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I.
ΑΝΙΧΝΕΥΣΗ ΜΗΛΙΚΟΥ ΚΑΙ ΓΑΛΑΚΤΙΚΟΥ ΟΞΕΟΣ ΜΕ ΧΡΩΜΑΤΟΓΡΑΦΙΑ ΛΕΠΤΗΣ ΣΤΙΒΑΔΑΣ (TLC)

Γενικά

Η μηλογαλακτική ζύμωση εμφανίζεται στους οίνους όταν τα γαλακτικά βακτήρια μετατρέπουν το μηλικό οξύ σε γαλακτικό. Για εκείνους τους οίνους που επιλέγεται να υποβληθούν σε μια τέτοια ζύμωση (γιατί δεν είναι πάντα επιθυμητή), οι οινοποιοί θα πρέπει να είναι σε θέση να παρακολουθήσουν την πρόοδο της και να αποφανθούν πότε η μετατροπή του μηλικού οξέος σε γαλακτικό οξύ είναι πλήρης.

Η ανίχνευση της παρουσίας ή της απουσίας των οξέων αυτών γίνεται με χρήση τεχνικών, όπως η χρωματογραφία χάρτου (PC) και η χρωματογραφία λεπτής στοιβάδας (TLC), οι οποίες όμως δεν παρέχουν ποσοτικές πληροφορίες για την συγκέντρωση των οξέων κατά τη διάρκεια της ζύμωσης Για ποσοτική παρακολούθηση της μετατροπής του μηλικού σε γαλακτικό χρησιμοποιούνται τεχνικές όπως ενζυματική ανάλυση, HPLC ή άλλες, οι οποίες μπορούν να προσδιορίσουν μικροποσότητες οξέων αλλά και το τέλος της μηλογαλακτικής ζύμωσης. Συγκεντρώσεις του L–μηλικού οξέος <0,1 g/L δείχνουν ότι η μηλογαλακτική ζύμωση ολοκληρώθηκε. 

Στις περιπτώσεις που η ζύμωση αυτή δεν είναι επιθυμητή προστίθενται στον οίνο υψηλές ποσότητες θειώδους ανυδρίτη ή λυσοζύμης με σκοπό την παρεμπόδιση της δράσης των γαλακτικών βακτηρίωνν. 
Χρωματογραφία χάρτου (PC)

Η μέθοδος αυτή στηρίζεται στο διαχωρισμό των ενώσεων μεταξύ μιας ακίνητης και μιας κινητής φάσης ανάλογα με την διαλυτότητά τους. Όταν το χαρτί χρωματογραφίας (ακίνητη φάση) τοποθετείται σε έναν διαλύτη διαχωρισμού (ανάπτυξης, κινητή φάση), μέσα σε ένα θάλαμο χρωματογραφίας (θάλαμος ανάπτυξης), ο διαλύτης κινείται με τριχοειδή ροή μέσω των πόρων του χαρτιού και βαθμιαία προχωράει πάνω σε αυτό συμπαρασύροντας τα οξέα του οίνου. Δεδομένου ότι κάθε οξύ έχει διαφορετική σχέση-δέσμευση με το χαρτί και το διαλύτη, τα διαφορετικά οξέα του οίνου διανύουν διαφορετικές αποστάσεις από την αφετηρία και έτσι διαχωρίζονται (ανάπτυξη χρωματογραφήματος). Όταν το μέτωπο ανάπτυξης του διαλύτη πλησιάζει το επάνω άκρο του χαρτιού τότε αυτό απομακρύνεται από το θάλαμο ανάπτυξης και σημειώνεται το μέτωπο του διαλύτη με μολύβι. Κατόπιν, το πλακίδιο ξηραίνεται (με ρεύμα αέρα ή στο φούρνο). Το μίγμα του διαλύτη που χρησιμοποιείται περιλαμβάνει μια χρωστική (μπλε της βρωμοφαινόλης) που αντιδρά με τα οξέα κι έτσι οι θέσεις των οξέων εμφανίζονται σαν κίτρινες χρωματισμένες κηλίδες. Κάθε κηλίδα δείχνει τη θέση ενός συγκεκριμένου οξέος. Η σύγκριση των θέσεων των κηλίδων του οίνου και των κηλίδων των πρότυπων οξέων επιτρέπει τον προσδιορισμό των διαφορετικών οξέων στο δείγμα. Η διαδικασία αυτή ονομάζεται εμφάνιση του χρωματογραφήματος.  
Χρωματογραφία λεπτής στοιβάδας (TLC) 

Η χρωματογραφία λεπτής στοιβάδας (TLC) είναι σε γενικές γραμμές παρόμοια με αυτήν που περιγράφεται παραπάνω για τη χρωματογραφία χάρτου (PC), με τη διαφορά ότι, αντί του χρωματογραφικού χαρτιού, σαν ακίνητη φάση χρησιμοποιείται κάποιο προσροφητικό υλικό, όπως ενώσεις πυριτίου (silica), το οποίο επιστρώνεται με κατάλληλο τρόπο επάνω σε γυαλί ή φύλλο πλαστικού ή αλουμινίου. Δεδομένου ότι κάθε οξύ έχει διαφορετική σχέση-συγγένεια με το  προσροφητικό υλικό και το διαλύτη, τα διαφορετικά οξέα του οίνου διανύουν διαφορετικές αποστάσεις από την αφετηρία και έτσι διαχωρίζονται το ένα από το άλλο. 
Σε σχέση με την χρωματογραφία χάρτου, η χρωματογραφία λεπτής στοιβάδας χρησιμοποιεί μικρότερη ποσότητα διαλύτη και παρέχει γρηγορότερο διαχωρισμό. Επίσης είναι πιο γρήγορη και διαχωρίζει το γαλακτικό οξύ από το ηλεκτρικό οπότε ο σχηματισμός του γαλακτικού οξέος κατά τη διάρκεια της μηλογαλακτικής ζύμωσης ανιχνεύεται ευκολότερα. Ένα επιπλέον πλεονέκτημα είναι ότι ο διαλύτης είναι σταθερός στο χρόνο. 
Η χρωματογραφία χάρτου χρησιμοποιείται ακόμα σε διάφορα οινοποιεία, αλλά, λόγω των παραπάνω πλεονεκτημάτων, η μέθοδος που χρησιμοποιείται περισσότερο στη βιομηχανία οίνου είναι η χρωματογραφία λεπτής στοιβάδας.  

Αντιδραστήρια TLC
-
Πρότυπα διαλύματα μηλικού και γαλακτικού οξέος 

Παρασκευάζονται διαφορετικά υδατικά διαλύματα με συγκέντρωση 2 g/L για το κάθε οξύ ή ακόμη και υδατικό διάλυμα που να περιέχει και τα δύο οξέα στις ίδιες συγκεντρώσεις.  

-
Tολουένιο 
-
Οξικό οξύ
-
n–οξικός βουτυλεστέρας
-
Διάλυμα δείκτη πράσινο της βρωμοκρεζόλης 

Παρασκευάζεται διάλυμα δείκτη 0.2 % w/v σε αιθανόλη. 

Διαδικασία ανάλυσης

• Προετοιμασία του διαλύτη

Για την προετοιμασία 40 mL διαλύτη αναμιγνύονται 20 mL τολουένιο, 10 mL οξικού οξέος και 10 mL n–οξικού βουτυλεστέρα σε μια φιάλη και αναδεύονται έντονα. 

• Προετοιμασία χρωματογραφικού  πλακιδίου

1. Τα πλακίδια TLC πρέπει να φυλάσσονται σε ξηρό περιβάλλον και να χειρίζονται πάντα με λαβίδες κι όχι με τα χέρια. Ανάλογα με το μέγεθος του θαλάμου ανάπτυξης κόβονται σε κατάλληλες διαστάσεις, Ενα πλακίδιο μήκους περίπου 7 cm. και εύρους 5 cm είναι κατάλληλο για 5 δείγματα. 
2. Τα δείγματα του οίνου τοποθετούνται πάνω στο πλακίδιο με τριχοειδή σωληνάκια αιματοκρίτη. Οι κηλίδες θα πρέπει να απέχουν περίπου 7 mm  από το κάτω άκρο του πλακιδίου και περίπου 1 cm μεταξύ τους. Κάθε δείγμα τοποθετείται μια φορά, επιτρέποντας στη κηλίδα να αποκτήσει διάμετρο περίπου 2 mm. Στο ίδιο πλακίδιο θα πρέπει να προβλεφθούν θέσεις και για τα πρότυπα οξέα για να υπάρχει μέτρο σύγκρισης με τα οξέα του δείγματος.
3. Τα δείγματα οίνου στεγνώνουν με ήπιο ρεύμα θερμού αέρα χρησιμοποιώντας ένα στεγνωτήρα μαλλιών. Το πλακίδιο τοποθετείται κόντρα στο φως και η ξήρανση συνεχίζεται μέχρι οι κηλίδες των προτύπων (αρχικά γκρίζες) να γίνουν αόρατες. Είναι σημαντικό να αφαιρεθεί όλο το νερό από το πλακίδιο. 
• Ανάπτυξη χρωματογραφήματος 

1. Σε ένα θάλαμο κατάλληλου μεγέθους, π.χ. ποτήρι ζέσεως 250 mL, τοποθετείται επαρκής ποσότητα διαλύτη (βάθος περίπου 5 mm). 
2. Χρησιμοποιώντας λαβίδα, το έτοιμο πλακίδιο TLC τοποθετείται στο θάλαμο έτσι ώστε οι κηλίδες των δειγμάτων να είναι πάνω από το επίπεδο του διαλύτη. Το ποτήρι καλύπτεται με ένα γυάλινο τρυβλίο και αφήνεται να αναπτυχθεί το χρωματογράφημα. 
3. Όταν το μέτωπο του διαλύτη φθάσει σχεδόν στην κορυφή του πλακιδίου, αυτό αφαιρείται με λαβίδα. 
• Αξιολόγηση του χρωματογραφήματος 

1. Το πλακίδιο ξηραίνεται πλήρως με ήπιο ρεύμα θερμού αέρα (στεγνωτήρας μαλλιών) μέχρι να μην ανιχνεύεται καμία οσμή οξικού οξέος. Η διαδικασία ξήρανσης πρέπει να πραγματοποιηθεί σε καλά αεριζόμενη περιοχή. 
2. Κατόπιν, με μια κίνηση, το πλακίδιο βυθίζεται και απομακρύνεται σε ένα ποτήρι ζέσεως που περιέχει το δείκτη.
3. Η ξήρανση επαναλαμβάνεται όπως και πριν αλλά με ψυχρό αέρα. Η θέση των οξέων εμφανίζεται ως κίτρινα χρωματισμένες κηλίδες σε πράσινο φόντο. 
4. Η θέση των κηλίδων από κάθε δείγμα  συγκρίνεται με εκείνες των πρότυπων οξέων. Η απουσία της κηλίδας που αντιστοιχεί στη θέση του μηλικού οξέος και η παρουσία μιας πιο έντονα χρωματισμένης στη θέση γαλακτικού οξέος δείχνει ότι η ζύμωση έχει ολοκληρωθεί. Βέβαια για να πιστοποιηθεί η πλήρης ζύμωση του μηλικού σε γαλακτικό θα πρέπει να προσδιοριστεί η συγκέντρωση του L–μηλικού με κάποια ποσοτική μέθοδο (HPLC ή ενζυμικά)
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Ι.
ΚΟΛΛΑΡΙΣΜΑ ΟΙΝΩΝ
Εισαγωγή

Τα προϊόντα κολλαρίσματος προστίθενται στο γλεύκος ή στο κρασί για να μειωθεί η συγκέντρωση των ενώσεων που επηρεάζουν αρνητικά τις οργανοληπτικές ιδιότητες του κρασιού. Για παράδειγμα, μπορούν να προστεθούν:

· για να πραγματοποιήσουν διαύγαση στο κρασί, έτσι ώστε να είναι οπτικά πιο ελκυστικό,

· για να απομακρυνθούν τα φαινολικά συστατικά που συνδέονται με την πικράδα, ή

· για να απομακρυνθούν οι οσμές που οφείλονται στο υδρόθειο.

Σαν επέμβαση το κολλάρισμα θα πρέπει να πραγματοποιείται μόνο όταν είναι απαραίτητο και γενικά πρέπει να χρησιμοποιούνται χαμηλές συγκεντρώσεις του υλικού κολλαρίσματος. Είναι σημαντικό, ωστόσο, να προστίθεται επαρκής ποσότητα αντιδραστηρίου όταν ο κύριος σκοπός του κολλαρίσματος είναι να επιτευχθεί σταθερότητα και/ή η εξάλειψη των ανεπιθύμητων οργανοληπτικών χαρακτήρων.

Είναι σημαντικό να κατανοήσουμε ότι η δράση των μέσων κολλαρίσματος δεν είναι γενικά εξειδικευμένη. Καθώς μειώνεται το επίπεδο μιας ομάδας ενώσεων, μπορεί να επηρεαστούν και άλλα συστατικά του κρασιού, π.χ. ενώσεις που διαμορφώνουν τη γεύση. Η αξιολόγηση των δοκιμασιών κολλαρίσματος απαιτεί την εξέταση των επιπτώσεων της δράσης του κολλαρίσματος στη συνολική γεύση του κρασιού.

Η αξιολόγηση μιας δοκιμασίας κολλαρίσματος  μπορεί να είναι αντικειμενική (βασισμένη σε κάποιες ποσοτικές μετρήσεις) ή υποκειμενική (βασισμένη σε γευσιγνωσία). Συχνά η επιλογή ενός συγκεκριμένου αντιδραστηρίου κολλαρίσματος και η συγκέντρωση που χορηγείται βασίζεται στην εμπειρία του πώς τροποποιεί τους οργανοληπτικούς χαρακτήρες ενός συγκεκριμένου τύπου κρασιού. Η τήρηση αναλυτικών καταστάσεων των χειρισμών και η αποτελεσματικότητα τους μπορεί να βοηθήσει στη μελλοντική λήψη αποφάσεων.

Οι ουσίες που χρησιμοποιούνται για το κολλάρισμα καθιζάνουν με την πάροδο του χρόνου κι έτσι παραλαμβάνεται το διαυγές γλεύκος ή οίνος με μετάγγιση, διήθηση ή φυγοκέντρηση.

Μπορούν να χρησιμοποιηθούν και μέσα κολλαρίσματος που περιέχουν μείγμα από δύο ή περισσότερες ενώσεις.

Τα προϊόντα κολλαρίσματος θα πρέπει να αποθηκεύονται σε ένα δροσερό, ξηρό μέρος και να διατηρούνται καλά σφραγισμένα για την αποφυγή μόλυνσης από πτητικές ουσίες που αποθηκεύονται στην ίδια περιοχή. Η παρουσία οσμών/γεύσεων στα αντιδραστήρια κολλαρίσματος ή παρασκευάσματα αυτών, πρέπει να ελέγχεται με οργανοληπτική αξιολόγηση του ίδιου του αντιδραστηρίου, του παρασκευάσματος του και/ή του κρασιού. Για παράδειγμα, ο έλεγχος της καζεΐνης/του παρασκευάσματος της καζεΐνης για την παρουσία οσμών τάγγισης. 
Οι προδιαγραφές των διαφόρων αντιδραστηρίων κολλαρίσματος μπορεί να ληφθούν από χημικές εταιρίες/οινοποιεία. Στην ερώτηση ποια αντιδραστήρια  είναι τα πλέον κατάλληλα για την αντιμετώπιση του προβλήματος του οίνου η απάντηση είναι ότι θα πρέπει να επιτρέπεται από τη νομοθεσία η χρήση τους και να συνδυάζουν οργανοληπτικά και αναλυτικά δεδομένα. Για παράδειγμα, σύμφωνα με τους ισχύοντες νόμους της Αυστραλίας και της Νέας Ζηλανδίας για τον οίνο, για κάθε κρασί ή οινικό προϊόν, στα οποία χρησιμοποιούνται ορισμένα δυνητικά αλλεργιογόνα υλικά κολλαρίσματος (ιχθυόκολλα, ασπράδι αυγού, καζεΐνη, αποβουτυρωμένο γάλα), απαιτείται υποχρεωτική επισήμανση τους στην ετικέτα. Η υποχρεωτική δήλωση ισχύει επίσης και για ορισμένες τανίνες που δεν προέρχονται από τα σταφύλια, π.χ. από την καστανιά. Μπορεί επίσης να χρειασθεί να ληφθούν από τον προμηθευτή, πληροφορίες σχετικά με τα γενετικά τροποποιημένα υλικά κολλαρίσματος.

Δοκιμές κολλαρίσματος

Οι οδηγίες που δίνονται για την προετοιμασία και τη χρήση των διαφόρων μέσων κολλαρίσματος, αφορούν:

· την προετοιμασία 100 mL διαλύματος του μέσου κολλαρίσματος και

· την προσθήκη του διαλύματος σε ένα δείγμα 100 mL γλεύκους ή κρασιού.

Αυτή η προσέγγιση επιλέχθηκε γιατί οι όγκοι είναι εύκολο να παρασκευαστούν στο εργαστήριο και παρέχουν επαρκείς ποσότητες κρασιού για την αξιολόγηση. Αν απαιτούνται μεγαλύτερες ποσότητες οίνου για την εργαστηριακή δοκιμή, οι διαφορετικοί όγκοι που προστίθενται μπορούν εύκολα να προσδιοριστούν από τη μονάδα των 100 mL.

Ο πραγματικός όγκος που χρησιμοποιείται κατά τις δοκιμασίες κολλαρίσματος μπορεί να εξαρτάται από την ακρίβεια των διαθέσιμων συσκευών μέτρησης του βάρους και του όγκου. Εάν ο εξοπλισμός δεν είναι επαρκής για τη μέτρηση των μικρών βαρών ή όγκων, μπορεί να χρειαστεί να χρησιμοποιηθούν μεγαλύτεροι όγκοι διαλύματος και γλεύκους/κρασιού για τη βελτίωση της ακρίβειας της δοκιμασίας.

Λόγω της παχύρρευστης φύσης ορισμένων παρασκευασμάτων, είναι δύσκολο να προστεθούν μικρές ποσότητες με ακρίβεια, π.χ. προσθήκη 0.1 mL κάποιων πρωτεϊνούχων αντιδραστηρίων κολλαρίσματος. Σε αυτή την περίπτωση, για τις εργαστηριακές δοκιμές κολλαρίσματος, το διάλυμα μπορεί να αραιώνεται, π.χ. 1:2 ή 1:5 πριν από την προσθήκη και ο απαιτούμενος όγκος της προσθήκης  να ρυθμίζεται ανάλογα.

Εργαστηριακές δοκιμές κολλαρίσματος

1. Παρασκευάζονται 100 mL ενός διαλύματος γνωστής συγκέντρωσης υλικού κολλαρίσματος, π.χ. 10000 mg/L (μητρικό διάλυμα).

2. Προσδιορίζεται το κατάλληλο εύρος των συγκεντρώσεων που θα χρησιμοποιηθούν στη δοκιμασία (π.χ. 0 έως 100 mg/L) και προσδιορίζονται οι συγκεντρώσεις του υλικού κολλαρίσματος που θα προστεθούν στη δοκιμασία, π.χ. 0, 20, 40, 60, 80 και 100 g/hL.

3. Υπολογίζεται ο όγκος του μητρικού διαλύματος που θα πρέπει να προστεθεί σε 100 mL γλεύκους/κρασιού για να επιτευχθούν οι παραπάνω συγκεντρώσεις.  Όλες αυτές οι τιμές καταγράφονται σε ένα πίνακα.
4. Σε έξι (η όσα απαιτούνται) δοχεία των 100 mL (ογκομετρικοί κύλινδροι ή γυάλινες φιάλες) προστίθενται με ακρίβεια  100 mL γλεύκους/κρασιού. Σε κάθε δοχείο μπαίνει ετικέτα στην οποία αναγράφεται η αντίστοιχη συγκέντρωση του υλικού κολλαρίσματος.

5. Σε καθένα  δοχείο προστίθεται ο κατάλληλος όγκος μητρικού διαλύματος. Το δοχείο σφραγίζεται και αναδεύεται ήπια, με αναστροφή, αρκετές φορές. Το εναιώρημα που προκύπτει μένει σε ηρεμία αρκετό χρόνο έτσι ώστε το μέσο κολλαρίσματος να αντιδράσει. Στη συνέχεια το διαυγές διάλυμα απλά απομακρύνεται από το ίζημα ή το υπόλειμμα ενώ (στις περισσότερες περιπτώσεις) ο διαχωρισμός γίνεται με διήθηση ή φυγοκέντρηση. 
6. Το διαυγές διάλυμα που αντιστοιχεί σε κάθε συγκέντρωση τοποθετείται σε ένα ξεχωριστό ποτήρι κρασιού. Αν η γευσιγνωσία διεξαχθεί στα τυφλά, η συγκέντρωση που αντιστοιχεί σε κάθε ποτήρι καταγράφεται .

7. Το γλεύκος/κρασί σε κάθε ποτήρι αξιολογείται οργανοληπτικά ή ελέγχεται με χημικές αναλύσεις και λαμβάνεται η απόφαση για την καταλληλότερη συγκέντρωση.
Παρατηρήσεις
1. Στην εργαστηριακή δοκιμή θα πρέπει να χρησιμοποιηθεί η ίδια παρτίδα αντιδραστηρίων κολλαρίσματος που θα χρησιμοποιηθεί και στο οινοποιείο.

2. Ο προσδιορισμός του εύρους της δοκιμής βασίζεται συχνά στην εμπειρία, σε αναφορές ή σε συμβουλές από άλλους οινοποιούς.

3. Χρησιμοποιείται πάντοτε μάρτυρας (δείγμα γλεύκους/κρασιού όπου δεν γίνεται προσθήκη), έτσι ώστε να μπορεί να εκτιμηθεί το αποτέλεσμα της προσθήκης. Συχνά απαιτείται μεγαλύτερος όγκος του μάρτυρα αφού θα πρέπει να τον συγκρίνουμε με κάθε δείγμα του οίνου από κάθε διαφορετική συγκέντρωση. Για να εξασφαλιστεί η ομοιομορφία του χειρισμού σε καθένα από τα δείγματα κατά τη διάρκεια της δοκιμής, ο μάρτυρας αναμιγνύεται κατά τον ίδιο τρόπο όπως και στις διάφορες συγκεντρώσεις.

4. Είναι σημαντικό οι εργαστηριακές δοκιμές να διεξάγονται σε θερμοκρασία όσο το δυνατόν πιο κοντά σε αυτή του γλεύκους/κρασιού στο οινοποιείο.
5. Το μητρικό διάλυμα αναδεύεται προσεκτικά πριν από την προσθήκη. Οι μικρές ποσότητες πρέπει να προστίθενται με σιφώνιο, με ακρίβεια και αργά,  επιτρέποντας έτσι την αποστράγγιση του σιφωνίου. 
6. Γενικά, η απόφαση για το κατάλληλο ποσοστό κολλαρίσματος βασίζεται στην γευσιγνωσία. Όμως, οι φασματοσκοπικές μετρήσεις σε μήκη κύματος 420, 520 (σε μη αραιωμένο γλεύκος/κρασί), 620 (όταν πρόκειται για ερυθρούς οίνους) και 280 nm (σε αραιωμένο γλεύκος/κρασί) μπορούν να παρέχουν πρόσθετες πληροφορίες για τις μεταβολές των συγκεντρώσεων των ανθοκυανών και των ολικών φαινολικών, αντίστοιχα. 

7. Μετά την αρχική δοκιμασία, πρέπει να δοκιμαστεί και ένα μικρότερο εύρος συγκεντρώσεων, π.χ. 0, 10, 20, 30, 40, 50 g/hL.
Πίνακας των προστιθέμενων όγκων σε σχέση με την αντίστοιχη συγκέντρωση του υλικού κολλαρίσματος.
	Απαιτούμενη συγκέντρωση

(g/hL)
	Όγκος μητρικού διαλύματος αντιδραστηρίου κολλαρίσματος 20000 mg/L που πρέπει να προστεθεί σε 100 mL γλεύκους/κρασιού (mL)

	0
	0

	20
	0.2

	40
	0.4

	60
	0.6

	80
	0.8

	100
	1.0


Ο γενικός τύπος για τον υπολογισμό του απαιτούμενου όγκου που θα πρέπει να προστεθεί είναι:
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Προσθήκη του προϊόντος κολλαρίσματος στο οινοποιείο
Για να διαλυθεί το υλικό κολλαρίσματος χρησιμοποιείται ένας ελάχιστος όγκος απεσταγμένου νερού έτσι ώστε να μην προκαλέσει σημαντική αραίωση του οίνου. Ωστόσο, είναι σημαντικό η ποσότητα του νερού που θα χρησιμοποιηθεί να είναι επαρκής  για να εξασφαλιστεί η πλήρης ανάμιξη του υλικού κολλαρίσματος πριν από την προσθήκη του στο κρασί. Η πλήρης ανάμιξη του υλικού με το χυμό/κρασί είναι κρίσιμης σημασίας για την αποτελεσματική δράση του κολλαρίσματος και μπορεί να επιτευχθεί με άντληση ή χρησιμοποιώντας διάφορα συστήματα ανάμιξης.

 
Ο χρόνος που απαιτείται για την αποτελεσματική δράση των ουσιών κολλαρίσματος ποικίλει. Κρίνεται σκόπιμο να γίνεται έλεγχος του βαθμού διαύγασης και της οσμής και γεύσης του χυμού/οίνου σε τακτά χρονικά διαστήματα κατά τη διάρκεια του κολλαρίσματος. Όταν ολοκληρωθεί η διαδικασία κολλαρίσματος, το γλεύκος/κρασί θα πρέπει να αξιολογείται πάντα .

 
Κατά τη διαδικασία της προσθήκης αλλά και της ανάμιξης μπορεί να συμβούν οξειδώσεις του χυμού/οίνου. Για τον περιορισμό αυτού του φαινομένου, πρέπει να χρησιμοποιείται δεξαμενή κατάλληλου μεγέθους για την εφαρμογή και να διασφαλίζεται ότι το κενό καλύπτεται επαρκώς με αδρανές αέριο. Είναι σκόπιμο, κατά περίπτωση, να ελέγχονται τα επίπεδα του θειώδη ανυδρίτη πριν και μετά την προσθήκη. Σε ορισμένες περιπτώσεις, η ρύθμιση του pH του χυμού/κρασιού θα πρέπει να πραγματοποιείται πριν από την προσθήκη του μέσου κολλαρίσματος, π.χ. όσο χαμηλότερο είναι το pH τόσο περισσότερο αποτελεσματική είναι η δράση του μπεντονίτη.

Σε γενικές γραμμές, οι πρωτεϊνούχες ουσίες κολλαρίσματος είναι πιο αποτελεσματικές σε μικρότερες θερμοκρασίες, π.χ. 10 έως 15 °C. Η προσθήκη πρωτεϊνούχων ουσιών κολλαρίσματος (εκτός από τα παρασκευάσματα καζεΐνης) στους λευκούς οίνους, μπορεί να επηρεάσει τη σταθερότητα των πρωτεϊνών οπότε είναι σκόπιμο να ελεγχθεί και η θερμική σταθερότητα του οίνου μετά την ολοκλήρωση του κολλαρίσματος.

Η διαδικασία προσθήκης ενός υλικού κολλαρίσματος περιγράφεται παρακάτω: 

1. Αρχικά υπολογίζεται ο όγκος του γλεύκους ή του κρασιού στον οποίο θα γίνει η προσθήκη του μέσου κολλαρίσματος.

2. Με βάση τη κατάλληλη συγκέντρωση του υλικού κολλαρίσματος που προσδιορίζεται στις εργαστηριακές δοκιμές και τον όγκο του γλεύκους/κρασιού στον οποίο θα προστεθεί το αντιδραστήριο, υπολογίζεται το βάρος ή ο όγκος της ουσίας κολλαρίσματος που πρέπει να προστεθεί.

3. Η απαιτούμενη ποσότητα του υλικού κολλαρίσματος ζυγίζεται με ακρίβεια και διαλύεται σε ελάχιστο όγκο απεσταγμένου νερού. Αναδεύεται καλά και προστίθεται στο γλεύκος/κρασί το συντομότερο δυνατό. Γίνεται ήπια ανάδευση για την πλήρη ανάμιξη των υλικών.

4. Το εναιώρημα που προκύπτει αφήνεται σε ηρεμία για να αντιδράσει και στη συνέχεια μεταγγίζεται ή/και φιλτράρεται.  

5. Τα αποτελέσματα της δράσης του υλικού κολλαρίσματος ελέγχονται με οργανοληπτική αξιολόγηση και/ή χημική ανάλυση του γλεύκους/οίνου.

Ο γενικός τύπος για τον υπολογισμό της ποσότητας του υλικού κολλαρίσματος που πρέπει να προστεθεί είναι:
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Πρωτεϊνικές ουσίες κολλαρίσματος

Α. Ζελατίνη

Η ζελατίνη προστίθεται στο λευκό γλεύκος και ιδιαίτερα στο γλεύκος πίεσης, για να βοηθήσει την διαύγαση και να μειώσει το επίπεδο των φαινολικών ενώσεων που συνδέονται με την πικράδα, τη στυπτικότητα και την αμαύρωση. Για τον ίδιο λόγο προστίθεται και στο κόκκινο κρασί απ’ όπου όμως μπορεί να αφαιρέσει και ορισμένο χρώμα. Η ζελατίνη αλληλεπιδρά κυρίως με μεγαλύτερες πολυμερισμένες φαινολικές ενώσεις. Μερικές φορές προστίθεται, σε συνδυασμό με διοξείδιο του πυριτίου ή με τανίνη για να δώσει καλύτερα αποτελέσματα στη διαύγαση των λευκών οίνων.

Η ζελατίνη είναι η πιο «δυνατή» από τις πρωτεϊνικές ουσίες κολλαρίσματος και μπορεί να οδηγήσει σε υπερκολλάρισμα και αφαίρεση χρώματος. Επειδή η ζελατίνη είναι διαλυτή στο κρασί και θερμικά ασταθής πρωτεΐνη, αν χρησιμοποιηθεί σε περίσσεια, μπορεί να προκαλέσει σχηματισμό πρωτεϊνικού θολώματος στα κρασιά με χαμηλή περιεκτικότητα σε τανίνη, π.χ. τύποι Ροζέ.

Παρασκευή διαλύματος (1 % w/v) για χρήση σε εργαστηριακή δοκιμή κολλαρίσματος

Η ζελατίνη πρέπει να έχει λίγο χρώμα και ουδέτερο άρωμα. Η υγρή μορφή χρησιμοποιείται πιο συχνά και είναι διαθέσιμη στο εμπόριο. Η δραστικότητα της ζελατίνης σε % (συνήθως περίπου 25 με 30 %) θα πρέπει να σημειώνεται στις οδηγίες του παρασκευαστή. Ένα διάλυμα  1 % w/v μπορεί να παρασκευαστεί κατάλληλα με αραίωση αυτής της υγρής μορφής.

Αν χρησιμοποιείται ζελατίνη σε σκόνη, το διάλυμα 1% w/v μπορεί να παρασκευαστεί ως εξής: 
1. Σε 80 mL περίπου αποσταγμένου νερού προστίθενται 10 mL αιθανόλης 96%. Αναμιγνύονται και κατόπιν προστίθεται 1 g ζελατίνης. Το μίγμα αναδεύεται ήπια με θέρμανση (η θερμοκρασία να μην υπερβεί τους 40 °C).

2. Όταν το διάλυμα γίνει ομοιογενές, μεταφέρεται σε ογκομετρική φιάλη 100 mL και συμπληρώνεται ο όγκος με απεσταγμένο νερό. Ακολουθεί ήπια ανάδευση. Το διάλυμα της ζελατίνης διατηρείται για λίγες ημέρες. Η προσθήκη αιθανόλης 96 % βοηθάει στη διατήρηση του παρασκευάσματος. 

Διεξαγωγή και αξιολόγηση των εργαστηριακών δοκιμών

Αν σε 100 mL γλεύκους/οίνου προστεθεί 1 mL από το παραπάνω διάλυμα αυτό αντιπροσωπεύει χορηγούμενη συγκέντρωση 100 mg/L. 
Το σύνηθες εύρος τιμών για την αξιολόγηση είναι:

 - λευκοί χυμοί και κρασιά: 15 - 120 mg/L

 - ερυθρά κρασιά: 30 - 300 mg/L

Η καταλληλότερη συγκέντρωση που θα πρέπει να εφαρμοστεί καθορίζεται από την γευσιγνωσία. Οι φασματοφωτομετρικές μετρήσεις μπορούν να παρέχουν πρόσθετες πληροφορίες. Έτσι, μετρήσεις στα 280, 420 και 520 nm για τους λευκούς οίνους και 280, 420, 520 και 620 nm για τους ερυθρούς οίνους (δηλαδή μέτρηση ΔΦΟ, ένταση και απόχρωση) δίνουν σαφείς ενδείξεις για το πόσο επηρεάστηκε το φαινολικό φορτίο του οίνου από τη διαδικασία κολλαρίσματος. Σημειώνεται ότι οι συγκεντρώσεις του μητρικού διαλύματος που πρέπει να προστεθούν είναι πολύ μικρές, οπότε απαιτείται προσοχή και ακρίβεια. 
Προσθήκη στο οινοποιείο

Η θερμοκρασία του κρασιού θα πρέπει να είναι περίπου 10 °C. Η υγρή μορφή της ζελατίνης μπορεί να προστεθεί άμεσα. Ο απαιτούμενος όγκος μετριέται με ακρίβεια και προστίθεται στο γλεύκος/κρασί αργά και με ήπια ανάμιξη. Αφήνεται μερικές μέρες σε ηρεμία για να γίνει ένας πρώτος διαχωρισμός του διαυγούς υγρού από τα συσσωματώματα. Κατόπιν ο οίνος μεταγγίζεται ή φιλτράρεται.

Αν χρησιμοποιείται σκόνη ζελατίνης, η απαιτούμενη ποσότητα ζυγίζεται με ακρίβεια και διαλύεται σε ελάχιστο όγκο απεσταγμένου νερού ή νερού βρύσης. Το διάλυμα αυτό προστίθεται αργά και με ήπια ανάμιξη στο γλεύκος/κρασί. Αφήνεται μερικές μέρες σε ηρεμία για να γίνει ένας πρώτος διαχωρισμός του διαυγούς υγρού από τα συσσωματώματα. Κατόπιν ο οίνος μεταγγίζεται ή φιλτράρεται.

Β. Ιχθυόκολλα

Η ιχθυόκολλα είναι παρασκεύασμα που προέρχεται από το κολλαγόνο του ψαριού οξύρρυγχος και χρησιμοποιείται κυρίως στη διαύγαση των λευκών οίνων. Δίνει μια εξαιρετική διαύγεια στο κρασί και έχει μικρότερη αρνητική επίδραση στο σώμα του κρασιού από τη ζελατίνη. Η ιχθυόκολλα αντιδρά με τα μονομερή και τις μικρότερες πολυφαινολικές ενώσεις και μπορεί να βοηθήσει στην απομάκρυνση της τραχιάς γεύσης. Τα ιζήματα που παράγονται τείνουν να είναι ελαφριά και καταλαμβάνουν μεγάλο όγκο. Κατά τη μετάγγιση/φιλτράρισμα, χρειάζεται προσοχή έτσι ώστε να μην διαταραχθεί η οινολάσπη. Η περίσσεια ιχθυόκολλας μπορεί να προκαλέσει θόλωμα και να προσδώσει οσμή ψαριού στο κρασί.

Παρασκευή διαλύματος (0.5 % w/v) για χρήση σε εργαστηριακή δοκιμή κολλαρίσματος

Το διάλυμα ιχθυόκολλας παρασκευάζεται σχετικά δύσκολα. Σε 80 mL περίπου απεσταγμένου νερού διαλύεται 1 g κιτρικού οξέος και στη συνέχεια προστίθεται 0.5 g καλά κομμένης ιχθυόκολλας. Ακολουθεί ήπια ανάδευση για περίπου 12 ώρες ή όλη τη νύχτα (χωρίς θέρμανση). Το διάλυμα μεταφέρεται σε ογκομετρική φιάλη των 100 mL και συμπληρώνεται ο όγκος με απεσταγμένο νερό. Το παρασκεύασμα έχει μορφή ζελέ. Αν η παρασκευή του διαλύματος διαρκέσει πολύ χρόνο ή αν το παρασκεύασμα πρέπει να αποθηκευτεί, θα πρέπει να προστεθεί θειώδης ανυδρίτης σε συγκέντρωση 200 mg/L. Σε κάθε περίπτωση, για την παρασκευή του διαλύματος θα πρέπει να ακολουθούνται οι οδηγίες του κατασκευαστή.
Διεξαγωγή και αξιολόγηση των εργαστηριακών δοκιμών

Αν σε 100 mL χυμού/οίνου προστεθεί 1 mL από το παραπάνω διάλυμα αυτό αντιπροσωπεύει χορηγούμενη συγκέντρωση 50 mg/L. 

Το σύνηθες εύρος τιμών για την αξιολόγηση είναι:

λευκοί χυμοί και κρασιά: 10 - 100 mg/L

ελαφροί ερυθροί οίνοι: 30 - 150 mg/L

Η καταλληλότερη συγκέντρωση που θα πρέπει να εφαρμοστεί καθορίζεται από την γευσιγνωσία.  

Προσθήκη στο οινοποιείο

Η θερμοκρασία του κρασιού θα πρέπει να είναι περίπου 10 °C. Η απαιτούμενη ποσότητα ιχθυόκολλας ζυγίζεται με ακρίβεια  και διαλύεται σε επαρκή όγκο νερού για να δώσει διάλυμα περίπου 0.5% w/v. Αναδεύεται έτσι ώστε να διασφαλιστεί η καλή διασπορά της ιχθυόκολλας. Αυτό το διάλυμα προστίθεται στο γλεύκος/κρασί αργά και με ήπια ανάμιξη. Αφήνεται μερικές μέρες σε ηρεμία για να γίνει ένας πρώτος διαχωρισμός του διαυγούς υγρού από τα συσσωματώματα. Κατόπιν ο οίνος μεταγγίζεται ή φιλτράρεται.
Γ. Αλβουμίνη αυγού


Μαλακώνει και λεπταίνει το σώμα των κόκκινων κρασιών. Δημιουργεί συσσωματώματα με μερικές ταννίνες του οίνου και απομακρύνει την πλεονάζουσα ποσότητα της πίκρας και της στυπτικότητας. Καθιερώθηκε σαν η πρωτεϊνη που σέβεται περισσότερο την ισορροπία και τα οργανοληπτικά χαρακτηριστικά των οίνων. Χρησιμοποιείται για το κολλάρισμα των λεπτών ερυθρών οίνων. Στις κανονικές δοσολογίες χρήσεως, δεν υπάρχει κίνδυνος να παρουσιάσει το κρασί το φαινόμενο του υπερκολλαρίσματος. Υπάρχει στο εμπόριο σε μορφή σκόνης ή διαλύματος. Αντί για σκόνη ή διάλυμα μπορούν επίσης να χρησιμοποιηθούν και τα ασπράδια των αυγών. Ένα αυγό μεσαίου μεγέθους με ασπράδι περίπου 30 g περιέχει 12 g καθαρή πρωτεΐνη. Το ασπράδι του αυγού είναι διαθέσιμο σε αποξηραμένη μορφή και κατεψυγμένη.
Παρασκευή διαλύματος (10 % w/v) για χρήση σε εργαστηριακή δοκιμή κολλαρίσματος

Θα χρησιμοποιηθούν ασπράδια αυγών. Για την παραλαβή της αλβουμίνης τα αυγά σπάνε και διαχωρίζονται τα ασπράδια από τους κρόκους. Τα ασπράδια ζυγίζονται σε ένα μεγάλο ποτήρι και προστίθεται δεκαπλάσια ποσότητα απεσταγμένου νερού του οποίου το pH έχει, προηγουμένως, ρυθμιστεί στο 7 και περιέχει 0.5 % χλωριούχο νάτριο για να διευκολυνθεί η διάλυση των ασπραδιών. Για παράδειγμα, αν χρησιμοποιηθούν δύο ασπράδια αυγού (βάρους περίπου 60 g), θα προστεθούν 600 mL απεσταγμένου νερού pH 7 και 3 g χλωριούχου νατρίου. Το μίγμα αναδεύεται ήπια για να αποφευχθεί ο σχηματισμός αφρού, μέχρι να γίνει ομοιογενές. 

Το διάλυμα από τα ασπράδια πρέπει να παρασκευάζεται φρέσκο και να χρησιμοποιείται την ίδια ημέρα. 

Διεξαγωγή και αξιολόγηση των εργαστηριακών δοκιμών

Ένα τυπικό εύρος τιμών για την αξιολόγηση είναι από 50 έως 400 mg/L. Αυτό ισοδυναμεί με προσθήκη από 0.05 έως 0.4 mL του διαλύματος 10 % w/v σε 100 mL οίνου. Η κατάλληλη συγκέντρωση καθορίζεται από τη γευσιγνωσία. Ενδεικτικά, ο αριθμός των ασπραδιών που προστίθενται σε 225 L οίνου (συχνά, ενώ το κρασί είναι ακόμη σε βαρέλι) μπορεί να κυμαίνεται περίπου από 2 ως 8.

Προσθήκη στο οινοποιείο

Η θερμοκρασία του κρασιού θα πρέπει να είναι περίπου 10 °C. Ο απαιτούμενος αριθμός ασπραδιών τοποθετείται σε ένα ποτήρι κατάλληλου μεγέθους προστίθεται δεκαπλάσια ποσότητα νερού του οποίου έχει ρυθμιστεί το pH του στο 7 και περιέχει 0.5 % χλωριούχο νάτριο. Αναδεύεται ήπια μέχρι το μίγμα να γίνει ομοιογενές προστίθεται αργά και με συνεχή ανάδευση στο κρασί. Αφήνεται σε ηρεμία για περίπου μια εβδομάδα μέχρι να ολοκληρωθεί ο διαχωρισμός του διαυγούς οίνου από τα ιζήματα και ακολουθεί μετάγγιση και/ή φιλτράρισμα. Μπορεί να εμφανιστεί μικρή ποσότητα αφρού στην κορυφή του κρασιού, η οποία μπορεί να απομακρυνθεί ή να αναδευτεί ήπια το κρασί.

Δ. Καζεΐνη/Καζεΐνικό κάλιο
Είναι διαθέσιμοι πολλοί τύποι καζεΐνικών ουσιών κολλαρίσματος, συμπεριλαμβανομένης της καζεΐνης και των καζεϊνικών αλάτων καλίου. Αυτό που χρησιμοποιείται πιο συχνά είναι το καζεϊνικό κάλιο. Η καζεΐνη χρησιμοποιείται κυρίως στο λευκό κρασί ή γλεύκος για να μειωθεί το επίπεδο των φαινολικών ενώσεων και η πικράδα/αμαύρωση. Έχει περιορισμένη διαυγαστική δράση.

Παρασκευή διαλύματος (1 % w/v) για χρήση σε εργαστηριακή δοκιμή κολλαρίσματος

Το καζεϊνικό κάλιο είναι διαλυτό στο νερό. Για την εργαστηριακή δοκιμή  παρασκευάζεται μητρικό διάλυμα καζεϊνικού καλίου 1% w/v. Δηλαδή, 1 g καζεϊνικού καλίου διαλύεται σε 100 ml απεσταγμένο νερό με ανάδευση. Το διάλυμα θερμαίνεται, χωρίς η θερμοκρασία να υπερβεί τους 40 °C. Για να διαλυθεί πλήρως το καζεϊνικό κάλιο απαιτείται ανάδευση για αρκετές ώρες (μέχρι 24). Το διάλυμα πρέπει να χρησιμοποιείται εντός μίας ή δύο ημερών. Αν χρησιμοποιηθεί καζεΐνη, το διάλυμα πρέπει να είναι αλκαλικό. Επομένως, για να παρασκευαστεί διάλυμα 1% w/v, διαλύεται 1 g καζεΐνης σε 100 mL απεσταγμένο νερό του οποίου το pH έχει ρυθμιστεί περίπου στο 8 με προσθήκη ανθρακικού καλίου.

Διεξαγωγή και αξιολόγηση των εργαστηριακών δοκιμών

Ένα mL μητρικού διαλύματος προστιθέμενο σε 100 ml οίνου αντιπροσωπεύει συγκέντρωση 100 mg/L. Το σύνηθες εύρος τιμών για την αξιολόγηση είναι από 50 ως 250 mg/L. Το διάλυμα της καζεΐνης υφίσταται κροκίδωση αμέσως μετά την προσθήκη στον οίνο. Επομένως, απαιτείται ανάμιξη αμέσως μετά την προσθήκη. Η κατάλληλη συγκέντρωση που θα χρησιμοποιηθεί καθορίζεται από τη γευσιγνωσία.

Προσθήκη στο οινοποιείο

Η θερμοκρασία του κρασιού θα πρέπει να είναι περίπου 10 °C. Η απαιτούμενη ποσότητα καζεϊνικού καλίου ή καζεΐνης που θα προστεθεί ζυγίζεται με ακρίβεια και διαλύεται σε ελάχιστη ποσότητα απεσταγμένου νερού. Το διάλυμα προστίθεται στο κρασί αργά και με ταυτόχρονη ανάδευση. Μετά από μία εβδομάδα σε ηρεμία γίνεται μετάγγιση και/ή φιλτράρισμα με χαρτί ή γη διατόμων.

Μη πρωτεϊνικές ουσίες κολλαρίσματος

Α. PVPP (πολυβινύλ-πολυπυρολιδόνη)

Το PVPP είναι ένα συνθετικό πολυμερές που χρησιμοποιείται για τη μείωση του επιπέδου των φαινολικών ενώσεων που συνδέονται με την αμαύρωση και την στυπτικότητα στο λευκό κρασί. Χρησιμοποιείται ιδιαίτερα στον οίνο πιέσεως και σε ορισμένες περιπτώσεις στα ελαφρά χρωματισμένα κόκκινα κρασιά. Πρακτικά, είναι αδιάλυτο στο κρασί και απορροφά κατά κύριο λόγο τα φαινολικά συστατικά χαμηλού μοριακού βάρους, ιδιαίτερα τις ανθοκυάνες και τις κατεχίνες. Σε υψηλά ποσοστά, το PVPP μπορεί να οδηγήσει στην αλλοίωση του χρώματος και της γεύσης και θα πρέπει να χρησιμοποιείται με προσοχή. Μερικές φορές χρησιμοποιείται ως συν-διαυγαστικό μέσο με τον άνθρακα, για τη μείωση του χρώματος. Χρησιμοποιείται επίσης ως μικτό μέσο κολλαρίσματος, π.χ. με καζεϊνικά άλατα καλίου και διοξείδιο του πυριτίου. Αυτή η ιδιότητά του, τείνει να μειώσει τη επίδραση του κολλαρίσματος. Ένα πλεονέκτημα του PVPP είναι ότι μπορεί να χρησιμοποιηθεί ως μέσο για την απομάκρυνση των φαινολικών ενώσεων μετά την πρωτεϊνική σταθεροποίηση.

Παρασκευή εναιωρήματος (10 % w/v) για χρήση σε εργαστηριακή δοκιμή κολλαρίσματος

Σε 80 mL περίπου απεσταγμένου νερού προστίθενται 10 mL αιθανόλης 96 %, γίνεται ανάμιξη και στη συνέχεια προστίθενται 10 g PVPP. Το εναιώρημα που προκύπτει μεταφέρεται προσεκτικά σε ογκομετρική φιάλη των 100 mL και συμπληρώνεται ο όγκος μέχρι τη χαραγή.  Πριν από τη χρήση γίνεται καλή ανάδευση έτσι ώστε να εξασφαλίζεται η πλήρης αιώρηση του PVPP.

Διεξαγωγή και αξιολόγηση των εργαστηριακών δοκιμών

Αν σε 100 mL γλεύκους/οίνου προστεθεί 1 mL από το παραπάνω μητρικό διάλυμα προκύπτει συγκέντρωση 1000 mgPVPP/L. Το συνηθισμένο εύρος τιμών για την αξιολόγηση είναι:

Λευκοί οίνοι: 10 - 500 mg/L και

Ερυθροί οίνοι: 10 - 400 mg/L

Η καταλληλότερη συγκέντρωση που θα πρέπει να εφαρμοστεί επιλέγεται μετά από οργανοληπτική αξιολόγηση του οίνου σε συνδυασμό με φασματοφωτομετρικές μετρήσεις.

Προσθήκη στο οινοποιείο

Για την εφαρμογή στο οινοποιείο η απαιτούμενη ποσότητα του PVPP ζυγίζεται με ακρίβεια  και διασπείρεται σε ένα ελάχιστο όγκο απεσταγμένου νερού. Το εναιώρημα προστίθεται αργά στο κρασί, με ταυτόχρονη ανάδευση, και αφήνεται για μερικές μέρες σε ηρεμία για να διαχωριστούν τα συσσωματώματα. Ακολουθεί μετάγγιση και/ή φιλτράρισμα με χαρτί ή γη διατόμων.

Β. Άνθρακας
Ο άνθρακας μπορεί να χρησιμοποιηθεί για την απομάκρυνση του χρώματος και των οσμών και γεύσεων από το γλεύκος και το κρασί. Οι ενώσεις που πρέπει να αφαιρεθούν απορροφώνται με φυσικό τρόπο από τη μεγάλη επιφάνεια των σωματιδίων του άνθρακα. Ο άνθρακας θεωρείται ένα αυστηρό και σχετικά μη-εξειδικευμένο υλικό κολλαρίσματος και θα πρέπει να χρησιμοποιείται με μεγάλη προσοχή.

Παρασκευή εναιωρήματος (10 % w/v) για χρήση σε εργαστηριακή δοκιμή κολλαρίσματος

Σε 80 mL περίπου απεσταγμένου νερού προστίθενται 10 mL αιθανόλης 96 %, γίνεται ανάμιξη και στη συνέχεια προστίθενται 10 g από τον κατάλληλο άνθρακα (στο εμπόριο κυκλοφορούν διάφοροι τύποι). Το εναιώρημα που προκύπτει μεταφέρεται προσεκτικά σε ογκομετρική φιάλη των 100 mL και συμπληρώνεται ο όγκος μέχρι τη χαραγή.  Πριν από τη χρήση γίνεται καλή ανάδευση έτσι ώστε να εξασφαλίζεται η πλήρης αιώρηση του άνθρακα.

Διεξαγωγή και αξιολόγηση των εργαστηριακών δοκιμών

Αν σε 100 mL χυμού/οίνου προστεθεί 1 mL από το παραπάνω μητρικό διάλυμα προκύπτει συγκέντρωση 1000 mgάνθρακα/L. Το συνηθισμένο εύρος τιμών για την αξιολόγηση είναι:

για την απομάκρυνση των οσμών: 50 - 500 mg/L και

για την απομάκρυνση του χρώματος: 100 - 2000 mg/L.

Για κάθε συγκέντρωση, μετά από την προσθήκη του εναιωρήματος στο κρασί, το διάλυμα θα πρέπει να αναμιγνύεται κάθε 10 min για περίοδο μιας ώρας. Μετά τη μία ώρα, το κάθε διάλυμα φιλτράρεται. 

Ο επιθυμητός βαθμός κολλαρίσματος καθορίζεται με γευσιγνωσία. 
Προσθήκη στο οινοποιείο

Αφού ζυγιστεί, η απαιτούμενη ποσότητα άνθρακα προστίθεται στο κρασί, απευθείας σαν σκόνη ή σαν εναιώρημα, υπό συνεχή ήπια ανάδευση. Κατόπιν αφήνεται για μερικές μέρες σε ηρεμία για να διαχωριστούν τα συσσωματώματα και ακολουθεί μετάγγιση και/ή φιλτράρισμα με χαρτί ή γη διατόμων.

Γ. Διοξείδιο του πυριτίου

Τα παρασκευάσματα του διοξειδίου του πυριτίου μπορούν να χρησιμοποιηθούν για να βοηθήσουν στην κροκίδωση και καθίζηση της προστιθέμενης ζελατίνης ενισχύοντας έτσι τη διαυγαστική δράση της. Το ποσοστό συμμετοχής του στην παρασκευή του μίγματος για το κολλάρισμα προσδιορίζεται από τον προμηθευτή.  
Παρασκευή διαλύματος για χρήση σε εργαστηριακή δοκιμασία κολλαρίσματος

Η παρασκευή του διαλύματος γίνεται σύμφωνα με τις οδηγίες του προμηθευτή.

Διεξαγωγή και αξιολόγηση της δοκιμής / Προσθήκη στο οινοποιείο

Ενδεικτικά, το εύρος των συγκεντρώσεων που χρησιμοποιείται το διοξειδίο του πυριτίου κυμαίνεται από 40 - 200 mg/L και της ζελατίνης από 40 - 300 mg/L. Το κατάλληλο ποσοστό κολλαρίσματος καθορίζεται από την οργανοληπτική αξιολόγηση. 
Για την εφαρμογή στο οινοποιείο η κατάλληλη ποσότητα του διοξειδίου του πυριτίου ζυγίζεται με ακρίβεια  και διαλύεται σε ελάχιστο όγκο απεσταγμένου νερού ή νερού της βρύσης. Το διάλυμα προστίθεται αργά στο κρασί, με ταυτόχρονη ανάδευση, και αφήνεται για μερικές μέρες σε ηρεμία για να διαχωριστούν τα συσσωματώματα. Ακολουθεί μετάγγιση και/ή φιλτράρισμα με χαρτί ή γη διατόμων.
Δ. Μπεντονίτης

Ο μπεντονίτης χρησιμοποιείται για την απομάκρυνση των ασταθών πρωτεϊνών. Είναι ένα αρνητικά φορτισμένο, αργιλώδες κολλοειδές και αντιδρά με θετικά φορτισμένες πρωτεΐνες προκαλώντας την καθίζηση τους στο κρασί. Επειδή το θετικό φορτίο στις πρωτεΐνες είναι ισχυρότερο σε χαμηλότερες τιμές pH, η αποτελεσματικότητα του μπεντονίτη είναι μεγαλύτερη σε οίνους με χαμηλότερες τιμές pH. Εάν πρόκειται να γίνει ρύθμιση του pH και της ογκομετρούμενης οξύτητας του κρασιού, τότε αυτό θα πρέπει να πραγματοποιείται πριν από το κολλάρισμα με μπεντονίτη, δεδομένου ότι η σταθερότητα μπορεί να είναι διαφορετική κάτω από τις νέες συνθήκες pH. Ο μπεντονίτης, σε μικρές συγκεντρώσεις (0.1 με 0.2 g/L), μπορεί να χρησιμοποιηθεί και για την απομάκρυνση των ασταθών κολλοειδών χρωστικών σε νέους ερυθρούς οίνους.

Παρασκευή εναιωρήματος (5 % w/v) για χρήση σε εργαστηριακή δοκιμή κολλαρίσματος

Σε ένα στεγνό ποτήρι ζέσεως των 100 mL ζυγίζονται 2 g μπεντονίτη και διασπείρεται σε 80 mL περίπου απεσταγμένου νερού το οποίο έχει θερμανθεί  στους 60 °C περίπου. Όταν προστεθεί ολόκληρη η ποσότητα του μπεντονίτη, το εναιώρημα αφήνεται να κρυώσει. Κατά τη διάρκεια αυτής της περιόδου, ο μπεντονίτης διογκώνεται. Αν δε γίνει καλή διασπορά του μπεντονίτη, μπορεί το μίγμα να χρειαστεί να θερμανθεί και δεύτερη φορά. Το εναιώρημα που προκύπτει μεταφέρεται προσεκτικά σε ογκομετρική φιάλη των 100 mL και συμπληρώνεται ο όγκος μέχρι τη χαραγή. Πριν από τη χρήση γίνεται καλή ανάδευση έτσι ώστε να εξασφαλίζεται η πλήρης αιώρηση του μπεντονίτη. Το εναιώρημα παρασκευάζεται σε συγκέντρωση 2 % w/v, γιατί στις μεγαλύτερες συγκεντρώσεις σχηματίζεται περισσότερο συμπαγές ζελέ, παρά εναιώρημα. Ο μπεντονίτης, όπως και τα παρασκευάσματα του, θα πρέπει να ελέγχονται για ύπαρξη γαιωδών οσμών. Άλλοι έλεγχοι ποιότητας είναι ο προσδιορισμός της περιεκτικότητας σε μέταλλα, π.χ. σίδηρο, ασβέστιο, μαγνήσιο, νάτριο, αλουμίνιο και μόλυβδο.
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Εργαστηριακή δοκιμή μπεντονίτη

Προσθήκη στο οινοποιείο

Η απαιτούμενη ποσότητα μπεντονίτη (όπως προσδιορίζεται στην εργαστηριακή δοκιμή) ζυγίζεται και διασπείρεται σε τέτοια ποσότητα απεσταγμένου νερού ώστε να προκύψει εναιώρημα 2 % w/v. Συχνά για τη θέρμανση χρησιμοποιείται ατμός. Το εναιώρημα αφήνεται σε ηρεμία για μια νύχτα και ξαναθερμαίνεται την επόμενη μέρα. Όταν κρυώσει είναι έτοιμο για χρήση. Πριν από την προσθήκη αναδεύεται έτσι ώστε να διασφαλιστεί η καλή διασπορά του μπεντονίτη και προστίθεται στο χυμό/κρασί αργά και με συνεχή ανάδευση. Αφήνεται μερικές μέρες σε ηρεμία για να γίνει ένας πρώτος διαχωρισμός του διαυγούς υγρού από τα συσσωματώματα. Κατόπιν ο οίνος μεταγγίζεται ή φιλτράρεται.. 

ΙΙΙ.
ΤΕΣΤ ΣΤΑΘΕΡΟΤΗΤΑΣ ΟΙΝΩΝ
Η έννοια της σταθερότητας

Η σταθερότητα είναι μια αυθαίρετη ισορροπία και αναφέρεται στην κατάσταση που θα παραμείνει ένα κρασί για ένα ορισμένο χρονικό διάστημα, κάτω από ένα προκαθορισμένο σύνολο συνθηκών. Σε γενικές γραμμές, ένα κρασί το οποίο έχει σταθεροποιηθεί, δεν αναμένεται να παρουσιάσει κάποια ανεπιθύμητη φυσική ή οργανοληπτική αλλαγή κατά την περίοδο από την εμφιάλωση ως την κατανάλωση. Δεδομένου ότι είναι αδύνατο για έναν οινοποιό να καθορίσει τη διάρκεια ζωής των προϊόντων του και να προβλέψει όλες τις συνθήκες τις οποίες θα συναντήσει το κρασί με την πάροδο του χρόνου, είναι δύσκολο να επινοήσει τα απόλυτα τεστ. Ωστόσο, έχουν αναπτυχθεί ορισμένες δοκιμές σταθερότητας που μπορούν να δώσουν μια πρόβλεψη για τη σταθερότητα του οίνου, υπό κανονικές συνθήκες αποθήκευσης. 

Σε ορισμένες περιπτώσεις, η σταθερότητα επιτυγχάνεται με κολλάρισμα με επιλεγμένες ουσίες. Αυτό μειώνει τη συγκέντρωση των ενώσεων που είναι υπεύθυνες για την αστάθεια, σε ένα επίπεδο στο οποίο θεωρούνται σταθερές και είναι απίθανο να σχηματίσουν  θολώματα ή ιζήματα κατά τη διάρκεια της ζωής του κρασιού.

Αν η δοκιμασία δείχνει ότι το κρασί είναι ασταθές, απαιτείται να παρθούν τα κατάλληλα μέτρα. Η επεξεργασία σταθεροποίησης μπορεί να οδηγήσει σε αλλαγές στην οργανοληπτική αίσθηση του οίνου. Ως εκ τούτου, η γευσιγνωσία αποτελεί ένα σημαντικό μέρος της κάθε διαδικασίας σταθεροποίησης/δοκιμασίας σταθερότητας.

Εφόσον οι συνθήκες, όπως η θερμοκρασία και το pH μεταβάλλονται κατά τη διάρκεια της επεξεργασίας του οίνου, τα τεστ σταθερότητας  πραγματοποιούνται πριν από την εμφιάλωση. 
Μερικά από τα αντιδραστήρια που χρησιμοποιούνται κατά την εκτέλεση των δοκιμασιών κολλαρίσματος και σταθερότητας, απαιτούν εξαιρετική προσοχή κατά την προετοιμασία και το χειρισμό τους. Πρέπει να αποφεύγεται η εισπνοή του ατμού, η επαφή με τα μάτια και το δέρμα και να χρησιμοποιούνται γάντια και γυαλιά ασφαλείας κατά το χειρισμό. Ορισμένες δοκιμές απαιτούν διαδικασίες θέρμανσης ή ψύξης. Πρέπει να δίδεται ιδιαίτερη προσοχή κατά το χειρισμό των σωλήνων και του εξοπλισμού.

Τύποι τεστ

Οι δοκιμασίες έχουν αναπτυχθεί για να προβλέψουν:

· τη σταθερότητα των πρωτεϊνών

· τη σταθερότητα του τρυγικού

· την οξειδωτική σταθερότητα

· τη σταθερότητα του χρώματος

· τη σταθερότητα των μετάλλων.

Α. Πρωτεϊνική σταθερότητα

Η παρουσία ασταθών πρωτεϊνών σε ένα κρασί μπορεί να οδηγήσει στο σχηματισμό θολώματος ή ιζήματος. Αν αυτό συμβεί μετά την εμφιάλωση, το κρασί είναι απαράδεκτο για τον καταναλωτή. Το θόλωμα ή το ίζημα συνδέεται με τη μετουσίωση των πρωτεϊνών, η οποία γίνεται πιο γρήγορα σε υψηλότερες θερμοκρασίες. Δεδομένου ότι είναι δύσκολο να προβλεφθούν οι συνθήκες θερμοκρασίας στις οποίες θα εκτεθεί ένα κρασί κατά τη μεταφορά και την αποθήκευση, οι οίνοι θα πρέπει να ελέγχονται για την παρουσία ασταθών πρωτεϊνών πριν από την εμφιάλωση. 
Η αστάθεια των πρωτεϊνών είναι κυρίως ένα πρόβλημα που αφορά τα λευκά κρασιά. Στα ερυθρά κρασιά, οι πρωτεΐνες αντιδρούν με τανίνες και συνήθως καθιζάνουν κατά τη ζύμωση και την ωρίμανση. Δεν αποτελούν συνήθως πρόβλημα του τελικού προϊόντος. Ωστόσο, είναι σκόπιμο να ελέγχουμε τα ροζέ κρασιά και τα πολύ ελαφρά, ξηρά, ερυθρά κρασιά για τη σταθερότητα των πρωτεϊνών, καθώς μπορεί να υπάρχει ανεπαρκής ποσότητα τανινών για να επιτευχθεί η πλήρης καθίζηση των ασταθών πρωτεϊνών. Επειδή αυτά τα κρασιά έχουν ανοιχτό χρώμα, το θόλωμα μπορεί να γίνει ευκολότερα εμφανές.

Για την εκτίμηση της σταθερότητας των πρωτεϊνών στο κρασί είναι διαθέσιμα μια σειρά από τεστ. Όλα αυτά αφορούν τη μετουσίωση των πρωτεϊνών, π.χ. με θέρμανση, ή την προσθήκη οξέος ή αλκοόλης. Οι δοκιμές αυτές εκτελούνται σε σχέση πάντα με τεστ κολλαρίσματος με μπεντονίτη. Δεν αφορούν κατ’ ανάγκη συγκεκριμένες πρωτεΐνες, αφού και άλλες ενώσεις, όπως τανίνες και πολυσακχαρίτες, μπορούν να επηρεάσουν το βαθμό σχηματισμού θολωμάτων κατά τη διάρκεια του τεστ θέρμανσης. Παρ’ όλα αυτά, με βάση την εμπειρία, τα τεστ παρέχουν έναν οδηγό για τη εκτίμηση της σοβαρότητας ενός πιθανού προβλήματος πρωτεϊνικής σταθερότητας.

Η πιο συχνά χρησιμοποιούμενη και συνιστώμενη μέθοδος για να προβλεφθεί αν ένα κρασί είναι πρωτεϊνικά σταθερό, είναι το τεστ σταθερότητας με θέρμανση. Το κρασί εκτίθεται σε υψηλή θερμοκρασία για μια χρονική περίοδο και μετά ψύχεται σε θερμοκρασία δωματίου και εξετάζεται για το σχηματισμό θολώματος.

Τεστ σταθερότητας με θέρμανση

Είναι σημαντικό, το κρασί, να είναι εξαιρετικά διαυγές πριν από τη διεξαγωγή της δοκιμής. Αυτό μπορεί να επιτευχθεί με φυγοκέντρηση ή/και διήθηση του οίνου.
1. Ανάλογα με το ποια μέθοδος θα χρησιμοποιηθεί για την ανίχνευση του θολώματος, και το μέγεθος των δοκιμαστικών σωλήνων που θα χρησιμοποιηθούν στη δοκιμή, υπολογίζεται ο όγκος του οίνου που θα φυγοκεντρηθεί ή θα φιλτραριστεί. Συνήθως αρκούν περίπου 20-30 mL οίνου. Αν είναι απαραίτητο, αρχικά γίνεται φυγοκέντρηση του οίνου στις 3500 rpm για 10 min περίπου. 

2. Κατόπιν το δείγμα διηθείται μέσω μιας μεμβράνης-φίλτρου, με πορότητα 0.45 μm, χρησιμοποιώντας σύριγγα ή σύστημα διήθησης υπό κενό. Αν το κρασί είναι πολύ θολό, ίσως χρειαστεί να χρησιμοποιηθεί προ-φίλτρο με μεγαλύτερη πορότητα. Καλό είναι να μην χρησιμοποιούνται φίλτρα που συνεισφέρουν στον σχηματισμό θολώματος. Τα πρώτα mL του διηθήματος απορρίπτονται.

3. Το διηθημένο κρασί τοποθετείται σε δοκιμαστικό σωλήνα κατάλληλου μεγέθους. Αυτό σημαίνει ότι θα πρέπει να υπάρχει αρκετός κενός χώρος πάνω από το δείγμα έτσι ώστε ο οίνος να μπορεί να διογκωθεί κατά τη θέρμανση. Ο σωλήνας κλείνεται αεροστεγώς για να διασφαλιστεί ότι δεν θα εξατμιστεί ποσότητα του οίνου, μεταβάλλοντας έτσι τον όγκο του, και ότι δεν θα εισέλθει στο σωλήνα ατμός ή νερό, αν χρησιμοποιείται υδατόλουτρο. Τα πώματα που χρησιμοποιούνται πρέπει να είναι από PTFE ή από σιλικόνη. Ο βαθμός θολώματος μετριέται με θολερόμετρο (ή θολοσίμετρο ).

4. Ο σωλήνας θερμαίνεται σε υδατόλουτρο ή άλλο μέσο θέρμανσης για 1.5 ώρα στους 90 °C . Μετά το τέλος του χρόνου ο σωλήνας απομακρύνεται από το υδατόλουτρο ή το θερμαντικό στοιχείο. Προσοχή: ο σωλήνας είναι ζεστός.

5. Ο σωλήνας αναδεύεται απαλά αρκετές φορές με αναστροφή και ψύχεται για να φτάσει σε θερμοκρασία δωματίου. Για την επιτάχυνση της ψύξης μπορεί ο σωλήνας να εμβαπτιστεί σε υδατόλουτρο. Η διαδικασία ανάμιξης επαναλαμβάνεται.
6. Ο βαθμός θολώματος προσδιορίζεται οπτικά ή/και με τη χρήση ενός θολερόμετρου.

7. Η οπτική εκτίμηση γίνεται ως εξής: Η παρουσία θολώματος μπορεί να εκτιμηθεί εκπέμποντας φως πάνω στον δοκιμαστικό σωλήνα. Οποιαδήποτε εσωτερική ανάκλαση δείχνει την παρουσία θολώματος. Το έντονο φως μπορεί να επιτευχθεί με τη χρήση ενός φακού-στυλό ή ενός μικροσκοπικού λαμπτήρα. Η οπτική εκτίμηση του θολώματος μπορεί να χρησιμοποιηθεί ως μια προκαταρκτική εξέταση πριν από τη χρήση του θολερόμετρου. Αν οπτικά υπάρχει προφανές θόλωμα, δεν υπάρχει λόγος για την εφαρμογή του τεστ με θολερόμετρο.
8. Χρήση θολερόμετρου: Αν χρησιμοποιείται θολερόμετρο, πρέπει να λαμβάνεται μια ένδειξη πριν από τη θέρμανση και μια ένδειξη μετά τη θέρμανση του κάθε δείγματος. Το εξωτερικό του σωλήνα μέτρησης πρέπει να είναι καθαρό και στεγνό κατά την τοποθέτηση του στο όργανο. Κατόπιν γίνεται η καταγραφή της ανάγνωσης. 




Θολερόμετρο
Ερμηνεία του τεστ

Ένα κρασί θεωρείται πρωτεϊνικά ασταθές, αν υπάρχει αύξηση του θολώματος, μεταξύ της τιμής του κρασιού πριν τη θέρμανση και της τιμής μετά τη θέρμανση, μεγαλύτερη από 2 μονάδες θολότητας (NTU). Μερικές φορές, μια τιμή 1 ή ακόμη και 0.5 χρησιμοποιείται ως κριτήριο για την αύξηση της θολότητας. Οι τιμές αυτές βασίζονται στην εμπειρία και τον αποδεκτό κίνδυνο ενδεχόμενου σχηματισμού θολώματος του οίνου κατά την αποθήκευση. 
Β. Σταθερότητα τρυγικού

Το κρασί είναι ένα υπερκορεσμένο διάλυμα όξινου τρυγικού καλίου (KHT). Η αστάθεια εμφανίζεται όταν οι συγκεντρώσεις των ιόντων K+ και HT- είναι τέτοιες που υπερβαίνουν το όριο διαλυτότητας του KHT. Συνεπώς το ΚΗΤ γίνεται αδιάλυτο κι έτσι σχηματίζονται κρύσταλλοι. Αν και δεν είναι επιζήμια, η παρουσία των κρυστάλλων σε ένα λευκό κρασί είναι απαράδεκτη για τον καταναλωτή.

Η τρυγική σταθερότητα ενός οίνου εξαρτάται από πολλούς παράγοντες όπως η θερμοκρασία, το pH και η σχετική συγκέντρωση του καλίου, του ολικού τρυγικού οξέος και της αλκοόλης. Οι χαμηλές θερμοκρασίες μειώνουν τη διαλυτότητα, ενώ το pH καθορίζει το ποσοστό του ολικού τρυγικού οξέος που βρίσκεται υπό μορφή διτρυγικού (HT-), δηλαδή την μορφή που εμπλέκεται στην καταβύθιση του KHT. Ο σχηματισμός των κρυστάλλων μπορεί να εμποδιστεί από άλλα συστατικά του οίνου, όπως πρωτεΐνες, πολυσακχαρίτες και άλλες υψηλού μοριακού βάρους, ενώσεις, π.χ. τανίνες. Υπάρχουν διάφορες προσεγγίσεις για την πρόβλεψη της τρυγικής σταθερότητας. Το τεστ αγωγιμότητας είναι το πιο γρήγορο, όμως απαιτεί υψηλής ποιότητας μετρητή αγωγιμότητας. Η μέθοδος που χρησιμοποιείται, συνήθως, απαιτεί ο οίνος να διατηρείται στους - 4 °C, για 72 ώρες και κατόπιν προσδιορίζεται ο σχηματισμός των κρυστάλλων.
Τεστ στους 2 °C για 5 ημέρες

1. Χρησιμοποιώντας ένα σύστημα διήθησης με κενό, που φέρει φίλτρο με πορότητα 0.45 μm, διηθούνται περίπου 200 mL οίνου. 

2. Σε μια φιάλη (φιάλη 1) τοποθετείται η μισή ποσότητα του διηθημένου οίνου (100 mL) και τοποθετείται σε θερμοκρασία 2 °C. Σε μια δεύτερη φιάλη-μάρτυρα (φιάλη 2) τοποθετείται ο υπόλοιπος οίνος (100 mL) και διατηρείται σε θερμοκρασία δωματίου.

3. Μετά από 12 ώρες, στη φιάλη 1 προστίθενται περίπου 20 mg κρυστάλλων KHT. Το περιεχόμενο αναδεύεται και η φιάλη παραμένει στους 2 °C για 5 ημέρες.  Στο τέλος του χρόνου γίνεται έλεγχος για σχηματισμό κρυστάλλων. Όταν η φιάλη 1 συγκριθεί με τη φιάλη 2 και δεν παρατηρηθεί εμφάνιση κρυστάλλων το κρασί θεωρείται σταθερό στο ψύχος. 

Τεστ στους - 4 °C για 72 ώρες

1. Σε αναλογία με την προηγούμενη μέθοδο φιλτράρονται περίπου 250 mL οίνου με φίλτρο πορότητας 0.45 μm. 

2. Σε φιάλες κατάλληλου όγκου τοποθετούνται 50 mL (‘μάρτυρας’) και 200 mL (‘δείγμα’) διηθημένου οίνου αντίστοιχα. Η φιάλη με την ένδειξη ‘δείγμα’ τοποθετείται σε ένα υδατόλουτρο στους - 4 °C για 72 ώρες, ενώ η φιάλη ‘μάρτυρας’ αφήνεται σε θερμοκρασία δωματίου. (Σημείωση: Για να διασφαλιστεί ότι η θερμοκρασία κατά τη διάρκεια της δοκιμασίας διατηρείται σταθερή, απαιτείται ένα ειδικό λουτρό–ψυγείο με ακριβή ρύθμιση της θερμοκρασίας.) 

3. Μετά το τέλος του χρόνου, η φιάλη ‘δείγμα’ απομακρύνεται από το υδατόλουτρο. Και οι δύο φιάλες αναδεύονται αναστρέφοντας το περιεχόμενο τους αρκετές φορές. Στη συνέχεια εξετάζεται η παρουσία κρυστάλλων προβάλλοντας το διάλυμα σε ισχυρό φως. 

4. Η φιάλη ‘δείγμα’ αφήνεται να φτάσει σε θερμοκρασία δωματίου. Αυτό επιτυγχάνεται καλύτερα με την τοποθέτηση της φιάλης σε υδατόλουτρο με θερμοκρασία δωματίου.

5. Όταν και οι δύο φιάλες βρεθούν σε θερμοκρασία δωματίου αναστρέφονται αρκετές φορές και γίνεται έλεγχος για την παρουσία κρυστάλλων, προβάλλοντας το διάλυμα σε ισχυρό φως. Μερικά δείγματα ερυθρών οίνων μπορεί να περιέχουν ιζήματα φαινολικών ενώσεων. Κανονικά, τα φαινολικά συστατικά επαναδιαλύονται όταν θερμανθεί το ‘δείγμα’ σε θερμοκρασία δωματίου. Συνεπώς η παρουσία τυχόν κρυστάλλων όξινου τρυγικού καλίου γίνεται ευκολότερα αντιληπτή.

6. Το κρασί θεωρείται σταθερό στο ψύχος, αν στους - 4 °C , το επεξεργαζόμενο δείγμα δεν έχει παρουσία κρυστάλλων, όταν συγκρίνεται με τον ‘μάρτυρα’ σε θερμοκρασία δωματίου.
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Ίζημα τρυγικών αλάτων

Τεστ αγωγιμότητας

1. Σε ένα ποτήρι ζέσεως των 250 mL τοποθετούνται 200 mL οίνου. 
2. Το ποτήρι ζέσεως με τον οίνο μεταφέρεται σε υδατόλουτρο ελεγχόμενης θερμοκρασίας στους 0 °C ± 1 °C και αφήνεται να ισορροπήσει για περίπου 10 λεπτά.

3. Με το ποτήρι ζέσεως να βρίσκεται ακόμη στο υδατόλουτρο, μετριέται η αγωγιμότητα και η θερμοκρασία του οίνου.

4. Υπό συνεχή ανάδευση προστίθενται 0.8 g θρυμματισμένου όξινου τρυγικού καλίου (ΚΗΤ) κι αμέσως μετά λαμβάνονται τιμές για την αγωγιμότητα και τη θερμοκρασία. 
5. Στη συνέχεια, και ανά τακτά χρονικά διαστήματα 1 min μετριέται η αγωγιμότητα μέχρι διαδοχικές μετρήσεις να είναι ίδιες. Σημειώνεται ο χρόνος καθώς και η τιμή της αγωγιμότητας. Κατά τη διάρκεια του  τεστ, είναι σημαντικό η θερμοκρασία να διατηρείται σταθερή, καθώς αυτό επηρεάζει την ένδειξη της αγωγιμότητας.

Ερμηνεία του τεστ

Η μείωση της αγωγιμότητας του οίνου σε συνάρτηση με το χρόνο της δοκιμής, δείχνει αστάθεια. Σε γενικές γραμμές, το αποδεκτό εύρος μεταβολών κυμαίνεται από 2 σε 4 %, με τους ερυθρούς οίνους να τείνουν προς την κατώτερη τιμή και τους λευκούς οίνους προς την υψηλότερη τιμή. Οι οίνοι που έχουν μεταβολές στην αγωγιμότητα μεγαλύτερες από τις παραπάνω τιμές, θεωρούνται ασταθείς. Η ερμηνεία αυτού του τεστ, βασίζεται σε υπάρχοντα αρχεία και κάθε οινοποιείο μπορεί να χρησιμοποιεί διαφορετικές προδιαγραφές. 
Εφαρμογή στο οινοποιείο
Η σταθεροποίηση με ψύξη στο οινοποιείο, επιτυγχάνεται με την ψύξη και την παραμονή του οίνου σε θερμοκρασία από - 2 έως - 4 °C για 3 ημέρες. Έπειτα ένα δείγμα του οίνου υποβάλλεται σε δοκιμασία στο εργαστήριο, για τη σταθερότητα των τρυγικών. Μέχρι τη στιγμή που θα ολοκληρωθεί αυτή η δοκιμασία, το κρασί στο κελάρι θα βρίσκεται από τους - 2 έως τους - 4 °C για 6 ημέρες. Επομένως, αν η εργαστηριακή δοκιμή δείξει ότι το κρασί είναι τρυγικά σταθερό, είναι πολύ πιθανό ότι και το κρασί στο κελάρι θα είναι σταθερό. Μετά την ψυχρή σταθεροποίηση του οίνου, γίνεται διήθηση. Σε περίπτωση που η εργαστηριακή δοκιμή δείξει ότι ο οίνος είναι τρυγικά ασταθής, στη συνέχεια, το κρασί στο κελάρι θα πρέπει να διατηρηθεί σε χαμηλή θερμοκρασία για μεγαλύτερο χρονικό διάστημα και/ή να ληφθούν κάποια άλλα μέτρα, π.χ. τοποθέτηση κρυστάλλων KHT στον οίνο, για τη διευκόλυνση της καθίζησης (της τάξεως των 100 με 200 mg/L).

Κατά την μέθοδο σταθεροποίησης με επαφή (εμβολιασμό με κρυστάλλους τρυγικού), ο οίνος δέχεται υψηλά ποσοστά κρυστάλλων ΚΗΤ, (π.χ. της τάξεως των 2 έως 6 g/L) κατά τη διάρκεια του ψυχρής σταθεροποίησης και εξαναγκάζεται να υποστεί καθίζηση. Οι εργαστηριακές δοκιμές γίνονται, για να καθοριστεί η ποσότητα των κρυστάλλων του KHT που θα χρησιμοποιηθεί.

Η ογκομετρούμενη οξύτητα μειώνεται σαν αποτέλεσμα της καθίζησης του KHT κατά τη διάρκεια της ψυχρής σταθεροποίησης. Το pH του οίνου θα πρέπει να ελέγχεται πριν από την σταθεροποίηση με ψύξη. Ωστόσο, αν το αρχικό pH είναι χαμηλότερο από την τιμή του pH στο οποίο το ποσοστό των ιόντων HT- είναι στο ανώτατο όριο, θα υπάρξει μείωση του pH. Αντιστρόφως αν το αρχικό pH είναι πάνω από την τιμή του pH στο οποίο το ποσοστό των ιόντων HT- είναι στο ανώτατο όριο, το pH θα αυξηθεί. Ο παρακάτω πίνακας μπορεί να χρησιμοποιηθεί για τον προσδιορισμό του pH στο οποίο εμφανίζεται το μέγιστο της συγκέντρωσης των ιόντων HT-, σε διάφορα επίπεδα αλκοόλης. Για παράδειγμα, σε ένα επίπεδο αλκοόλης 12.5 % v/v, το μέγιστο ποσοστό των ιόντων HT- είναι 66.4 %, που συμβαίνει σε τιμή pH μεταξύ 3.60 και 3.65. Η ρύθμιση του αρχικού pH του γλεύκους/οίνου σε χαμηλότερη τιμή από εκείνη στην οποία παρουσιάζεται το μέγιστο ποσοστό των ιόντων HT-, εξασφαλίζει ότι θα συμβεί μείωση του pH όταν πραγματοποιηθεί η καθίζηση του KHT.

Ποσοστό διτρυγικού (% HT-) σε διάφορες τιμές pH και αλκοόλης για επιτραπέζιους οίνους

Αλκοόλη (% v/v)
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Ποσοστό διτρυγικού (%HT-) σε διάφορες τιμές pH και αλκοόλης για επιτραπέζιους ‘ενισχυμένους’ οίνους                                                                                                    
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Σημείωση: Οι παραπάνω πίνακες δημιουργήθηκαν από: τους Berg, H.W. and Keefer, R.M. (1958) Analytical determination of tartrate stability in Wine. I Potassium bitartrate, Amer. J. Enol and Vitic. 9, 180-183.
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Τεστ ανίχνευσης μελλοντικών θολωμάτων

1. Ενζυματικό θόλωμα 

Ο οίνος τοποθετείται σε ποτήρι κι εκτίθεται στον αέρα για 12 h.

Αν δεν θολώσει σημαίνει ότι δεν υπάρχει κίνδυνος για θόλωμα οξειδασών μετά την εμφιάλωση.

2. Μικροβιολογικό θόλωμα

Μια φιάλη οίνου γεμάτη και κλεισμένη με βαμβάκι τοποθετείται στους 25 oC για 8 ημέρες. Αν δεν σχηματιστεί θόλωμα ο οίνος είναι ασφαλής για ανάπτυξη ζυμών. Αν εμφανιστεί θόλωμα μετά τις 8 ημέρες ίσως αναπτυχθούν βακτήρια. 

3. Θόλωμα χημικής προέλευσης

Θόλωμα σιδήρου: 
α) Ο οίνος τοποθετείται σε άχρωμη φιάλη μέχρι τη μέση και διοχετεύεται οξυγόνο (από οβίδα ή πεπιεσμένος αέρας). Ανακινείται για 30 sec, πωματίζεται και παραμένει σε θερμοκρασία περιβάλλοντος για 48 h. Αν υπάρχει πλεόνασμα σιδήρου θα θολώσει. Αν διατηρείται διαυγής μετά από μια εβδομάδα, είναι σταθερός.


β) Ο οίνος παραμένει στους 0 oC για μια εβδομάδα. 

Θόλωμα χαλκού:
α) Λευκή φιάλη, γεμάτη με τον υπό δοκιμή οίνο, πωματίζεται και τοποθετείται οριζόντια σε διάχυτο ηλιακό φως για 7 ημέρες ή σε υπεριώδες για 24 h.


β) Μια φιάλη οίνου, γεμάτη και πωματισμένη, τοποθετείται στους 30 oC για 3-4 εβδομάδες. Αν υπάρχει περίσσεια χαλκού θα εμφανιστεί θόλωμα.  

4. Θολώματα κολλοειδών

Πρωτεϊνικό θόλωμα:
α) Μια φιάλη με τον υπό δοκιμή οίνο τοποθετείται στους 80 oC για 30 min και κατόπιν ψύχεται. Αν δεν θολώσει και παραμείνει διαυγής μετά από 24 h είναι σταθερός.


β) Προσθήκη ταννίνης 0.5 g/L. Το σύμπλοκο ταννίνη-πρωτεϊνη σχηματίζει θόλωμα.

Ίζημα τρυγικών:
Ψύξη του οίνου στους -4 oC για μια εβδομάδα. Αν δεν εμφανιστεί κρυσταλλικό ίζημα ο οίνος είναι σταθερός.

Ίζημα χρωστικών:
Παραμονή του οίνου στους 0-4 oC για 12-24 h μπορεί να δημιουργήσει θόλωμα το οποίο εξαφανίζεται όταν ο οίνος επανέλθει στη θερμοκρασία  περιβάλλοντος   

Εξέταση θολώματος 
1. Συλλέγονται πληροφορίες που αφορούν τον υπό εξέταση οίνο όπως κλιματολογικές συνθήκες κατά τη χρονιά παραγωγής, υγιεινή κατάσταση των σταφυλιών από όπου προήλθε, διαδικασία οινοποίησης, επεμβάσεις όπως θείωση, διαύγαση, σταθεροποίηση, αν έγινε μηλικογαλακτική ζύμωση, συνθήκες διατήρησης. Επίσης συγκεντρώνονται τα αποτελέσματα των αναλύσεων του οίνου (αλκοολικός τίτλος % vol, ολική, ενεργή και πτητική οξύτητα, ανάγοντα σάκχαρα, ελεύθερος και δεσμευμένος θειώδης, κ.α.)

Η φιάλη ανακινείται

2. Αν εκλύεται CO2 σημαίνει ότι έχουν αναπτυχθεί μικροοργανισμοί. Γίνεται μικροσκοπική εξέταση (άμεση όταν το θόλωμα είναι έντονο ή με φυγοκέντρηση) για την ύπαρξη ζυμών ή βακτηρίων. 


Ζύμες → Αζύμωτα σάκχαρα, επανεκκίνηση αλκοολικής ζύμωσης


Βακτήρια → Μηλογαλακτική ζύμωση (ελέγχεται η μείωση του μηλικού)



    → Δράση βακτηρίων σε αλκοόλη, σάκχαρα, τρυγικό κα κι εμφάνιση ασθενειών
όπως ξύνισμα, εκτροπή, πίκρανση, πάχυνση.

3. Αν με την ανακίνηση δεν εκλύεται CO2 τότε:

i. Θόλωμα σιδήρου; 

Χρωματομετρικός προσδιορισμός του σιδήρου και ακολουθούν διάφορες δοκιμές. Οι δοκιμές εφαρμόζονται στον οίνο αν το θόλωμα είναι έντονο ή στο ίζημα που προήλθε από φυγοκέντρηση.

· Σε δοκιμαστικό σωλήνα τοποθετούνται 10 mL οίνου και 1 mL διαλύματος HCl 1/2 και αναδεύονται. Παρατηρούμε το αποτέλεσμα. Τα σιδηρικά θολώματα ή ιζήματα είναι διαλυτά στο HCl.

· Σε δοκιμαστικό σωλήνα τοποθετούνται 10 mL οίνου και λίγοι κρύσταλλοι διθειώδους νατρίου. Αν το θόλωμα είναι σιδηρικό διαλύεται άμεσα.

· Σε δοκιμαστικό σωλήνα αναμιγνύονται 10 mL οίνου, 1 mL διαλύματος HCl 1/2 και λίγο θειοκυανιούχο κάλιο και αναδεύονται. Ελέγχεται το χρώμα. Αν το θόλωμα είναι σιδηρικό χρωματίζεται ερυθρό. 

ii. Θόλωμα χαλκού;

Συναντιέται μόνο σε λευκούς, και μάλιστα εμφιαλωμένους οίνους (αναγωγικό περιβάλλον). 

Προηγείται χρωματομετρικός προσδιορισμός του χαλκού και ακολουθούν διάφορες δοκιμές. Οι δοκιμές εφαρμόζονται στον οίνο αν το θόλωμα είναι έντονο ή στο ίζημα που προήλθε από φυγοκέντρηση.

· Το θόλωμα ή το ίζημα διαλύεται τελείως μετά από έκθεση του οίνου στον αέρα για 24-48 h
· Σε δοκιμαστικό σωλήνα τοποθετούνται 10 mL οίνου και 1 mL διαλύματος HCl 1/2 και αναδεύονται. Παρατηρούμε το αποτέλεσμα. Τα θολώματα ή ιζήματα χαλκού είναι διαλυτά στο HCl. 

· Σε ίζημα που έχει διαλυθεί με αραιωμένο HCl ο χαλκός αντιδρά με 2,2-δικινολύλη. 

iii. Πρωτεϊνικό θόλωμα;

Παρατηρείται σε λευκούς οίνους, πλούσιους σε πρωτεϊνες, που δεν έχει προηγηθεί επέμβαση με μπεντονίτη.

· Σε δοκιμαστικό σωλήνα τοποθετούνται 10 mL θολού οίνου και 1 mL διαλύματος HCl 1/2 και αναδεύονται. Το θόλωμα δεν διαλύεται. 

· Σε δοκιμαστικό σωλήνα τοποθετούνται 10 mL οίνου και θερμαίνονται στους 80 oC. Το θόλωμα διαλύεται.

iv. Ίζημα τρυγικών αλάτων;

Η αναγνώριση γίνεται με παρατήρηση στο μικροσκόπιο όπου φαίνεται η κρυσταλλική τους μορφή. Διαχωρίζονται ως εξής:

· Άλατα όξινου τρυγικού καλίου 
κρύσταλλοι με όξινη γεύση







διαλυτοί στο ζεστό νερό







αδιάλυτοι σε HCl ½

· Άλατα ουδέτερου τρυγικού ασβεστίου
κρύσταλλοι με ουδέτερη γεύση








αδιάλυτοι σε ζεστό νερό








διαλυτοί σε HCl ½








αντιδρούν με οξαλικό αμμώνιο

v. Ίζημα χρωστικών; 

Παρατηρείται σε ερυθρούς οίνους που εμφιαλώθηκαν σχετικά νωρίς. Συνοδεύονται από ίζημα τρυγικών. Η αναγνώριση τους γίνεται με μικροσκοπική παρατήρηση όπου φαίνονται οι ‘πλάκες’ των χρωστικών μαζί με τους κρυστάλλους των τρυγικών. 

· Το ίζημα διαλύεται με θέρμανση στους 40 oC ή σε αλκοόλη 50 % vol.

vi. Ενζυμικό θόλωμα; 

Παρατηρείται σε νέους οίνους που προήλθαν από άρρωστα σταφύλια κι έγινε  ανεπαρκής θείωση. Το θόλωμα εκτείνεται σε όλη τη μάζα του οίνου. 

· Αν το θόλωμα εξαφανίζεται μετά από θέρμανση στους 80 oC για 10 min σημαίνει ότι προήλθε από δράση ενζύμων

Γ. Οξειδωτική και χρωματική σταθερότητα

Χημικές έννοιες

Ο βαθμός με τον οποίο συμβαίνουν οξειδωτικές αντιδράσεις σε ένα γλεύκος ή κρασί εξαρτάται από πολλούς παράγοντες, συμπεριλαμβανομένων της ενζυμικής δραστηριότητας των πολυφαινολοξειδασών, της μικροβιακής δραστηριότητας, του pH, της θερμοκρασίας, του επιπέδου των φαινολικών υποστρωμάτων, των καταλυτών (π.χ. Cu++, Fe++) και της περιεκτικότητας σε οξυγόνο. Οι οξειδωτικές αντιδράσεις μπορεί να οδηγήσουν σε αλλαγή του χρώματος στο γλεύκος/κρασί. Δηλαδή, με το χρόνο, το καφέ χρώμα γίνεται εντονότερο. Επίσης, μπορεί να αλλάξει η οργανοληπτική αίσθηση του κρασιού. Οι οξειδωτικές αντιδράσεις χαρακτηρίζονται ως ενζυμικές ή μη ενζυμικές. Στο γλεύκος, οι αντιδράσεις είναι κυρίως ενζυμικές, με δράση των πολυφαινολοξειδασών. Στο κρασί, τόσο οι ενζυμικές όσο και οι μη ενζυμικές αντιδράσεις μπορούν να προκαλέσουν αμαύρωση και μεταβολές στο άρωμα και στη γεύση. Φαινολοξειδάσες, όπως η τυροσινάση, δραστηριοποιούνται κυρίως στο γλεύκος, ενώ οι λακάσες δραστηριοποιούνται και στο γλεύκος και στο κρασί.

Η αμαύρωση εμποδίζεται με τη διατήρηση του γλεύκους/κρασιού σε χαμηλή θερμοκρασία και με τη χρήση μέσων, όπως ο θειώδης ανυδρίτης, το ασκορβικό οξύ και κάποιο αδρανές αέριο. Για τους οίνους που υπάρχει πιθανότητα ενεργοποίησης της λακάσης, θα πρέπει να εξετάζεται το ενδεχόμενο της παστερίωσης.

Είναι σημαντικό να παρακολουθούνται οι πιθανές οξειδωτικές αντιδράσεις, και οι τυχόν αλλαγές που συνδέονται με αυτές, με χημικές αναλύσεις/τεστ και/ή γευσιγνωσία. Είναι δύσκολο να έχουμε ακριβείς προδιαγραφές για αυτές τις δοκιμές, που βασίζονται συχνά σε ιδιόμορφες εκτιμήσεις, καθώς επίσης και εκτιμήσεις των κινδύνων της οξείδωσης και της αλλοίωσης που συνδέονται με κάποιο συγκεκριμένο κρασί. Για διάφορους τύπους κρασιών και μετά από έναν αριθμό τρύγων, μόνο η εμπειρία αποτελεί τη βάση για την ερμηνεία αυτών των τεστ. 
Προσδιορισμός του δυναμικού αμαύρωσης του λευκού γλεύκους
Η παρακάτω διαδικασία αφορά γλεύκος που λαμβάνεται σαν δείγμα κατά την παρακολούθηση της ωρίμανσης ή κατά την επεξεργασία στο οινοποιείο, π.χ. μετά την έκθλιψη/πίεση.

1. Μια ποσότητα γλεύκους μεταφέρεται σε ένα ποτήρι ζέσεως και καλύπτεται με ένα τρυβλίο. Η αλλαγή στο χρώμα παρακολουθείται για χρονικό διάστημα 24 h. 

2. Στο υπόλοιπο γλεύκος προστίθεται θειώδης ανυδρίτης με ή χωρίς την παρουσία ασκορβικού οξέος. Η αλλαγή του χρώματος παρακολουθείται και συγκρίνεται με το παραπάνω δείγμα.

3. Για να προσδιοριστεί αν υπάρχει αντίδραση αμαύρωσης που σχετίζεται με τη δραστηριότητα της λακάσης, γίνεται χημική ανάλυση δείγματος γλεύκους.
Οξείδωση λευκών οίνων

Η υπερβολική ανάπτυξη καφέ χρώματος στα λευκά κρασιά, δείχνει γενικά ότι το κρασί είναι οξειδωμένο. Εκτός του ότι δείχνει καφέ και το άρωμα του κρασιού είναι πιθανό να περιγράφεται ως «οξειδωμένο», «εξελιγμένο» και/ή “σάπιο φρούτο”. Η αλλαγή στην ένταση του καφέ χρώματος σε ένα κρασί, μπορεί να αξιολογηθεί οπτικά ή ποσοτικά με τη χρήση ενός φασματοφωτομέτρου, με την παρακολούθηση της μεταβολής της απορρόφηση στα 420 nm (Α420), που λαμβάνεται σε κυψελίδα του 1 cm. Οι οίνοι οι οποίοι φτάνουν σε τιμή Α420 περίπου 0.16, είναι πιθανό να δείχνουν κάποια σημάδια αμαύρωσης, ενώ αυτοί με τιμή το 0.20 ή μεγαλύτερο εμφανίζουν προφανή αμαύρωση.

Αν και η μέτρηση του Α420 μπορεί να χρησιμοποιηθεί για την παρακολούθηση της εξέλιξης της αμαύρωσης και των σχετικών επιπτώσεων της οξείδωσης με την πάροδο του χρόνου για ένα συγκεκριμένο κρασί, είναι σημαντικό να κατανοήσουμε ότι το χρώμα του οίνου εξαρτάται από το συνδυασμό όλων των απορροφήσεων στην ορατή περιοχή και ότι κάθε κρασί εμφανίζει μοναδικά φασματικά χαρακτηριστικά. Έτσι, οι συγκρίσεις των μετρήσεων αποκλειστικά και μόνο της Α420 διαφορετικών οίνων, μπορεί να οδηγήσει σε παρερμηνείες σχετικά με το βαθμό της οξείδωσης και την αμαύρωση αυτών των οίνων. Είναι καλύτερο να βασίζουμε τη σύγκριση στο επίπεδο της οξείδωσης μεταξύ των διαφόρων οίνων, στο καφέ χρώμα που προσδιορίζεται οπτικά και στην οργανοληπτική αξιολόγηση των οξειδωμένων χαρακτήρων.

Μια άλλη ένδειξη της οξείδωσης προκύπτει από τη μέτρηση του ελεύθερου και ολικού θειώδη ανυδρίτη (SΟ2). Για το ίδιο κρασί, το οποίο εμφιαλώνεται κάτω από διαφορετικές συνθήκες, οι οίνοι που έδειξαν τη μεγαλύτερη μείωση στον ελεύθερο και ολικό SΟ2 με την πάροδο του χρόνου, είχαν μεγαλύτερη ένταση οξειδωτικών χαρακτήρων. Η παρακολούθηση της ελεύθερης και ολικής  συγκέντρωσης του SΟ2, αποτελεί ένα βασικό μέτρο ελέγχου της ποιότητας σε όλη τη διαδικασία της λευκής οινοποίησης, της αποθήκευσης, καθώς και πριν και μετά την εμφιάλωση.

Προσδιορισμός της οξειδωτικής σταθερότητας σε λευκό οίνο

Μέθοδος 1. - Οξειδωτική δοκιμή

Ο απλούστερος τρόπος αξιολόγησης της πιθανότητας αμαύρωσης και των αλλαγών σε άλλα οργανοληπτικά χαρακτηριστικά ενός κρασιού, είναι να ρίξουμε ένα μέρος του, σε ένα ποτήρι. Το ποτήρι καλύπτεται με ένα μικρό γυαλί ή τρυβλίο. Η αλλαγή στο χρώμα, καθώς και στο άρωμα/γεύση παρακολουθείται για διάστημα 24 ωρών σε θερμοκρασία δωματίου (περίπου 20 έως 25 °C). 
Μέθοδος 2. - Ταχεία οξειδωτική δοκιμή


Μια ποσότητα οίνου διηθείται μέσω μιας μεμβράνης 0.45 μm. Με το διήθημα γεμίζεται μια κυψελίδα 1 cm αφήνοντας κενό χώρο 4 mm και σφραγίζεται με parafilm. Η κυψελίδα τοποθετείται σε επωαστικό κλίβανο στους 50 °C. Όταν ο οίνος αποκτήσει τη θερμοκρασία του κλιβάνου μετριέται η απορρόφηση με φασματοφωτόμετρο στα 420 nm και καταγράφεται. Η κυψελίδα επιστρέφει στον κλίβανο και ανά χρονικά διαστήματα 24 h επαναλαμβάνεται η μέτρηση της απορρόφησης στα 420 nm μέχρι να παρατηθεί αύξηση 0.15. Αν αυτή η αύξηση πραγματοποιηθεί μέσα σε 2-3 ημέρες το κρασί πιθανόν να είναι ασταθές. Η δοκιμή αυτή πρέπει να χρησιμοποιείται σε συνδυασμό με ιστορικά αρχεία και εμπειρία.

Μέτρηση του χρώματος του οίνου χωρίς το άνοιγμα της φιάλης

Μια καινοτόμος μέθοδος για τη μέτρηση του χρώματος του οίνου, ενώ βρίσκεται στο μπουκάλι, αναπτύχθηκε από το Αυστραλιανό Ερευνητικό Ινστιτούτο Οίνου. Ένα φωτόμετρο τροποποιήθηκε έτσι ώστε να μπορέσει να τοποθετηθεί στο θέση της κυψελίδας ένα μπουκάλι κρασί και να ληφθούν μετρήσεις της απορρόφησης. Οι απορροφήσεις που λαμβάνονται στα 420 nm με τον τρόπο αυτό, αντιστοιχούν στις τιμές Α420 των δειγμάτων του οίνου που μετριούνται σε κυψελίδα του 1 cm.

Το μήκος της διαδρομής του φωτός που διέρχεται από το κρασί, όταν μετριέται η απορρόφηση σε μια φιάλη, είναι το πλάτος της φιάλης. Λόγω του μεγαλύτερου μήκους της διαδρομής, είναι δυνατόν να ληφθούν αξιοποιήσιμες τιμές απορρόφησης σε ένα φάσμα μηκών κύματος. Σε αυτές τις μελέτες στο μπουκάλι, η φασματική απορρόφηση στα 500 nm (Α500) συσχετίζεται στενότερα με τον οπτικό προσδιορισμό του καφέ χρώματος από εκείνη στα 420 nm (Α420). Επιπλέον, η Α500 φαίνεται ότι είναι κατάλληλη για τη μέτρηση των τιμών απορρόφησης του λευκού οίνου, σε φιάλες πολλών διαφορετικών χρωμάτων. Μπορούν να δημιουργηθούν καμπύλες βαθμονόμησης για διάφορους οίνους, για να γίνει η συσχέτιση της μέτρησης της Α500 με την αμαύρωση και/ή τον οξειδωτικό αρωματικό χαρακτήρα.

Μια πρακτική εφαρμογή αυτής της νέας τεχνικής, με την οποία μετριέται το χρώμα του οίνου χωρίς να ανοιχθεί το μπουκάλι, είναι ο έλεγχος των αποθεμάτων μπουκαλιών για τις αρνητικές επιπτώσεις της οξείδωσης. Ακόμα και χωρίς καμπύλες βαθμονόμησης, τα κρασιά με υψηλές τιμές Α500 μπορούν να διαχωριστούν από αυτά με χαμηλές τιμές Α500 σε οποιαδήποτε παρτίδα. Με βάση τις προδιαγραφές που έχουν καθοριστεί προηγουμένως, τα σημάδια επιταχυνόμενης ωρίμανσης μπορούν να προσδιοριστούν εύκολα.
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Φασματοφωτόμετρο

Ρόδισμα (Pinking ) λευκών οίνων
Το ρόδισμα στα λευκά κρασιά είναι αποτέλεσμα παρουσίας ακραίων αναγωγικών συνθηκών κατά τη διάρκεια της επεξεργασίας. Όταν το κρασί εκτεθεί στον αέρα, γίνεται ροζ. Οι πρόδρομες ουσίες του ροδίσματος των οίνων μπορούν να απομακρυνθούν με τη χρήση ουσιών κολλαρίσματος όπως το PVPP, η καζεΐνη ή μείγμα PVPP, καζεϊνικών αλάτων καλίου και διοξείδιο του πυριτίου.

Προσδιορισμός του δυναμικού ροδίσματος


Σε δύο φιάλες των 100 mL με βιδωτό καπάκι τοποθετούνται 100 mL οίνου στη μια και αποτελεί τον ‘μάρτυρα’ και 40 mL στην άλλη και αποτελεί το ‘δείγμα’. Στο ‘δείγμα’ προστίθενται 0.5 mL H2O2 0.3 % w/v, αναδεύονται και η φιάλη τοποθετείται σε σκοτεινό περιβάλλον, στους 25  0C, κατά τη διάρκεια της νύχτας. Στο τέλος του χρόνου εξετάζεται ο βαθμός ροδίσματος του δείγματος σε σχέση με τον μάρτυρα. 

Εκτός από την οπτική εκτίμηση, μπορεί να γίνει και ποσοτική ανάλυση του δείγματος, πάντα ως προς τον μάρτυρα, με φασματοφωτομέτρηση στα 520 nm. Αν το κρασί δεν είναι οπτικά διαυγές, πριν από την πραγματοποίηση των φασματοσκοπικών μετρήσεων πρέπει να διηθηθεί με φίλτρο 0.45 μm. Αν υπάρχει προφανές ρόδισμα του οίνου στο ‘δείγμα’ ακολουθούν δοκιμές κολλαρίσματος και η διαδικασία επαναλαμβάνεται.

Μια προσθήκη περίπου 50 mg/L ασκορβικού οξέος μπορεί να βοηθήσει στην πρόληψη του οξειδωτικού ροδίσματος στα ευαίσθητα λευκά κρασιά. Μια πιο λεπτομερής ανάλυση του «ροδίσματος στο λευκό κρασί», δίνεται από τον Simpson (1977).

Ερυθροί οίνοι – ανθοκυάνες και τανίνες

Κατά τη διάρκεια της ζύμωσης των φλοιών, οι φαινολικές ενώσεις εκχυλίζονται από τα γίγαρτα και τους φλοιούς των ραγών. Περιλαμβάνουν μονομερή (δομές που αποτελούνται από μια μόνο μοριακή μονάδα) και προκυανιδίνες που απαρτίζονται από ολιγομερή (δομές που αποτελούνται από δύο έως τέσσερις μοριακές μονάδες) και πολυμερή (που καλούνται κοινώς τανίνες) και των οποίων οι δομές αποτελούνται από περισσότερες από τέσσερις μοριακές μονάδες. Η εξέλιξη των μονομερών, ολιγομερών και πολυμερών που εκχυλίζονται από τα γίγαρτα και τους φλοιούς είναι πολύπλοκη. Κάποιες ανθοκυάνες και κατεχίνες παραμένουν ελεύθερες (στη μονομερή μορφή τους), ενώ άλλες συνδυάζονται με ολιγομερή και πολυμερή για να σχηματίσουν διάφορες πολυμερείς δομές (τανίνες) που μπορεί να είναι χρώματος κόκκινου ή κίτρινου/καφέ. 
Μόνο οι τανίνες που προκύπτουν από την ενσωμάτωση ενός ή περισσότερων μορίων ανθοκυανών στην δομή της τανίνης είναι κόκκινου χρώματος. Αυτές αναφέρονται με διάφορους όρους όπως κόκκινες πολυμερισμένες ουσίες, πολυμερή κόκκινου χρώματος ή τανίνες κόκκινου χρώματος.

Άλλες, κόκκινου χρώματος ολιγομερείς ουσίες, σχηματίζονται επίσης κατά τη ζύμωση με την αντίδραση των ανθοκυανών με τα προϊόντα ζύμωσης. Αντιδράσεις, με προϊόντα όπως το πυροσταφυλικό οξύ και η ακεταλδεΰδη σχηματίζουν βιτισίνες, ενώ με τις βινυλοφαινόλες σχηματίζουν χρωστικές με δομή τύπου Α και Β.

Οι επιπτώσεις του συν-πολυμερισμού καθορίζουν την έκφραση του κόκκινου χρώματος του κρασιού. Η παρουσία ορισμένων φαινολικών ενώσεων μπορεί να ενισχύσει την έκφραση του κόκκινου χρώματος.

Κατά τη ζύμωση, ωρίμανση και παλαίωση, κάποιες από τις ελεύθερες ανθοκυάνες διασπώνται και μερικές απορροφώνται από την βιομάζα του ζυμομύκητα, ενώ ορισμένες συνδυάζονται με ολιγομερή και πολυμερή για να σχηματίσουν νέες χρωστικές ερυθρού χρώματος. Σε νεαρά κρασιά, η έκφραση του ερυθρού χρώματος οφείλεται σε μεγάλο βαθμό στις ανθοκυάνες και τις ερυθρές τανίνες. Προοδευτικά με το χρόνο, μειώνεται η συγκέντρωση των ανθοκυανών και τα ολιγομερή και ιδιαίτερα οι τανίνες αναλαμβάνουν τον μεγαλύτερο ρόλο στην έκφραση του χρώματος του κόκκινου κρασιού.

Εκτός από τις παραπάνω αντιδράσεις, σχηματίζονται επίσης και άλλες τανίνες, που δεν αφορούν την ανθοκυάνες. Αυτές προέρχονται κυρίως από τις κατεχίνες και μπορεί να είναι άχρωμες ή κίτρινου/καφέ χρώματος.

Μετρήσεις ανθοκυανών και τανινών

Υπάρχει μια σειρά μεθόδων για την ανάλυση των ανθοκυανών και των τανινών. Οι μετρήσεις του χρώματος του οίνου, των ολικών ανθοκυανών και των ολικών φαινολών μπορούν να προσδιοριστούν φασματοφωτομετρικά. Οι μεμονωμένες ανθοκυάνες, άλλα μονομερή (π.χ. κατεχίνες) και οι ερυθρές και ολικές τανίνες μπορεί να προσδιοριστούν με υγρή χρωματογραφία υψηλής απόδοσης  (HPLC). 

Η αξία του προσδιορισμού των παραμέτρων που καθορίζουν το χρώμα του οίνου και της φαινολικής σύνθεσης των κρασιών, είναι η κατανόηση της σύνθεσης του κάθε κρασιού και όπου απαιτείται να καθοριστούν οι προδιαγραφές για τους διαφορετικούς τύπους κρασιού. Η κατάρτιση βάσεων δεδομένων βοηθά στην ερμηνεία αυτών των μετρήσεων. Οι μετρήσεις αυτές μπορούν επίσης να είναι χρήσιμες κατά την προετοιμασία των χαρμανιών. Ωστόσο, θα πρέπει να ληφθεί υπόψη ότι οι μετρήσεις αυτές θα πρέπει πάντα να αποτελούν ένα μέρος μόνο της αξιολόγησης. Όταν οι τιμές αυτές βρεθούν εντός συγκεκριμένων ορίων, ο προσδιορισμός άλλων χαρακτηριστικών, όπως είναι το άρωμα και η αίσθηση στο στόμα γίνεται το ίδιο σημαντικός ή ακόμα πιο σημαντικός από το χρώμα του οίνου και/ή της φαινολικής σύνθεσης του κρασιού.

Όπως αναφέρθηκε προηγουμένως, οι μετρήσεις των παραμέτρων του χρώματος του οίνου και των φαινολικών προσδιορίζονται για να περιγράψουν την φαινολική σύνθεση των διαφόρων κρασιών. Οι μετρήσεις αυτές, μαζί με την οργανοληπτική αξιολόγηση, μπορούν να χρησιμοποιηθούν για τον προσδιορισμό των επιδράσεων των διαφόρων τεχνικών οινοποίησης όπως  π.χ. διαφορετικές πρακτικές διαχείρισης του καπέλου, διαφορετικός χρόνος επαφής με τα στέμφυλα και διαφορετικές στρατηγικές μικρο-οξυγόνωσης του οίνου. Ακόμα, μπορούν να χρησιμοποιηθούν για την παρακολούθηση της εξέλιξης του οίνου κατά τη διάρκεια της ωρίμανσης στο κελάρι και της αποθήκευσης μετά την εμφιάλωση.

Αν δεν είναι δυνατή η χρήση HPLC, η φασματοφωτομετρική μέτρηση της απορρόφησης στα 520 nm με προσθήκη θειώδη ανυδρίτη (SO2), παρέχει μια καλή εκτίμηση της συγκέντρωσης των έγχρωμων πολυμερών. Τα πολυμερή αυτά είναι πιο σταθερά από τις ελεύθερες ανθοκυάνες και η μέτρηση τους παρέχει πληροφορίες σχετικά με τη σταθερότητα του χρώματος του κρασιού. Η πλέον κατάλληλη χρήση των μετρήσεων του χρώματος του οίνου και των φαινολικών του, είναι η σύγκριση των τιμών που δίνει το ίδιο κρασί που έχει επεξεργαστεί με διαφορετικούς τρόπους, π.χ. διαφορετικές τεχνικές διαχείρισης του καπέλου και η παρακολούθηση των αλλαγών κατά τη διάρκεια της ωρίμανσης και της αποθήκευσης.

Εκτίμηση οξειδωτικής σταθερότητας ερυθρών οίνων 
Οι δοκιμασίες για τον προσδιορισμό της οξειδωτικής σταθερότητας στους ερυθρούς οίνους  περιγράφονται παρακάτω.

Μέθοδος 1. - Οξειδωτική δοκιμή


Σε ένα ποτήρι ζέσεως τοποθετείται μικρή ποσότητα οίνου και καλύπτεται με ένα τρυβλίο Petri. Το ποτήρι παραμένει σε θερμοκρασία δωματίου (περίπου 20 έως 25 °C) για διάστημα 24 ωρών και παρακολουθείται  η αλλαγή στο χρώμα, καθώς και στο άρωμα/γεύση . 
Μέθοδος 2. - Ταχεία οξειδωτική δοκιμή


Σε ένα ποτήρι ζέσεως με την ένδειξη ‘μάρτυρας’ τοποθετούνται 30 mL οίνου και προστίθενται περίπου 30 mg/L SΟ2 (δηλ. 1.0 mL ενός διαλύματος 1000 mg/L SΟ2). Το ποτήρι καλύπτεται με ένα μικρό γυαλί ή τρυβλίο Petri. 


Σε μια κωνική φιάλη τοποθετούνται 100 mL οίνου και αναδεύονται έντονα για 2-3 min. Από αυτό το δείγμα μεταφέρονται 30 mL σε ένα ποτήρι ζέσεως με ένδειξη ‘δείγμα’ και καλύπτονται με ένα μικρό γυαλί ή τρυβλίο Petri.   Και τα δύο ποτήρια διατηρούνται στους 30 °C για έως 2 ή 3 ημέρες. 

Οι μεταβολές στους οίνους παρακολουθούνται καθημερινά και οι παρατηρήσεις καταγράφονται: 
- Εάν υπάρχει πολύ μικρή αλλαγή στο χρώμα και το άρωμα/γεύση του δείγματος, το κρασί θεωρείται ότι είναι σταθερό. 
- Σε περίπτωση που υπάρχει μια μικρή αλλαγή στο χρώμα και το άρωμα/γεύση εξασθενίζει ελαφρώς στο δείγμα, ο οίνος μπορεί να είναι ασταθής. Εάν το δείγμα με το SΟ2 παρουσιάζει μικρή αλλαγή, αυτό, σε συνδυασμό με την προηγούμενη εκτίμηση θα μπορούσε πιθανότατα να δείχνει ότι το κρασί είναι σταθερό. 

- Αν υπάρχει προφανής αμαύρωση ή θόλωμα, αν το άρωμα/γεύση εξασθενίζει και υπάρχουν έντονοι οξειδωτικοί χαρακτήρες στο εκτεθειμένο στον αέρα κρασί, τότε αυτό χαρακτηρίζεται σαν ασταθές. Αν παρατηρηθούν έντονες αλλαγές και στο δείγμα με το SΟ2, το κρασί θεωρείται ότι είναι πολύ ασταθές.
Μέταλλα στο κρασί

Τα μέταλλα που προκαλούν προβλήματα αστάθειας είναι το αλουμίνιο, ο κασσίτερος, ο μόλυβδος, ο άργυρος, ο σίδηρος και ο χαλκός. Τα κυριότερα είναι ο σίδηρος και ο χαλκός. Περίσσεια σιδήρου και/ή χαλκού σε ένα κρασί μπορεί να προκαλέσει σχηματισμό θολωμάτων ή/και ιζημάτων από αντίδραση με οργανικά (π.χ. πρωτεΐνη ή τανίνη) ή ανόργανα (π.χ. φωσφόρο ή θείο) συστατικά του κρασιού, αν και το θόλωμα που οφείλεται στον χαλκό είναι ένα πρόβλημα που εμφανίζεται μόνο στα λευκά κρασιά. Γενικά, είναι αποδεκτό ότι αν τα επίπεδα του σιδήρου και του χαλκού είναι μεγαλύτερα από 5 mg/L και 0.2 mg/L αντίστοιχα, μπορεί να οδηγήσουν σε σχηματισμό θολωμάτων ή ιζημάτων.

Ωστόσο, η σύνθεση του οίνου αναφορικά με πολλά άλλα συστατικά, μπορεί να επηρεάσει την πιθανότητα εμφάνισης αυτού του προβλήματος. Η παρακολούθηση των επιπέδων του χαλκού είναι επίσης σημαντική, επειδή υπάρχουν ανώτατα όρια υπολειμμάτων που επιτρέπονται στο κρασί και συνεπώς υπάρχει και νομικό ζήτημα συμμόρφωσης.

Το κάλιο και τα ιόντα ασβεστίου συνδέονται κυρίως με την τρυγική σταθερότητα του οίνου. Τα στοιχεία αυτά μπορούν να παρακολουθούνται κατά τη διαδικασία σταθεροποίησης, για να διασφαλιστεί ότι έχει επιτευχθεί η σταθερότητα. Στις περιπτώσεις που το κρασί ενδέχεται να εξαχθεί μπορεί να απαιτείται και μέτρηση των επιπέδων του νατρίου. 

IV. ΟΡΓΑΝΟΛΗΠΤΙΚΗ ΕΞΕΤΑΣΗ ΟΙΝΟΥ

Η ποιοτική και ποσοτική ανάλυση των συστατικών του οίνου, όσο και να δίνουν αντικειμενικά δεδομένα των παραμέτρων που τον χαρακτηρίζουν, δεν επαρκούν για την εκτίμηση της γευστικής του ισορροπίας. Ο οργανοληπτικός έλεγχος θεωρείται απαραίτητο συμπλήρωμα για την αξιολόγηση ενός οίνου και αποτελεί βασικό εργαλείο για τον οινοποιό. 

Τα βασικά στοιχεία εκτίμησης και αξιολόγησης ενός ποιοτικού οίνου είναι:

	Το χρώμα
	εξαρτάται από την ποικιλία, τη σύσταση του σταφυλιού σε φαινολικές ενώσεις (ανθοκυάνες, τανίνες), το στάδιο ωρίμανσης, το κλίμα, την τοποθεσία του αμπελιού, τη χρονιά παραγωγής, την ηλικία του κρασιού και τη διαδικασία οινοποίησης.

	Το άρωμα 
	οφείλεται στον συνδυασμό των πτητικών χημικών ενώσεων που υπάρχουν στους οίνους 

Άρωμα → Απλή, ευχάριστη οσμή νέου κρασιού

Μπουκέτο → Σύνθετα αρώματα παλαίωσης.

Πρωτογενές: προέρχεται από το σταφύλι. Επηρεάζεται από την ποικιλία, τις κλιματικές συνθήκες, το βαθμό ωρίμανσης κ.α.

Δευτερογενές: αναπτύσσεται κατά την αλκοολική ζύμωση. Επηρεάζεται από το είδος των ζυμομυκήτων, τις συνθήκες διεξαγωγής της αλκοολικής ζύμωσης και χαρακτηρίζει συνήθως τους νέους οίνους. 

Τριτογενές: αναπτύσσεται κατά την ωρίμανση του οίνου σε δρύινα βαρέλια ή κατά την παλαίωση σε φιάλη. Παραγωγή νέων πτητικών ενώσεων, εκχύλιση από το ξύλο κ.α. 

Μη ικανοποιητικό άρωμα και γεύση σημαίνει προβληματική πρώτη ύλη και λανθασμένη τεχνική οινοποίησης.

	Η γεύση
	Ισορροπία γλυκού (σάκχαρα, αλκοόλη) με ξινό/αλμυρό/πικρό (οξέα, άλατα, ταννίνες). 

Μαλακό χαρακτηρίζεται το ισορροπημένο κρασί

Σκληρό είναι το κρασί που έχει υψηλά οξέα και ταννίνες (στυφό).

Πρώιμος τρυγητός δίνει κρασί χωρίς γευστική ισορροπία 


Τα κύρια συστατικά που είναι υπεύθυνα για τη διαμόρφωση των οργανοληπτικών χαρακτηριστικών των οίνων είναι: 

	Αλκοόλη →
	Λιπαρότητα, στρογγυλάδα, γλυκύτητα

	Σάκχαρα →
	Γλυκύτητα (ανάλογα με τη συγκέντρωσή τους) 

	Φαινολικές ενώσεις →


	Χρώμα, στυπτικότητα και πικράδα στα νέα κρασιά, χαρακτήρα στα παλαιωμένα

	Οργανικά οξέα →
	Νευρικότητα, όξινη γεύση

	Αρωματικές ενώσεις →
	Αρωματικό προφίλ, μπουκέτο (φρούτα, λουλούδια, μπαχαρικά, ξηροί καρποί, ξύλο κλπ), άρωμα στόματος, ελαττώματα 

	CO2 →
	Φρεσκάδα και χαρακτήρα νέων οίνων (λευκών και ροζέ)


Η διεξαγωγή του οργανοληπτικού ελέγχου γίνεται σε κατάλληλο χώρο (επαρκής φωτισμός, απαλλαγμένος από οσμές και θερμοκρασία 20-22ο C) από άτομα που έχουν ανεπτυγμένη αισθητική μνήμη κι έχουν εκπαιδευτεί συστηματικά. Για την περιγραφή των αισθήσεων με λέξεις υπάρχει ειδική ορολογία που δίνει την δυνατότητα στον δοκιμαστή να εκφράζει με ακρίβεια αυτό που αντιλαμβάνεται με τις αισθήσεις του. Για να καθοριστούν οι οργανοληπτικοί χαρακτήρες ενός οίνου απαιτείται το σύνολο των αισθήσεων ενός δοκιμαστή. 

Διαδικασία εξέτασης

Ο οίνος τοποθετείται σε ποτήρι με σχήμα τουλίπας, περίπου μέχρι το 1/3.

Αρχικά, γέρνοντας το ποτήρι γίνεται εκτίμηση του οίνου οπτικά. 

Προσδιορίζονται: το είδος του οίνου (λευκό, ερυθρό, ροζέ, αφρώδες), η ένταση & το χρώμα του (χρυσαφί, πρασινωπό, κίτρινο, κιτρινοπράσινο, κεχριμπαρένιο, καστανό, κρεμμυδόφλουδα, κοκκινέλι, ροζέ, πορφυρό, βιολετί, ρουμπινί, κεραμιδί, σοκολατί, με ανταύγειες κ.α.), η ύπαρξη CO2, η περιεκτικότητα σε αλκοόλη (δάκρυα), η διαύγεια (πρωτεϊνικό θόλωμα, τρυγικά άλατα κ.α.)

Μετά από περιστροφή του ποτηριού για την ανακίνηση του οίνου εκτιμάται οσφρητικά. 

     

Προσδιορίζονται: η ένταση του αρώματος, η ύπαρξη ποικιλιακών αρωμάτων, η πολυπλοκότητα του, η ισορροπία των αρωμάτων, ο τύπος του αρώματος (αρώματα φρούτων, λουλουδιών, ζωικά, ξηρών φρούτων & καρπών, μπαχαρικών, καπνιστά, βαλσάμικα, χορτώδη, διάφορων τροφών κ.α.), οι  ελαττωματικές οσμές (αναγωγικά, οξειδώσεις, μούχλας κ.α.)
Τέλος, τοποθετείται μια γουλιά στο στόμα και στροβιλίζεται ώστε να εκτιμηθεί γευστικά. 
     

Προσδιορίζονται: γεύση (γλυκό, ξινό, πικρό, αλμυρό, umami), ισορροπία μεταξύ των γεύσεων, αίσθηση στόματος (ένταση, στυπτικότητα, λιπαρότητα, στρογγυλότητα, καυστικότητα, επιθετικότητα ταννινών), άρωμα στόματος (ένταση, τύπος, ισορροπία), δομή του κρασιού, σώμα, πολυπλοκότητα, διάρκεια, επίγευση. 
Ελαττωματικές οσμές (off-odors)


Η οργανοληπτική εξέταση ενός κρασιού πέρα από την ανίχνευση και επισήμανση των  ποιοτικών χαρακτηριστικών του μπορεί να μας οδηγήσει και στον εντοπισμό ανεπιθύμητων οπτικών χαρακτηριστικών (θολώματα), δυσάρεστων οσμών και γεύσεων. Τις περισσότερες φορές οφείλονται σε διάφορα προβλήματα (ελαττώματα ή ασθένειες) του κρασιού, που μπορεί να προέρχονται από το σταφύλι, από τη διαδικασία της αλκοολικής ζύμωσης, από τις συνθήκες ωρίμανσης ή  από τις συνθήκες παλαίωσης. Συνήθως η παρουσία ιζήματος σε παλαιωμένα ερυθρά κρασιά είναι αναμενόμενη και δεν αποτελεί ελάττωμα. 


Παρακάτω αναφέρονται κάποιες ουσίες οι οποίες ανιχνεύονται με την όσφρηση. Όταν η συγκέντρωση τους βρίσκεται πάνω από μια συγκεκριμένη τιμή (κατώφλι αντίληψης) μπορεί να προσδώσουν δυσάρεστη οσμή στον υπό εξέταση οίνο και να αποτελέσουν σημαντικά ελαττώματα. Με τον εντοπισμό μια ελαττωματικής οσμής ο δοκιμαστής μπορεί να προσδιορίσει την αιτία της.

Πιο αναλυτικά θα δούμε:

1. 3-isobutyl-2-methoxy pyrazine (IBMP) (σταφύλι)

Οι μεθόξυ-πυραζίνες είναι αζωτούχες ετεροκυκλικές ενώσεις και προέρχονται από τον μεταβολισμό των αμινοξέων. Το ύψος των συγκεντρώσεων τους στους οίνους εξαρτάται από κλιματικούς και εδαφικούς παράγοντες. Ανώριμα σταφύλια έχουν αυξημένες συγκεντρώσεις που μειώνονται με την ωρίμανση. Απευθείας ηλιακή ακτινοβολία στις ράγες μειώνει τις συγκεντρώσεις της  IBMP. Αποτελούν το τυπικό άρωμα των οίνων των ποικιλιών Cabernet Sauvignon & Sauvignon Blanc στη Νέα Ζηλανδία.

Οσμή: πράσινη πιπεριά, χορτώδη

Αιτία: έλλειψη ωρίμανσης – πρώιμος τρύγος

Κατώφλι αντίληψης: 2-8 ng/L λευκοί οίνοι, 2-15 ng/L ερυθροί οίνοι

Συνήθης συγκέντρωση σε οίνους με πρόβλημα: 50 ng/L
Πρόληψη-αντιμετώπιση: καλή ωρίμανση σταφυλιών, γνώση της πορείας ωρίμανσης, οργανοληπτικός έλεγχος σταφυλιών, αναλυτικοί έλεγχοι κατά τη διάρκεια της ωρίμανσης.

2. Αcetic acid (οξικό οξύ) (αλκοολική ζύμωση)

Κύριο πτητικό οξύ των οίνων, αυξάνεται κατά την έναρξη της αλκοολικής ζύμωσης και μικρές συγκεντρώσεις είναι φυσιολογικές. Στη συνέχεια παρουσιάζεται επιπλέον αύξηση κατά τη ΜΓΖ ή από προσβολή οξικών βακτηρίων. 

Οσμή: Ξύδι

Αιτία: Μικροβιακές ή χημικές μετατροπές, στέλεχος ζύμης, οξικά & γαλακτικά βακτήρια (παραπροϊόν ζύμωσης – οξείδωση αλκοολών, αιθανόλη σε οξικό οξύ), αργές ζυμώσεις, υπερβολικά καθαρά γλεύκη, πολύ χαμηλά pH (<3.1) ή πολύ υψηλά pH (>4), υψηλές θερμοκρασίες κατά τον πολλαπλασιασμό των ζυμών (25–30◦C), κατά την επανεκκίνηση ζύμωσης που έχει κολλήσει.

Κατώφλι αντίληψης:  400 mg/L
Συνήθης συγκέντρωση σε οίνους με πρόβλημα: 750 mg/L
Πρόληψη-αντιμετώπιση: Κυρίως επεμβάσεις για περιορισμό της ανάπτυξης οξικών βακτηρίων, επαρκείς θειώσεις, ελεγχόμενες θερμοκρασίες ζύμωσης και συντήρησης (<15 οC, με ελεύθερο SO2 ≥15 mg/l), προσοχή στις συνθήκες ζύμωσης και ΜΓΖ, προσοχή κατά τη διατήρηση & παλαίωση σε δεξαμενές & βαρέλια, προσεκτικός καθαρισμός μηχανημάτων και βαρελιών, καλή συντήρηση των βαρελιών (πλύσιμο με ζεστό νερό 80 οC, πλήρωση με νερό 24 ώρες πριν τη χρήση τους), επαρκείς συγκεντρώσεις Ν-ούχων ενώσεων στην αρχή της ζύμωσης (190mg/L), προσοχή στην ποιότητα του  φελλού στην εμφιάλωση.

3. Εthyl acetate (οξικός αιθυλεστέρας) (αλκοολική ζύμωση)

Παράγεται από ζύμες μέχρι μια συγκέντρωση 50 mg/L, αν η συγκέντρωση είναι >160 mg/L τότε οφείλεται σε οξικά βακτήρια. Δεν συντίθεται από τα γαλακτικά βακτήρια. Σε πολύ χαμηλές συγκεντρώσεις 50-80 mg/L συμμετέχει στην πολυπλοκότητα του αρώματος των οίνων (ρούμι, ροδάκινο, βερίκοκο, ανανάς).

Οσμή: Κόλλα, στο στόμα κάνει πιο σκληρές τις ταννίνες.

Αιτία: Μικροβιακές ή χημικές μετατροπές, στέλεχος S. cerevisiae, οξικά & γαλακτικά βακτήρια (παραπροϊόν ζύμωσης – οξείδωση αλκοολών), ανεπαρκείς θειώσεις, αυξημένες θερμοκρασίες κατά την παλαίωση, εστεροποίηση του οξικού οξέος από τα οξικά βακτήρια.

Κατώφλι αντίληψης: 80-150 mg/L
Συνήθης συγκέντρωση σε οίνους με πρόβλημα: 250 mg/L
Πρόληψη-αντιμετώπιση: Κυρίως επεμβάσεις για περιορισμό της ανάπτυξης οξικών βακτηρίων, επαρκείς θειώσεις, προστασία από το οξυγόνο, γρήγορη έναρξη της αλκοολικής ζύμωσης κατά την πλήρωση των δεξαμενών για την αποφυγή ανάπτυξης των οξικών βακτηρίων στην επιφάνεια, προσοχή στην πρώτη ύλη- διαλογή σταφυλιών, πλήρωση δεξαμενών και βαρελιών κατά την παλαίωση, χαμηλές θερμοκρασίες συντήρησης (<15 οC), προσεκτικός καθαρισμός μηχανημάτων και βαρελιών, καλή συντήρηση των βαρελιών (πλύσιμο με ζεστό νερό 80 οC, πλήρωση με νερό 24 ώρες πριν τη χρήση τους).

4. Αcetaldehyde (ethanal) (ακεταλδεΰδη) (αλκοολική ζύμωση)

Προέρχεται από οξείδωση της αιθανόλης παρουσία καταλύτη ή από Candida mycoderma, απελευθερώνεται στον οίνο όταν γίνονται υπερβολικές θειώσεις. Συμμετέχει σημαντικά στο άρωμα και τη γεύση του sherry και των brandies. 

Οσμή: Υπερώριμο μήλο, χυμός πορτοκάλι–εσπεριδοειδών, οίνος χωρίς φρεσκάδα 

Αιτία: Μικροβιακός μεταβολισμός ή οξειδωτικές αντιδράσεις, κατά την ζύμωση ή κατά την ωρίμανση σε οξειδωτικές συνθήκες.


Κατώφλι αντίληψης: 5-20 mg/L
Συνήθης συγκέντρωση σε οίνους με πρόβλημα: 50 mg/L
Πρόληψη-αντιμετώπιση: Ελεγχόμενες θειώσεις, προσοχή στους αερισμούς, προσοχή στα ιχνοστοιχεία.

5. Ηydrogen sulphide (H2S) (υδρόθειο) (αλκοολική ζύμωση)

Η παρουσία υδρόθειου αναφέρεται ως «αναγωγικό» άρωμα του οίνου και συναντάται κυρίως σε νέα κρασιά που έχουν βγει γρήγορα στην αγορά
Οσμή: Κλούβιο αυγό

Αιτία: Υπερβολικές θειώσεις στο αμπέλι, βακτηριακή μόλυνση λόγω πλημμελούς υγιεινής, συνθήκες ζύμωσης, έλλειψη θρεπτικών συστατικών κατά τη ζύμωση (άζωτο), ακατάλληλα παρασκευάσματα ζύμης, παραμονή του οίνου με τις οινολάσπες.

Κατώφλι αντίληψης: 40 μg/L.

Συνήθης συγκέντρωση σε οίνους με πρόβλημα: 70 μg/L
Πρόληψη-αντιμετώπιση: Προσθήκη κατάλληλων ποσοτήτων θειώδους, θρεπτικών συστατικών κατά τη ζύμωση, κατάλληλες ζύμες, όπου εντοπίζεται το πρόβλημα γίνονται μεταγγίσεις με αερισμό ή προσθήκη θειικού χαλκού (< 0,5 g/tn).

6. 4-ethyl phenol (ωρίμανση - παλαίωση)

Αποτελεί πρόβλημα κυρίως στους ερυθρούς οίνους, δεν συναντάται στους λευκούς οίνους.

Οσμή: Στάβλος, ιδρωμένο δέρμα ζώου, ο οίνος χάνει την επίγευση του

Αιτία: Brettanomyces καθώς και ορισμένα στελέχη των Lactobacillus/Pediococcus. Εμφανίζεται συνήθως κατά την παραμονή στα βαρέλια. Ταυτόχρονα εμφανίζεται και η ουσία 4-ethyl guaiacol (οσμή: γαρίφαλο, μπαχαρικά)

Κατώφλι αντίληψης: 300-400 μg/L
Συνήθης συγκέντρωση σε οίνους με πρόβλημα: 500 μg/L
Πρόληψη-αντιμετώπιση: Προσοχή στις συνθήκες υγιεινής, έλεγχος για παρουσία Brettanomyces και καταπολέμηση του με παστερίωση, εφαπτόμενη μικροδιήθηση ή DMDC, σωστές θειώσεις, ειδικές κατεργασίες (χρήση ατμού) στις δεξαμενές .  

7. 2,4,6-trichloroanisol (παλαίωση)

Οσμή: Μούχλα, έλλειψη φρουτώδους αρώματος, στο στόμα 

Αιτία: κακή ποιότητα φελλού (μούχλες κατά τη συγκομιδή του ξύλου, αποστείρωση του φελλού κατά την επεξεργασία τους με χλωροφαινόλες ),  προσβολή από Botrytis cinerea των σταφυλιών (εξηγεί την παρουσία της οσμής πριν την εμφιάλωση), αυξημένη υγρασία του οινοποιείου, χρήση χλωριούχων σκευασμάτων για τον καθαρισμό του οινοποιείου.

Κατώφλι αντίληψης: 1.5–3 ng/L
Συνήθης συγκέντρωση σε οίνους με πρόβλημα: 7ng/L
Πρόληψη-αντιμετώπιση: Έλεγχος των παρτίδων του φελλού, αποφυγή χρήσης χλωριούχων παρασκευασμάτων για το πλύσιμο των βαρελιών και του οινοποιείου, εκτενής αερισμός του οινοποιείου, καλής ποιότητας σταφύλια. Αν εμφανιστεί σαν ελάττωμα καταστρέφει την παρτίδα των εμφιαλωμένων οίνων.
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