

	1,069
	9,31
	154
	9,0
	1,119
	15,34
	287
	16,9

	1,070
	9,45
	156
	9,2
	1,120
	15,46
	290
	17,1

	1,071
	9,56
	159
	9,3
	1,121
	15,57
	292
	17,2

	1,072
	9,68
	162
	9,5
	1,122
	15,68
	295
	17,4

	1,073
	9,81
	164
	9,6
	1,123
	15,80
	298
	17,6

	1,074
	9,93
	167
	9,8
	1,124
	15,91
	300
	17,7

	1,075
	10,06
	170
	10,0
	1,125
	16,03
	303
	17,8

	1,076
	10,18
	172
	10,1
	1,126
	16,14
	306
	18,0

	1,077
	10,31
	175
	1,03
	1,127
	16,26
	308
	18,1

	1,078
	10,43
	178
	10,5
	1,128
	16,37
	311
	18,3

	1,079
	10,56
	180
	10,6
	1,129
	16,48
	314
	18,5

	1,080
	10,68
	183
	10,8
	1,130
	16,60
	316
	18,6

	1,081
	10,80
	186
	10,9
	1,131
	16,71
	319
	18,8

	1,082
	10,93
	188
	11,0
	1,132
	16,82
	322
	19,0

	1,083
	11,05
	191
	11,2
	1,133
	16,98
	324
	19,1

	1,084
	11,18
	194
	11,4
	1,134
	17,05
	327
	19,3

	1,085
	11,30
	196
	11,5
	1,135
	17,16
	330
	19,5

	1,086
	11,42
	199
	11,7
	1,136
	17,27
	332
	19,6

	1,087
	11,55
	202
	11,9
	1,137
	17,39
	335
	19,7

	1,088
	11,67
	204
	12,0
	1,138
	17,50
	338
	19,9

	1,089
	11,79
	207
	12,2
	1,139
	17,61
	340
	20,0

	1,090
	11,91
	210
	12,3
	1,140
	17,76
	343
	20,2

	1,091
	12,03
	212
	12,5
	1,141
	17,88
	346
	20,3

	1,092
	12,15
	215
	12,6
	1,142
	17,94
	348
	20,5

	1,093
	12,27
	218
	12,8
	1,143
	18,05
	351
	20,7

	1,094
	12,39
	220
	12,9
	1,144
	18,16
	354
	20,8

	1,095
	12,52
	223
	13,1
	1,145
	18,28
	356
	21,1

	1,096
	12,64
	226
	13,3
	1,146
	18,39
	359
	21,2

	1,097
	12,76
	228
	13,4
	1,147
	18,48
	362
	21,3

	1,098
	12,87
	231
	13,6
	1,148
	18,59
	364
	21,5

	1,099
	12,99
	234
	13,8
	1,149
	18,70
	367
	21,6

	1,100
	13,11
	236
	13,9
	1,150
	18,81
	370
	21,8


ΙΙ. ΠΡΟΣΔΙΟΡΙΣΜΟΣ ΣΑΚΧΑΡΩΝ ΜΕ ΔΙΑΘΛΑΣΙΜΕΤΡΙΑ
Γενικά

Όταν μια ακτίνα φωτός διέρχεται από ένα μέσο σε άλλο αλλάζει κατεύθυνση, διαθλάται. Το μέγεθος που περιγράφει το πόσο έντονα διαθλάται το φως ονομάζεται δείκτης διάθλασης. Αποτελεί χαρακτηριστική σταθερά της διαλυμένης ουσίας κι εξαρτάται από τη θερμοκρασία. Η μέτρηση του δείκτη διάθλασης γίνεται με τα διαθλασίμετρα και μπορεί να χρησιμεύσει για τον καθορισμό της συγκέντρωσης των ουσιών που είναι διαλυμένες σε ένα υγρό, δηλαδή τα ολικά διαλυτά στερεά. Τα διαθλασίμετρα ακριβείας είναι βαθμολογημένα σε δείκτη διάθλασης. Αντίθετα εκείνα που χρησιμοποιούνται στην οινολογία είναι βαθμολογημένα σε βαθμούς Brix. Στο χυμό σταφυλιού, σχεδόν το σύνολο των διαλυτών στερεών αποτελείται από σάκχαρα οπότε η μέτρηση με διαθλασίμετρο αντιστοιχίζεται κατευθείαν σε συγκέντρωση σακχάρων (οBrix: gσακχάρου/ 100 gδιαλύματος). 
Επειδή για τη μέτρηση απαιτείται μια μικρή μόνο ποσότητα δείγματος (μερικές σταγόνες) και τα διαθλασίμετρα (οπτικά ή ηλεκτρονικά) είναι φορητά, η μέθοδος αυτή προτιμάται για τον προσδιορισμό των σακχάρων του γλεύκους στο εργαστήριο, στο οινοποιείο ακόμα και στον αμπελώνα . Από την σακχαρομέτρηση προσδιορίζεται ο χρόνος του τρυγητού αλλά και ο δυναμικός αλκοολικός τίτλος του γλεύκους.    

Υλικά και εξοπλισμός

- Διαθλασίμετρο χειρός (βαθμονομημένο στους 20 οC)

- Θερμόμετρο

- Πίνακες διόρθωσης θερμοκρασίας.

Διαδικασία προσδιορισμού

α.
Ρύθμιση του οργάνου. Συνήθως γίνεται με αποσταγμένο νερό θερμοκρασίας 20 οC, που είναι και η θερμοκρασία βαθμονόμησης της κλίμακας του οργάνου. Για το σκοπό αυτό τοποθετούνται 1-2 σταγόνες νερού πάνω στο καθαρό και στεγνό πρίσμα. Στη συνέχεια το πρίσμα σκεπάζεται με το κάλυμμα του και το όργανο είναι έτοιμο για παρατήρηση με τον αντικειμενικό φακό απέναντι από μια φωτεινή πηγή. Στο οπτικό πεδίο του οργάνου εμφανίζονται δυο τμήματα, ένα σκοτεινό και ένα φωτεινό, που χωρίζονται από μια διαχωριστική γραμμή. Πρέπει η γραμμή να συμπίπτει ακριβώς με το μηδέν της κλίμακας του οργάνου. Σε αντίθετη περίπτωση, με απλή περιστροφή του ρυθμιστικού κοχλία ρυθμίζουμε το όργανο έτσι ώστε να επιτευχθεί η παραπάνω σύμπτωση.
β.
Στη συνέχεια γίνεται η μέτρηση του δείκτη διάθλασης του δείγματος (γλεύκους).  Στο πρίσμα του διαθλασιμέτρου τοποθετούνται 1-2 σταγόνες από το γλεύκος και διαβάζεται η μέτρηση με κλειστό το κάλυμμα. Επειδή στο διαθλασίμετρο χρησιμοποιούνται μόνο μερικές σταγόνες δείγματος, θα πρέπει για την αποφυγή σφάλματος, η δειγματοληψία να γίνει με τέτοιο τρόπο ώστε να προκύψει δείγμα αντιπροσωπευτικό του συνόλου. Επίσης, πρέπει να ληφθεί η θερμοκρασία του δείγματος (θερμοκρασία περιβάλλοντος). Αν είναι διαφορετική των 20 οC  θα πρέπει να γίνει διόρθωση της παρατηρούμενης  μέτρησης.  
γ.
Μετά από κάθε μέτρηση το πρίσμα και το κάλυμμα του διαθλασιμέτρου καθαρίζονται με απεσταγμένο νερό και σκουπίζονται με καθαρό χαρτί.   
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Μέτρηση των διαλυτών στερεών με διαθλασίμετρο
Πίνακας διόρθωσης των βαθμών Brix στη θερμοκρασία αναφοράς (20οC)
	Θερμοκρασία γλεύκους (οC)
	Μέτρηση
 οBrix
	Διορθωμένη τιμή οBrix (στους 20οC)

	15
	x
	x-0.35

	16
	x
	x-0.28

	17
	x
	x-0.21

	18
	x
	x-0.14

	19
	x
	x-0.07

	20
	x
	x

	21
	x
	x+0.07

	22
	x
	x+0.14

	23
	x
	x+0.21

	24
	x
	x+0.28

	25
	x
	x+0.35


Μετατροπή των ενδείξεων του διαθλασίμετρου σε πιθανή περιεκτικότητα σακχάρων ανά λίτρο γλεύκους(*) και δυναμικό αλκοολικό τίτλο.

	oBrix
	Σάκχαρα

(g/L)
	Σχετική πυκνότητα
	ΔΑΤ
	oBrix
	Σάκχαρα

(g/L)
	Σχετική πυκνότητα
	ΔΑΤ

	10
	85.4
	1.041
	5.0
	20
	192.9
	1.084
	11.3

	10.2
	87.5
	1.041
	5.1
	20.2
	195.1
	1.085
	11.5

	10.4
	89.6
	1.042
	5.3
	20.4
	197.4
	1.086
	11.6

	10.6
	91.6
	1.043
	5.4
	20.6
	199.6
	1.087
	11.7

	10.8
	93.7
	1.044
	5.5
	20.8
	201.9
	1.088
	11.9

	11
	95.8
	1.045
	5.6
	21
	204.1
	1.089
	12.0

	11.2
	97.9
	1.046
	5.7
	21.2
	206.4
	1.090
	12.1

	11.4
	100.0
	1.046
	5.9
	21.4
	208.6
	1.091
	12.3

	11.6
	102.0
	1.047
	6.0
	21.6
	210.9
	1.092
	12.4

	11.8
	104.1
	1.048
	6.1
	21.8
	213.1
	1.093
	12.5

	12
	106.2
	1.049
	6.2
	22
	215.4
	1.094
	12.7

	12.2
	108.4
	1.050
	6.4
	22.2
	217.7
	1.094
	12.8

	12.4
	110.5
	1.051
	6.5
	22.4
	219.9
	1.095
	12.9

	12.6
	112.6
	1.052
	6.6
	22.6
	222.2
	1.096
	13.1

	12.8
	114.7
	1.052
	6.7
	22.8
	224.5
	1.097
	13.2

	13
	116.8
	1.053
	6.9
	23
	226.7
	1.098
	13.3

	13.2
	118.9
	1.054
	7.0
	23.2
	229.0
	1.099
	13.5

	13.4
	121.0
	1.055
	7.1
	23.4
	231.3
	1.100
	13.6

	13.6
	123.1
	1.056
	7.2
	23.6
	233.6
	1.101
	13.7

	13.8
	125.3
	1.057
	7.4
	23.8
	235.9
	1.102
	13.8

	14
	127.4
	1.058
	7.5
	24
	238.2
	1.103
	14.0

	14.2
	129.5
	1.059
	7.6
	24.2
	240.5
	1.104
	14.1

	14.4
	131.7
	1.059
	7.7
	24.4
	242.8
	1.105
	14.3

	14.6
	133.8
	1.060
	7.9
	24.6
	245.1
	1.106
	14.4

	14.8
	135.9
	1.061
	8.0
	24.8
	247.4
	1.107
	14.5

	15
	138.0
	1.062
	8.1
	25
	249.7
	1.108
	14.7

	15.2
	140.2
	1.063
	8.2
	25.2
	252.0
	1.108
	14.8

	15.4
	142.4
	1.064
	8.4
	25.4
	254.2
	1.109
	14.9

	15.6
	144.5
	1.065
	8.5
	25.6
	256.5
	1.110
	15.1

	15.8
	146.7
	1.065
	8.6
	25.8
	258.8
	1.111
	15.2

	16
	148.9
	1.066
	8.8
	26
	261.1
	1.112
	15.4

	16.2
	151.0
	1.067
	8.9
	26.2
	263.4
	1.113
	15.5

	16.4
	153.2
	1.068
	9.0
	26.4
	265.7
	1.114
	15.6

	16.6
	155.4
	1.069
	9.1
	26.6
	268.0
	1.115
	15.7

	16.8
	157.6
	1.070
	9.3
	26.8
	270.3
	1.116
	15.9

	17
	159.7
	1.071
	9.4
	27
	272.6
	1.117
	16.0

	17.2
	161.9
	1.072
	9.5
	27.2
	274.9
	1.118
	16.2

	17.4
	164.1
	1.073
	9.6
	27.4
	277.3
	1.119
	16.3

	17.6
	166.3
	1.073
	9.8
	27.6
	279.6
	1.120
	16.4

	17.8
	168.5
	1.074
	9.9
	27.8
	282.0
	1.121
	16.6

	18
	170.7
	1.075
	10.0
	28
	284.4
	1.122
	16.7

	18.2
	172.9
	1.076
	10.2
	28.2
	286.8
	1.123
	16.9

	18.4
	175.1
	1.077
	10.3
	28.4
	289.2
	1.124
	17.0

	18.6
	177.3
	1.078
	10.4
	28.6
	291.6
	1.125
	17.1

	18.8
	179.5
	1.079
	10.5
	28.8
	294.0
	1.126
	17.3

	19
	181.8
	1.080
	10.7
	29
	296.4
	1.127
	17.4

	19.2
	184.0
	1.081
	10.8
	29.2
	298.9
	1.128
	17.6

	19.4
	186.2
	1.082
	10.9
	29.4
	301.3
	1.129
	17.7

	19.6
	188.4
	1.083
	11.1
	29.6
	303.8
	1.130
	17.9

	19.8
	190.7
	1.083
	11.2
	29.8
	306.2
	1.131
	18.0

	
	
	
	
	30
	308.7
	1.132
	18.1


* Ο πίνακας ισχύει για γλεύκη που προέρχονται από υγιή σταφύλια
ΙΙI. ΜΕΤΡΗΣΗ ΟΛΙΚΗΣ - ΕΝΕΡΓΗΣ ΟΞΥΤΗΤΑΣ

Γενικά

Το γλεύκος και ο οίνος είναι διαλύματα με όξινη αντίδραση και γεύση λόγω των οργανικών οξέων που υπάρχουν ελεύθερα και τα οποία διίστανται ανάλογα με τη σταθερά ιονισμού τους. Τα κύρια  οξέα του γλεύκους είναι το τρυγικό, το μηλικό και το κιτρικό και δημιουργούνται μέσα από μεταβολικά μονοπάτια στο φυτό της αμπέλου. Κατά τη σύνθλιψη και πίεση των σταφυλιών για την παραλαβή του γλεύκους περνάνε στην υγρή φάση και είναι υπεύθυνα για την όξινη σύσταση του. Όταν το γλεύκος ζυμώνεται σε οίνο, τα παραπάνω οξέα υφίστανται ποσοτικές μεταβολές ενώ παράλληλα εμφανίζονται και νέα (π.χ. ηλεκτρικό, γαλακτικό, οξικό κ.ά.) σαν δευτερεύοντα προϊόντα της αλκοολικής ζύμωσης ή σαν προϊόντα βακτηριακής ή ενζυμικής δράσης.

Τόσο στο σύνολο τους, όσο και το καθένα ξεχωριστά, συμβάλλουν στη διαμόρφωση των γευστικών χαρακτήρων των οίνων αλλά και τους προσδίδουν ιδιότητες που θα πρέπει να λάβει υπόψη του ο οινολόγος για την τεχνολογικά σωστή παραγωγή, επεξεργασία και συντήρηση των οίνων. 
1. Ολική ή ογκομετρούμενη οξύτητα
Το σύνολο των ελεύθερων καρβοξυλομάδων που βρίσκονται στο γλεύκος και τον οίνο, είτε σε μοριακή κατάσταση είτε σε μορφή ανιόντων, αποτελεί την ολική ή ογκομετρούμενη οξύτητα. Εξαρτάται από την περιεκτικότητα του γλεύκους ή του οίνου σε ελεύθερα οργανικά οξέα, ενώ το είδος τους ουσιαστικά δεν παίζει ρόλο στη διαμόρφωση της τιμής, π.χ. είναι αδιάφορο αν ο οίνος περιέχει τρυγικό ή ηλεκτρικό οξύ. Ο προσδιορισμός της βασίζεται στην εξουδετέρωση των όξινων ομάδων του δείγματος με πρότυπο διάλυμα αλκάλεως (συνήθως 0.1 Μ ΝαΟΗ) παρουσία ενός δείκτη. Για μια μεγάλη χρονική περίοδο, σαν δείκτης χρησιμοποιούνταν η φαινολοφθαλεϊνη με περιοχή εξουδετέρωσης (pH αλλαγής χρώματος) 8.0-9.8. Όμως στον προσδιορισμό της οξύτητας στους ερυθρούς οίνους η μέτρηση ήταν ασαφής γιατί στην αλλαγή του χρώματος του δείκτη παρεμβάλλεται και η αντίδραση των χρωστικών του οίνου με το άλκαλι. Έτσι η αρμόδια επιτροπή του OIV όρισε σαν ‘ολική οξύτητα’: το σύνολο των όξινων ομάδων που τιτλοδοτούνται όταν το pH του οίνου φέρεται στην τιμή 7 με προσθήκη πρότυπου διαλύματος αλκάλεως. Το CO2 δεν λαμβάνεται υπόψη στον υπολογισμό. Για τον καθορισμό του τέλους της αντίδρασης

· χρησιμοποιείται σαν δείκτης το κυανό της βρωμοθυμόλης που έχει περιοχή αλλαγής χρώματος το pH 7 ή

· παρακολουθείται η μεταβολή του pH 

Εκφράζεται σε χιλιοστοϊσοδύναμα ανά λίτρο οίνου ή γλεύκους (meq/L) ή σε γραμμάρια τρυγικού οξέος ανά λίτρο οίνου ή γλεύκους (g/L).

2. Ενεργή οξύτητα - pH
Σαν ενεργή οξύτητα ή pH καλείται το σύνολο των ελεύθερων καρβοξυλομάδων που βρίσκονται σε διάσταση και δίνουν Η+. Εξαρτάται όχι μόνο από τη συγκέντρωση αλλά και από το είδος των οργανικών οξέων, π.χ. ο οίνος που περιέχει μια ορισμένη ποσότητα τρυγικού οξέος είναι πιο όξινος από τον οίνο που περιέχει ισόποσο ηλεκτρικό οξύ λόγω του διαφορετικού βαθμού διάστασης των ελεύθερων καρβοξυλομάδων. Το pH των οίνων, ανάλογα με την αμπελουργική περιοχή, την ποικιλία της αμπέλου και την τεχνική παρασκευής τους κυμαίνεται από 2.8 μέχρι 4.2.
Υλικά και εξοπλισμός

- Διάλυμα υδροξειδίου του νατρίου (ΝαΟΗ) 0.1 Μ.

- Διάλυμα κυανού της βρωμοθυμόλης (4 g/L)

- Προχοϊδα, κωνική φιάλη, σιφώνια 

- pH-μετρο

- Μαγνητικός αναδευτήρας

- Ποτήρι ζέσεως, μαγνήτης, σιφώνια 

Διαδικασία προσδιορισμού

1. Μέτρηση ογκομετρούμενης οξύτητας

α.
Προετοιμασία δείγματος: Το δείγμα (γλεύκος ή οίνος) πρέπει να είναι διαυγές. Επίσης πρέπει να έχει απομακρυνθεί ο αέρας (με αντλία κενού) γιατί το CO2 παρεμβάλλεται στη μέτρηση. Αυτό είναι απαραίτητο, ειδικά στο γλεύκος που ζυμώνεται και στον οίνο. 

β.
Μέτρηση οξύτητας με χρήση δείκτη:

Γεμίζουμε μια προχοϊδα με πρότυπο διάλυμα ΝαΟΗ 0.1 Μ και παίρνουμε την αρχική τιμή. Σε μια κωνική φιάλη τοποθετούμε 10 mL δείγματος, 1 mL δείκτη κυανού της βρωμοθυμόλης και περίπου 30 mL απεσταγμένου νερού. Ανακατεύουμε και τιτλοδοτούμε με το διάλυμα του ΝαΟΗ, αναδεύοντας συνεχώς, μέχρι την αλλαγή του χρώματος (κυανοπράσινη χροιά). Σημειώνουμε την τελική τιμή της προχοϊδας. 

Από τη διαφορά αρχικής και τελικής τιμής βρίσκεται ο ο αριθμός των καταλωθέντων ml, έστω n.  

γ.
Μέτρηση οξύτητας με χρήση pHμέτρου:

Αρχικά γίνεται η βαθμονόμηση του οργάνου σύμφωνα με τις οδηγίες του κατασκευαστή με ρυθμιστικά διαλύματα γνωστού pH, συνήθως 4 και 7. 

Κατόπιν σε ένα ποτήρι ζέσεως (που περιέχει ένα μικρό μαγνήτη και βρίσκεται πάνω σε μαγνητικό αναδευτήρα) τοποθετούνται 10 mL δείγματος και μικρή ποσότητα απεσταγμένου νερού. Με συνεχή και σταθερή ανάδευση προστίθενται από την προχοϊδα διάλυμα ΝαΟΗ 0.1 Μ μέχρι το pΗ να γίνει ίσο με 7. Έστω n ο αριθμός των καταναλωθέντων  mL.

Έκφραση αποτελεσμάτων 
Η ολική οξύτητα εκφραζόμενη σε χιλιοστοϊσοδύναμα ανά λίτρο (meq/L) δίνεται από τον τύπο    



Α = 10 * n

με ένα δεκαδικό ψηφίο.

 Η ολική οξύτητα εκφραζόμενη σε γραμμάρια τρυγικού οξέος ανά λίτρο (g/L) δίνεται από τον τύπο    


Α = 0.75 * n

με ένα δεκαδικό ψηφίο.

2. Μέτρηση pH
Αρχικά γίνεται η βαθμονόμηση του οργάνου σύμφωνα με τις οδηγίες του κατασκευαστή με ρυθμιστικά διαλύματα γνωστού pH, συνήθως 4 και 7. 

Κατόπιν σε ένα ποτήρι ζέσεως (που περιέχει ένα μικρό μαγνήτη και βρίσκεται πάνω σε μαγνητικό αναδευτήρα) τοποθετείται επαρκής ποσότητα δείγματος έτσι ώστε το ηλεκτρόδιο να είναι εμβαπτισμένο και να μην ακουμπάει στα τοιχώματα του ποτηριού ή στον μαγνήτη. Η θερμοκρασία του δείγματος πρέπει να είναι 20-25 οC. Όταν η τιμή σταθεροποιηθεί παίρνουμε τη μέτρηση. Λαμβάνονται τουλάχιστον δύο μετρήσεις από το ίδιο δείγμα και καταγράφεται ο μέσος όρος με δύο δεκαδικά ψηφία.
Μέτρηση οξύτητας με δείκτη φαινολοφθαλεϊνη

Σε κωνική φιάλη μεταφέρονται 10 mL αντιπροσωπευτικού δείγματος από το γλεύκος ή τον οίνο που εξετάζεται. Στην ίδια φιάλη προστίθενται 40 mL απεσταγμένο νερό και 3-4 σταγόνες δείκτη φαινολοφθαλεϊνης (διάλυμα 1 % σε αιθανόλη). Τιτλοδοτούμε με διάλυμα καυστικού νατρίου γνωστής κανονικότητας (συνήθως 0,1 Ν) αναδεύοντας συνεχώς μέχρι να εμφανιστεί ρόδινο χρώμα το οποίο θα παραμείνει σταθερό για 30 sec. Από την ποσότητα του διαλύματος NaOH που καταναλώθηκε (n) υπολογίζεται η οξύτητα όπως και παραπάνω.

IV. ΠΡΟΣΔΙΟΡΙΣΜΟΣ ΕΛΕΥΘΕΡΟΥ & ΟΛΙΚΟΥ ΘΕΙΩΔΗ ΑΝΥΔΡΙΤΗ 

Γενικά

O θειώδης ανυδρίτης (SO2) χρησιμοποιείται στην οινολογική πρακτική εδώ και 300 χρόνια αλλά μόνο τα τελευταία τριάντα χρόνια έγινε αντικείμενο μελέτης για την ορθολογική χρήση του και τον περιορισμό των χρησιμοποιούμενων δόσεων στις απολύτως αναγκαίες ποσότητες. Οι δόσεις καθορίζονται από τις συνθήκες ορθολογικής χρήσης του σε όλα τα στάδια της παραγωγικής διαδικασίας, ώστε ο οινοποιός να επωφελείται των ιδιοτήτων του χρησιμοποιώντας τη μικρότερη δυνατή ποσότητα. Προϋπόθεση γι’ αυτό είναι η γνώση των μορφών με τις οποίες ο θειώδης ανυδρίτης απαντά στο γλεύκος και τον οίνο, τη δραστικότητα κάθε μορφής και τους παράγοντες που επηρεάζουν τη δράση του (pH, θερμοκρασία, αλκοόλη, ουσίες αδρανοποίησης του κλπ).

1. Ελεύθερος θειώδης ανυδρίτης

Όταν ο θειώδης ανυδρίτης βρεθεί σε διάλυμα και μάλιστα σε pH 3.0-4.0 (συνήθεις τιμές pH των γλευκών και των οίνων) διίσταται ως εξής

SO2 + H2O —→  HSO3— + H+
όπου 

SO2: ο θειώδης ανυδρίτης που παραμένει διαλυμένος ως μοριακός (η 

κυρίως δραστική μορφή) και 



HSO3—: τα ανιόντα του εξουδετερωμένου θειώδους οξέος. 

Η διάσταση αυτή εξαρτάται από το pΗ και τη θερμοκρασία. Όσο υψηλότερο  είναι το pΗ τόσο λιγότερος ο μοριακός SO2, ενώ η αύξηση της θερμοκρασίας συντελεί σε θεαματική αύξηση. Το άθροισμα των δύο μορφών (μοριακού και εξουδετερωμένου) δίνει τον ελεύθερο θειώδη ανυδρίτη. Στη σχέση μοριακού ως προς ελεύθερο SO2 σημαντικό ρόλο παίζει και η συγκέντρωση της αλκοόλης. Για το ίδιο pΗ και την ίδια συγκέντρωση ελεύθερου SO2 η συγκέντρωση του μοριακού SO2 είναι ανάλογη του αλκοολικού τίτλου του διαλύματος. 

2. Δεσμευμένος θειώδης ανυδρίτης

Ο θειώδης ανυδρίτης έχει την ιδιότητα να ενώνεται με ουσίες που διαθέτουν καρβονυλομάδες, αλδεϋδομάδες ή κετονομάδες, προς σχηματισμό ενώσεων από τις οποίες άλλες είναι ασταθείς και άλλες σταθερές. Οι ενώσεις του με σάκχαρα, γενικά, είναι ασταθείς. Με τη γλυκόζη δίνει ενώσεις που λειτουργούν ως ‘αποθήκη’  SO2 (ανάλογα με τις συνθήκες ελευθερώνεται μοριακός SO2) ενώ η φρουκτόζη δεσμεύει ελάχιστο SO2. Η ακεταλδεϋδη, που σχηματίζεται κατά τη διάρκεια της αλκοολικής ζύμωσης των σακχάρων ενός γλεύκους, δεσμεύει  το θειώδη ανυδρίτη μη αναστρέψιμα δημιουργώντας σταθερές ενώσεις που δεν έχουν καμία από τις ευεργετικές ιδιότητες του ελεύθερου SO2. Με τις ελεύθερες ανθοκυάνες δίνει άχροες ενώσεις με αποτέλεσμα τη μείωση της έντασης του χρώματος κυρίως των ερυθρών οίνων. Η αντίδραση είναι αντιστρεπτή, δηλαδή, με μείωση του SO2 λόγω οξείδωσης το χρώμα επανέρχεται. Οι ενώσεις αυτές διασπώνται κι ελευθερώνουν μοριακό SO2 λειτουργώντας σαν  ‘αποθήκη’ SO2 που παρέχει στους ερυθρούς ξηρούς οίνους προστασία από τις οξειδώσεις. Στο γλεύκος και τον οίνο υπάρχει πληθώρα άλλων ουσιών που στην ελεύθερη μορφή τους παίζουν αρνητικό ρόλο στους οργανοληπτικούς χαρακτήρες του οίνου. Ο θειώδης ανυδρίτης με το να ενώνεται μαζί τους αμβλύνει τις αρνητικές επιπτώσεις τους. 

Δράσεις του θειώδη ανυδρίτη

Αντιοξειδωτική δράση: Οι αντιδράσεις οξείδωσης, που λαμβάνουν χώρα όταν το γλεύκος ή ο οίνος έρθει σε επαφή με τον αέρα-οξυγόνο, είναι ανεπιθύμητες σε οποιοδήποτε στάδιο της παραγωγικής διαδικασίας. Μπορεί να είναι χημικής ή ενζυμικής φύσεως. Εκδηλώνονται με αλλοίωση του χρώματος και συνοδεύονται από μεταβολή της οσμής. Η χρήση του θειώδους ανυδρίτη ασκεί άμεση (οξειδώνεται ο ίδιος και συνεπώς προφυλάσσει άλλα ευοξείδωτα συστατικά π.χ. φαινολικά) και έμμεση αντιοξειδωτική προστασία (απενεργοποιεί τις οξειδάσες που καταλύουν τις ενζυμικές οξειδώσεις). Η πιο δραστική μορφή είναι τα ιόντα του (αναγωγική ικανότητα: HSO3—  >  SO2). Ο δεσμευμένος SO2 δεν έχει αντιοξειδωτικές ιδιότητες.

Αντιμικροβιακή: Αποτελεί μία από τις σημαντικότερες δράσεις του θειώδους ανυδρίτη. Δεν είναι συνάρτηση της ολικής ποσότητας που προστίθεται αλλά του μοριακού  SO2 που είναι πολύ πιο δραστικός έναντι των διαφόρων μικροοργανισμών σε σύγκριση με τα ιόντα του ελεύθερου θειώδους (HSO3—). Τα διάφορα γένη, είδη και στελέχη ζυμών αντιδρούν διαφορετικά στην παρουσία του. Πιο ευαίσθητα είναι τα είδη των ‘άγριων’ ζυμών και γενικά τα αναερόβια είδη, ενώ μεγαλύτερη αντοχή παρουσιάζουν τα διάφορα είδη Saccharomyces. Πολύ πιο ευαίσθητα από τις ζύμες είναι τα βακτήρια και μάλιστα τα οξικά (αερόβια). Για να ανασταλεί η δράση των ανεπιθύμητων αερόβιων μικροοργανισμών (άγριες ζύμες και οξικά βακτήρια) πρέπει να υπάρχει στο γλεύκος μοριακός SO2 0.54-0.90 mg/L ανάλογα με το pΗ του γλεύκους. Υποβαθμισμένης ποιότητας σταφύλια απαιτούν πιο ισχυρές θειώσεις.  

Διαλυτική: Διευκολύνει την εκχύλιση χρωστικών, διαφόρων φαινολικών, αρωματικών συστατικών κ.ά.

Όξινη: Αυξάνει την οξύτητα

Διαυγαστική: Έχει άμεση (παρουσία του καθιζάνουν ορισμένα κολλοειδή) και έμμεση διαυγαστική δράση (καθυστερεί την έναρξη της αλκοολικής ζύμωσης και δίνει χρόνο για απολάσπωση του γλεύκους).

Επιτρεπτά όρια

Ο θειώδης ανυδρίτης μπορεί να προστεθεί στο γλεύκος ή στον οίνο ως καθαρό θείο, στερεό μεταθειώδες κάλιο (μεταμπισουλφίτ), υγροποιημένος θειώδης ανυδρίτης  ή ως διαλύματα θειώδη ανυδρίτη ανάλογα με το μέγεθος των δοχείων και των μέσων που διαθέτει ο οινοποιός. Η συγκέντρωση του παρακολουθείται συνεχώς έτσι ώστε να προσδίδει προστασία στο γλεύκος και στον οίνο χωρίς να υπερβαίνει τα νόμιμα όρια, ειδικά για τους εμπορεύσιμους οίνους και τους οίνους ποιότητας. 

Η Ε.Ε. με τον κανονισμό 822/87 θέσπισε τα όρια της συνολικής περιεκτικότητας των οίνων σε θειώδη ανυδρίτη. Τη στιγμή που ο οίνος διατίθεται για ανθρώπινη κατανάλωση δεν μπορεί να υπερβαίνει τα 160 mg/L για τους ερυθρούς οίνους και τα 210 mg/L για τους λευκούς και ροζέ. Κατά παρέκκλιση από τα παραπάνω όρια, αν ο οίνος έχει περιεκτικότητα σε ανάγοντα σάκχαρα μεγαλύτερη από 5 g/L, οι ερυθροί οίνοι επιτρέπεται να έχουν ολικό θειώδη ανυδρίτη μέχρι 210 mg/L, ενώ οι λευκοί και ροζέ μέχρι 260 mg/L. 
Προσδιορισμός του θειώδη ανυδρίτη

Ο προσδιορισμός του θειώδη ανυδρίτη βασίζεται στην οξειδοαναγωγική αντίδραση του διοξειδίου του θείου με το ιώδιο ως εξής

HSO3—  + I3—  + H2O  —→  SO4=  +  3H+  +  3I—
Η οξείδωση γίνεται σε ισχυρά όξινο περιβάλλον, διαφορετικά το ιώδιο αντιδρά με πολυφαινόλες, σάκχαρα, αλδεϋδες και άλλους αναγωγικούς παράγοντες. Το τέλος της αντίδρασης ελέγχεται με την εμφάνιση  μπλε χρώματος όταν η περίσσεια του ιωδίου δίνει χρώμα παρουσία αμύλου. Έτσι προσδιορίζεται ό ελεύθερος θειώδης ανυδρίτης.

Μεταβάλλοντας το pH του οίνου σε ισχυρά αλκαλικό με προσθήκη ΚΟΗ αποδεσμεύουμε τον ανυδρίτη από τις ενώσεις του με την ακεταλδεϋδη επιτρέποντας τον προσδιορισμό και της δεσμευμένης μορφής. Το άθροισμα του ελεύθερου και του ενωμένου δίνει τον ολικό θειώδη ανυδρίτη.

Υλικά και εξοπλισμός

- Πρότυπο διάλυμα ιωδίου (Ι2) 0.02 Ν
- Διάλυμα θειικού οξέος (H2SO4) 25% (v/v)
- Δείκτης αμύλου 5 g/L
- Προχοϊδα, κωνική φιάλη, ογκομετρικοί κύλινδροι, σιφώνια 

- Διάλυμα υδροξειδίου του καλίου (ΚΟΗ) 1 Μ.

Διαδικασία προσδιορισμού

1. Μέτρηση ελεύθερου θειώδους ανυδρίτη
Ο προσδιορισμός πρέπει να γίνεται αμέσως μετά το άνοιγμα της φιάλης γιατί ο ανυδρίτης οξειδώνεται από τον αέρα.

Σε μια κωνική φιάλη των 250 mL μεταφέρουμε 



25 mL οίνου 



 2.5 ml διαλύματος H2SO4 25%  



 0.5 mL δείκτη αμύλου

και αναδεύουμε. Ακολουθεί τιτλοδότηση με πρότυπο διάλυμα ιωδίου 0.02 Ν μέχρι να εμφανιστεί μπλε χροιά και να παραμείνει σταθερή για 20-30 sec. Έστω Α τα ml του Ι2 που καταναλώθηκαν.

2. Μέτρηση ολικού θειώδους ανυδρίτη
Σε μια κωνική φιάλη των 250 mL μεταφέρουμε 



25 mL οίνου και



12.5 mL διαλύματος ΚΟΗ 1Ν

Το μίγμα ανακινείται και αφήνεται να αντιδράσει για 10 min. Στη συνέχεια προστίθενται 


 5 mL διαλύματος H2SO4 25%  



 0.5 mL δείκτη αμύλου

και αναδεύουμε. Ακολουθεί τιτλοδότηση με πρότυπο διάλυμα ιωδίου 0.02 Ν μέχρι να εμφανιστεί μπλε χροιά και να παραμείνει σταθερή για 20-30 sec. Έστω Β τα mL του Ι2 που καταναλώθηκαν.

Έκφραση αποτελεσμάτων 
Ο ελεύθερος θειώδης ανυδρίτης εκφραζόμενος σε χιλιοστογραμμάρια SO2 ανά λίτρο (mg/L) δίνεται από τον τύπο    



Ελεύθερος SO2 = 25.6 * A
Αντίστοιχα ο ολικός θειώδης ανυδρίτης εκφραζόμενος σε χιλιοστογραμμάρια SO2 ανά λίτρο (mg/L) δίνεται από τον τύπο    



Ολικός SO2 = 25.6 * Β

Η διαφορά τους δίνει τον δεσμευμένο θειώδη ανυδρίτη

Δεσμευμένος =  Ολικός  -  Ελεύθερος 

V. ΑΛΚΟΟΛΙΚΟΣ ΤΙΤΛΟΣ
Γενικά

Η αιθυλική αλκοόλη που βρίσκεται στους οίνους παράγεται κατά την αλκοολική ζύμωση των σακχάρων του γλεύκους. Αντιπροσωπεύει το 9-15 % του όγκου τους και είναι το κυριότερο συστατικό  μετά το νερό. Η μέτρηση της περιεκτικότητας ενός οίνου σε αλκοόλη έχει την αρχή της στον Gay-Lussac και γίνεται με φυσικό τρόπο (απόσταξη – πυκνομετρία). Για να εκφραστεί η αλκοολοπεριεκτικότητα χρησιμοποιήθηκε ο όρος αλκοολικός βαθμός που ισούται με τον αριθμό των λίτρων καθαρής αλκοόλης που περιέχονται σε 100 λίτρα προϊόντος στους 15 οC. Κατά καιρούς προτάθηκαν διάφορες μέθοδοι προσδιορισμού κι έκφρασης της αιθυλικής αλκοόλης που παρουσίαζαν διάφορα προβλήματα. 

Στα πλαίσια του ΟIV ο όρος ‘αλκοολικός βαθμός’ έχει αντικατασταθεί από τον όρο ‘αλκοολικός τίτλος κατ’όγκον’. ‘Αλκοολικός τίτλος κατ’ όγκο’ ενός οινικού προϊόντος ονομάζεται ο αριθμός των λίτρων άνυδρης αιθανόλης που περιέχεται σε 100 λίτρα του προϊόντος αυτού, όταν οι δύο όγκοι μετριούνται σε θερμοκρασία 20 οC. Συμβολίζεται ως ‘% vol’.  Για τον προσδιορισμό του προβλέπονται διάφορες μέθοδοι που βασίζονται όλες στην απόσταξη της αλκοόλης του οίνου. Η διαφορά τους βρίσκεται στον τρόπο μέτρησης της αλκοόλης στο απόσταγμα. Στη μέθοδο αναφοράς ο προσδιορισμός της πυκνότητας του αποστάγματος γίνεται με τη μέθοδο της ληκύθου. Στις συνήθεις μεθόδους αναφέρονται ο προσδιορισμός του αλκοολικού τίτλου με αραιόμετρο, με υδροστατικό ζυγό και με διαθλασιμετρία. Θα πρέπει να παρατηρηθεί ότι στον αλκοολικό τίτλο συνυπολογίζονται τα ομόλογα της αιθανόλης καθώς επίσης και η εστεροποιημένη αιθανόλη και τα ομόλογα της μιας και περνάνε στο απόσταγμα. 
Υλικά και εξοπλισμός
-  Συσκευή απόσταξης που περιλαμβάνει

· σφαιρική φιάλη χωρητικότητας ενός λίτρου με εσμυρισμένο στόμιο

· επανορθωτική αποστακτική στήλη ύψους περίπου 20 cm ή οποιαδήποτε άλλη διάταξη με σκοπό την παρεμπόδιση διέλευσης πτητικότερων ουσιών που προκαλούν σφάλμα στο αποτέλεσμα της μέτρησης

· πηγή θερμότητας

· ψυκτήρας, στο άκρο του οποίου προσαρμόζεται λεπτός σωλήνας που μεταφέρει το απόσταγμα στον πυθμένα ογκομετρικής φιάλης που χρησιμεύει σαν υποδοχέας και που περιέχει μικρή ποσότητα ύδατος

-  Ογκομετρική φιάλη των 200 mL
-  Θερμόμετρο

-  Εναιώρημα υδροξειδίου του ασβεστίου 2 Μ

-  Αραιόμετρο – αλκοολόμετρο βαθμονομημένο στους 20 οC
-  Ογκομετρικός κύλινδρος των 250 mL
Διαδικασία προσδιορισμού
1. Απόσταξη
Σε μια ογκομετρική φιάλη των 200 mL τοποθετείται οίνος μέχρι τη χαραγή και μετριέται η θερμοκρασία. Κατόπιν το δείγμα μεταγγίζεται στη σφαιρική φιάλη της αποστακτικής συσκευής και η ογκομετρική ξεπλένεται τέσσερις φορές με 5 mL νερό κάθε φορά. Τα ξεπλύματα προστίθενται στη σφαιρική φιάλη. Για να γίνει αλκαλικό το δείγμα προστίθενται 10 mL εναιωρήματος CaOH και για να μην υπάρχει έντονος βρασμός  τοποθετούνται μερικά τεμαχίδια πορώδους ανενεργού υλικού (ελαφρόπετρα). Η σφαιρική φιάλη συνδέεται στην αποστακτική και ξεκινάει η θέρμανση αλλά και η ψύξη. Το απόσταγμα συγκεντρώνεται στην ογκομετρική φιάλη των 200 mL που χρησιμοποιήθηκε στην μέτρηση του οίνου. Συλλέγεται απόσταγμα οίνου ίσο με τα ¾ περίπου του αρχικού όγκου. Στο τέλος συμπληρώνεται στα 200 mL με απεσταγμένο νερό. Η θερμοκρασία του αποστάγματος δεν πρέπει να αποκλίνει από την αρχική θερμοκρασία πάνω από ± 2 οC. 
2. Αραιομετρία
Το απόσταγμα αναμιγνύεται προσεκτικά με κυκλικές κινήσεις και μεταφέρεται στον ογκομετρικό κύλινδρο. Επιλέγεται ένα αλκοολόμετρο, που να πληρεί τις προδιαγραφές που ορίζονται από την νομοθεσία και να έχει το κατάλληλο εύρος τιμών, κι εμβαπτίζεται στο απόσταγμα μαζί με ένα θερμόμετρο. Λαμβάνεται η θερμοκρασία και αφού ισορροπήσει το αλκοολόμετρο αμέσως μετά η ένδειξη (φαινομενικός αλκοολικός τίτλος). Η θερμοκρασία του υγρού δεν πρέπει να διαφέρει από τη θερμοκρασία περιβάλλοντος πάνω από ± 5 οC. Ο φαινομενικός τίτλος διορθώνεται ως προς τη θερμοκρασία με τη βοήθεια του παρακάτω πίνακα.
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VI. ΜΕΤΡΗΣΗ ΠΤΗΤΙΚΗΣ ΟΞΥΤΗΤΑΣ

Γενικά

Τα οξέα της αλειφατικής σειράς με μικρό αριθμό ατόμων άνθρακα (μυρμηκικό, οξικό, προπιονικό, βουτυρικό) έχουν δυσμενή επίδραση στην ποιότητα του οίνου γιατί επηρεάζουν αρνητικά τους οργανοληπτικούς χαρακτήρες του προσδίνοντας έντονη  και δριμεία οσμή. Έντονη και δυσάρεστη οσμή στο κρασί προσδίνει επίσης και ο οξικός αιθυλεστέρας. Σε ένα υγιή οίνο η συγκέντρωση του οξικού οξέος που παράγεται κατά την αλκοολική ζύμωση είναι λιγότερο από 0.5 g/L ενώ τα άλλα οξέα βρίσκονται σε ίχνη ή σε πολύ μικρές συγκεντρώσεις. Οι περιεκτικότητες αυξάνονται στην περίπτωση οίνων προσβλημένων από βακτηριακές ασθένειες. 

Ονομάζονται πτητικά γιατί ανιχνεύονται οργανοληπτικά και λαμβάνονται με απόσταξη. Η οξύτητα του αποστάγματος που προκύπτει από τον οίνο καλείται πτητική οξύτητα και δίνει ένα μέτρο της συνολικής παρουσίας τους στον οίνο. Kατά την επίσημη μέθοδο της Ε.Ε. η πτητική οξύτητα αποτελείται από τα οξέα της σειράς του οξικού οξέος που απαντούν στους οίνους ελεύθερα ή με μορφή αλάτων. Επειδή από αυτά τα οξέα το επικρατέστερο είναι το οξικό η πτητική οξύτητα εκφράζεται συνήθως σε γραμμάρια οξικού οξέος ανά λίτρο (gοξικού οξέος/L) αν και ο επίσημος τρόπος έκφρασης είναι σε χιλιοστογραμμοϊσοδύναμα ανά λίτρο (me/L). Η σχέση των δύο μεγεθών είναι η εξής 

ΠΟ (me) = ΠΟ (gοξικού οξέος) / 0.060

Προσδιορίζεται με  τιτλοδότηση των πτητικών οξέων που διαχωρίζονται από τον οίνο με απόσταξη μεθ' υδρατμών και ανακαθαρισμό των ατμών. Από τον οίνο απομακρύνεται προηγουμένως το διοξείδιο του άνθρακα. Η οξύτητα που οφείλεται στο ελεύθερο και στο ενωμένο διοξείδιο του θείου που αποστάζονται υπό τις συνθήκες αυτές, πρέπει να αφαιρείται από την οξύτητα του αποστάγματος. Πρέπει επίσης να αφαιρείται και η οξύτητα που οφείλεται στο σορβικό οξύ το οποίο έχει ενδεχομένως προστεθεί στον οίνο.

Η πτητική οξύτητα δεν μπορεί να είναι μεγαλύτερη από 

· 18 me/L για γλεύκη που έχουν μισοζυμωθεί 

· 18 me/L για λευκούς και ροζέ οίνους

· 20 me/L για ερυθρούς οίνους  

Εξαιρέσεις μπορούν να υπάρξουν για οίνους VQPRD ή ΠΟΠ που έχουν υποβληθεί σε, τουλάχιστον, διετή παλαίωση ή έχουν παρασκευαστεί με ειδική μέθοδο ή για οίνους που έχουν ολικό αλκοολικό τίτλο ≥ 13 % vol.
Υλικά και εξοπλισμός

- Αντλία κενού ύδατος

- Φιάλη κενού
- Προχοϊδα, κωνική φιάλη, ογκομετρικοί κύλινδροι 

- Κρυσταλλικό τρυγικό οξύ (C4H6O6)
- Διάλυμα υδροξειδίου του νατρίου 0.1 M (NaOH)
- Διάλυμα φαινολοφθαλεΐνης 1 % σε αλκοόλη 96 % vol ουδέτερη

- Υδροχλωρικό οξύ αραιωμένο 1/4 (v/v)

- Διάλυμα ιωδίου 0.005 M (I2)

- Κρυσταλλικό ιωδιούχο κάλιο (KI)

- Διάλυμα αμύλου 5 g/L: ποσότητα 5 g αμύλου διαλύεται σε 500 mL ύδατος περίπου. Το διάλυμα φέρεται σε βρασμό υπό ταυτόχρονη ανάδευση και ο βρασμός διατηρείται επί δέκα λεπτά. Προστίθενται κατόπιν 200 g χλωριούχου νατρίου και το διάλυμα ψύχεται αφού προηγουμένως συμπληρωθεί ο όγκος μέχρι ένα λίτρο.

- Κορεσμένο διάλυμα βορικού νατρίου (Na2B4O7*10H2O) δηλαδή περίπου 55 g/l στους 20° C

- Συσκευή απόσταξης μεθ' υδρατμών που αποτελείται από:


1. Σύστημα παραγωγής υδρατμών, ο παραγόμενος υδρατμός πρέπει να είναι απαλλαγμένος από διοξείδιο του άνθρακα.


2. Υποδοχέα του οίνου (δοχείο ανατάραξης).


3. Αποστακτική επανορθωτική στήλη.


4. Ψυκτήρα.


Η συσκευή αυτή πρέπει να ανταποκρίνεται σε τρεις δοκιμές που αναφέρονται στην επίσημη μέθοδο.

Διαδικασία προσδιορισμού

α.
Προετοιμασία δείγματος:  Για την απομάκρυνση του CO2 φέρονται περίπου 50 ml οίνου σε μια φιάλη κενού και αναδεύονται ενώ ταυτόχρονα δημιουργείται κενό με τη βοήθεια αντλίας. Η ανάδευση πρέπει να διαρκεί ένα έως δύο λεπτά. 

β.
Απόσταξη μεθ' υδρατμών: Στον υποδοχέα του δείγματος φέρονται 20 mL οίνου (έχει απομακρυνθεί το CO2), προστίθενται 0.5 g περίπου τρυγικού οξέος και ξεκινά η απόσταξη. Συλλέγονται τουλάχιστον 250 mL αποστάγματος.

γ.
Τιτλοδότηση: Το απόσταγμα ογκομετρείται με διάλυμα υδροξειδίου του νατρίου

0.1 M με δείκτη διάλυμα φαινολοφθαλεΐνης (δύο σταγόνες). Έστω n ο αριθμός των καταναλωθέντων mL. Προστίθενται τέσσερις σταγόνες αραιωμένου ΗCl 1/4, 2 mL διαλύματος αμύλου και μερικοί κρύσταλλοι KJ. Το ελεύθερο SO2 ογκομετρείται με διάλυμα 0.005 M ιωδίου. Έστω n′ ο αριθμός των καταναλωθέντων ml. Κατόπιν προστίθεται κεκορεσμένο διάλυμα βορικού νατρίου μέχρι να επανεμφανισθεί ο ροδόχρους χρωματισμός. Το δεσμευμένο SO2 ογκομετρείται με το διάλυμα ιωδίου 0,005 M . Έστω n″ ο αριθμός των καταναλωθέντων mL.
Έκφραση αποτελεσμάτων 
Η πτητική οξύτητα, εκφραζόμενη σε χιλιοστοϊσοδύναμα ανά λίτρο με ένα δεκαδικό ψηφίο, δίνεται από τον τύπο:

A = 5 (n − 0.1 n′ − 0.05 n″)

Η πτητική οξύτητα, εκφραζόμενη σε g οξικού οξέος ανά λίτρο με δύο δεκαδικά ψηφία, δίνεται από τον τύπο:

Α = 0,300 (n − 0.1 n′ − 0.05 n″)
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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++  
[image: image10.wmf]¾

®

¬

 I2 + 2Cu+

Το σχηματιζόμενο Ι2 προσδιορίζεται με τιτλοδοτημένο διάλυμα θειοθειϊκού νατρίου σύμφωνα με την παρακάτω αντίδραση. 
 I2 + 2S2O3=  
[image: image11.wmf]¾

®

¬

 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


ΙIX. ΠΡΟΣΔΙΟΡΙΣΜΟΣ ΧΡΩΜΑΤΙΚΩΝ ΧΑΡΑΚΤΗΡΙΣΤΙΚΩΝ 
Γενικά

Το χρώμα των οίνων είναι αποτέλεσμα εκλεκτικής απορρόφησης ορισμένων ακτινοβολιών του ηλιακού φάσματος και οφείλεται στις φαινολικές ενώσεις. Το φάσμα απορρόφησης των ερυθρών οίνων παρουσιάζει μέγιστο στα 520 nm (ερυθρό). Στους νεαρούς ερυθρούς οίνους το μέγιστο οφείλεται στο καθαρό ερυθρό χρώμα των ελεύθερων ανθοκυανών με μορφή φλαβυλίου. Με την πάροδο του χρόνου, παλαίωση, η απορρόφηση στα 520 nm μειώνεται και αυξάνεται η απορρόφηση στα 420 nm (κίτρινο). Αιτία είναι οι διάφορες μορφές ταννινών που επικρατούν στους παλαιωμένους οίνους και που απορροφούν στην περιοχή του κίτρινου. Αυτές οι δύο τιμές είναι κατάλληλες για οίνους με κάποια ηλικία, αλλά δεν καλύπτουν πλήρως τα βαθιά χρώματα των νέων οίνων. Για την αξιολόγηση αυτών των χρωμάτων, λαμβάνεται υπόψη η απορρόφηση στην περιοχή του κυανού (620 nm), που αποδίδεται στις μορφές της βάσης της κινόνης των ελευθέρων και των ενωμένων ανθοκυανών. 

Για την εκτίμηση του χρώματος των λευκών οίνων πιο σημαντική είναι η απορρόφηση στα 420 nm (κίτρινο) και δείχνει το βαθμό οξείδωσης τους. Όσο πιο οξειδωμένος είναι ένας λευκός οίνος τόσο πιο μεγάλη απορρόφηση παρουσιάζει στα 420 nm.
Σύμφωνα με τις επίσημες μεθόδους του OIV, χρωματικά χαρακτηριστικά ενός οίνου ονομάζονται η φωτεινότητα του και η χρωματικότητα του. Η φωτεινότητα αντιστοιχεί στη διαπερατότητα. Είναι αντιστρόφως ανάλογη προς την ένταση χρώματος του οίνου. Η χρωματικότητα ανταποκρίνεται στο επικρατούν μήκος κύματος (που χαρακτηρίζει την απόχρωση) και την καθαρότητα. Η μέθοδος αναφοράς είναι μια φασματοφωτομετρική μέθοδος που επιτρέπει τον υπολογισμό των τρισερεθιστικών τιμών και των τριχρωματικών συντελεστών που απαιτούνται για τον καθορισμό του χρώματος σύμφωνα με τους κανόνες της διεθνούς επιτροπής φωτισμού (CIE). 

Η επίσημη μέθοδος δεν βρίσκει καμία εφαρμογή στην οινοποιητική τεχνική γι’ αυτό συμβατικά και για λόγους ευκολίας, τα χρωματικά χαρακτηριστικά των ερυθρών και των ροζέ οίνων προσδιορίζονται με μια μέθοδο που έχει υιοθετηθεί ως συνήθης μέθοδος κι εκφράζονται από την ένταση του χρώματος και την απόχρωση ως εξής:

· Ένταση χρώματος (Ε)

Είναι το άθροισμα των απορροφήσεων στα 420 nm, 520 nm και 620 nm. 
Ε = A420 + A520 + A620
· Απόχρωση (Α)

Είναι ο λόγος της απορρόφησης του γλεύκους ή του οίνου στα 420 nm προς την απορρόφηση στα 520 nm.
Α = A420 / A520
Τα συμβατικά αυτά μεγέθη παρέχουν σημαντικές πληροφορίες γιατί διαφοροποιούνται κατά πολύ ανάλογα με την ποικιλία απ’ όπου προήλθε ο οίνος, τις καλλιεργητικές φροντίδες που δέχτηκε, τη μέθοδο οινοποίησης κά. Αποτελούν ένα εύχρηστο εργαλείο για τον οινολόγο και τον οινοποιό που τους επιτρέπει να παρακολουθούν και να εκτιμούν τη μεταβολή του χρώματος κατά τη διάρκεια της ερυθρής οινοποίησης ή κατά τους διάφορους χειρισμούς (πχ. διαύγαση, θείωση) με στόχο την επίτευξη του επιθυμητού τελικού σημείου. 
Υλικά και εξοπλισμός

- Φασματοφωτόμετρο με δυνατότητα μέτρησης απορρόφησης από 300 ως 700 nm. 
- Κυψελίδες υάλου με οπτική διαδρομή 1 cm και 1 mm. 
Διαδικασία προσδιορισμού

α.
Προετοιμασία δείγματος: Αν ο οίνος είναι θολός θα πρέπει να διαυγάσει με φυγοκέντρηση, ενώ από τους νεαρούς οίνους θα πρέπει να αφαιρεθεί το διοξείδιο του άνθρακα με ανάδευση υπό κενό. 

β.
Μέτρηση: Η απορρόφηση υπολογίζεται με την μέτρηση της οπτικής πυκνότητας με την βοήθεια φασματοφωτομέτρου στα τρία μήκη κύματος (A420, A520, A620). Το αποδεκτό εύρος τιμών οπτικής πυκνότητας είναι 0.3-0.7. Οι μετρήσεις γίνονται σε κυψελίδες των 10 mm.  Σαν υγρό αναφοράς για τον μηδενισμό του φωτομέτρου χρησιμοποιείται απιονισμένο νερό. Αν, όπως στην περίπτωση των ερυθρών οίνων, η απορρόφηση υπερβαίνει τα προαναφερόμενα όρια χρησιμοποιούνται κυψελίδες 1 mm και το αποτέλεσμα πολλαπλασιάζεται επί δέκα.

Έκφραση αποτελεσμάτων 
Η ένταση και η απόχρωση του οίνου υπολογίζονται από τους παραπάνω τύπους κι εκφράζονται σαν καθαροί αριθμοί με τρία δεκαδικά ψηφία. 

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). 
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