Φυσικοχημικές Μετατροπές
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Κατεργασίες Οίνων.

Άσκηση1η

Πρωτεϊνικό Θόλωμα. (Test Πρωτεϊνικής Αστάθειας).

Σκοπός της Άσκησης.

Οι λευκοί οίνοι – και μερικές φορές και οι ροζέ - ενδέχεται να περιέχουν ποσότητες από ελεύθερες πρωτεΐνες που μπορούν να προέρχονται από το ίδιο το σταφύλι ή / και την αυτόλυση των ζυμών μετά το τέλος της αλκοολικής ζύμωσης (ενδογενείς πρωτεΐνες) είτε να έχουν προστεθεί στο γλεύκος ή / και τον οίνο ως υλικά κατεργασίας (εξωγενείς πρωτεΐνες).    

Οι πρωτεΐνες αυτές αρχικά βρίσκονται σε μία υδρόφιλη κατάσταση και όσο παραμένουν έτσι δεν εμφανίζεται κανένα απολύτως πρόβλημα στον οίνο. Όμως, κάτω από την επίδραση της αιθυλικής αλκοόλης και υψηλών θερμοκρασιών αποθήκευσης οι πρωτεΐνες μετατρέπονται σε υδρόφοβες, συσσωματώνονται κάτω από την επίδραση κυρίως των κατιόντων και στην συνέχεια καταβυθίζονται σχηματίζοντας ένα λευκό – υποκίτρινο άμορφο ίζημα. Αυτή η συσσωμάτωση και καταβύθιση των πρωτεϊνών έχει σαν συνέπεια το θόλωμα του οίνου και είναι γνωστό ως «Πρωτεϊνικό Θόλωμα».

Η εμφάνιση του θολώματος & η έντασή του είναι πραγματικά πολυ-παραγοντικά φαινόμενα που εξαρτώνται κυρίως από το Ισοηλεκτρικό σημείο της κάθε πρωτεΐνης και το Μοριακό της Βάρος σε σχέση πάντα με τον Αλκοολικό τίτλο του οίνου και τις θερμοκρασίες αποθήκευσης. Η συγκέντρωση των πρωτεϊνών είναι μάλλον μικρότερης σημασίας θέμα και σίγουρα ο ποσοτικός προσδιορισμός τους δεν μπορεί να μας δώσει αξιόπιστες πληροφορίες και να απαντήσει στο ερώτημα του αν ένας οίνος είναι πρωτεϊνικά σταθερός ή όχι.            

Βασική Αρχή της Άσκησης.

Υποβάλουμε μικροποσότητες οίνου σε ακραίες συνθήκες αποθήκευσης υποχρεώνοντας τις όποιες ύποπτες για να δημιουργήσουν θόλωμα πρωτεΐνες να μετουσιωθούν ακαριαία σε υδρόφοβες και να εμφανίσουν έτσι το θόλωμα μέσα σε 24h. Πρόκειται ουσιαστικά για μία «εξομοίωση» αυτού που ενδεχομένως θα συμβεί στον εμφιαλωμένο οίνο μας μετά από κάποιους μήνες αποθήκευσης σε σχετικά υψηλές θερμοκρασίες (> 15οC). 

Αν το εργαστηριακό test είναι θετικό θα αποφασίσουμε για την ενδεδειγμένη κατεργασία προκειμένου να σταθεροποιήσουμε πρωτεϊνικά τον οίνο πριν από την εμφιάλωση του.    

Έχουμε τρείς μεθόδους (συνεπώς τρία διαφορετικά test) για να προκαλέσουμε αυτήν την ακαριαία μετουσίωση των πρωτεϊνών στο εργαστήριό μας. 
Η πρώτη βασίζεται στην μετουσίωση των υδρόφιλων πρωτεϊνών μέσω υψηλών θερμοκρασιών και ονομάζεται “Test Θέρμανσης” ενώ οι άλλες δύο μέθοδοι βασίζονται στην δημιουργία ενός κατάλληλου περιβάλλοντος είτε με προσθήκη ενός ισχυρού διαλύματος τανινών & Η2Ο2 (“BentoTest”) είτε με προσθήκη ενός διαλύματος Τριχλωροξικού οξέος (“ΤCl acid Test ”).
Οι δύο τελευταίες μέθοδοι είναι γρηγορότεροι αλλά και αυστηρότεροι του Test Θέρμανσης.        
Πρωτόκολλα Αξιολόγησης.
I. Test Θέρμανσης.

1. Τοποθετούμε σε γυάλινο δοκιμαστικό σωλήνα 25 ml διαυγούς οίνου την πρωτεϊνική σταθερότητα του οποίου θέλουμε να ελέγξουμε.  

2. Πωματίζουμε τον δοκιμαστικό σωλήνα και τον θερμαίνουμε σε υδατόλουτρο ή σε θερμοκλίβανο στους 80οC για 30 min. 

3. Αφήνουμε να ψυχθεί σε θερμοκρασία δωματίου (# 25οC) για 24 ώρες περίπου. 

4. Συγκρίνουμε τον βαθμό διαύγειας του παραπάνω κυλίνδρου με εκείνη ενός οίνου-μάρτυρα που βρίσκεται μέσα σε πανομοιότυπο δοκιμαστικό σωλήνα και δεν έχει θερμανθεί. Η σύγκριση της διαύγειας των δύο δειγμάτων μπορεί να γίνει είτε με το μάτι είτε με ένα νεφελόμετρο (θολερόμετρο).

ΙI.
BentoTest.
1. Τοποθετούμε σε γυάλινο δοκιμαστικό σωλήνα 25 ml διαυγούς οίνου την πρωτεϊνική σταθερότητα του οποίου θέλουμε να ελέγξουμε.  

2. Προσθέτουμε 2,5 ml πυκνού τυποποιημένου διαλύματος τανινών (αντιστοιχεί σε προσθήκη 500 mg τανινών/lit. οίνου) και 6 σταγόνες διαλύματος Η2Ο2 10 όγκων (10% v/v). Πωματίζουμε τον δοκιμαστικό σωλήνα και ομογενοποιούμε με ανακίνηση.

3. Αφήνουμε σε θερμοκρασία δωματίου (# 25οC) για 15 min  περίπου. 

4. Συγκρίνουμε τον βαθμό διαύγειας του παραπάνω κυλίνδρου με εκείνη ενός οίνου-μάρτυρα που βρίσκεται μέσα σε πανομοιότυπο δοκιμαστικό σωλήνα και δεν έχει δεχθεί καμία προσθήκη. Η σύγκριση της διαύγειας των δύο δειγμάτων μπορεί να γίνει είτε με το μάτι είτε με ένα νεφελόμετρο (θολερόμετρο). 
ΙΙI.
ΤCl acid Test
1. Τοποθετούμε σε γυάλινο δοκιμαστικό σωλήνα 25 ml διαυγούς οίνου την πρωτεϊνική σταθερότητα του οποίου θέλουμε να ελέγξουμε.  

2. Προσθέτουμε 2,5 ml διαλύματος  Τριχλωροξικού οξέος (CCl3COOH) 55% w/v. Πωματίζουμε τον δοκιμαστικό σωλήνα και ομογενοποιούμε με ανακίνηση και θερμαίνουμε σε υδατόλουτρο 100οC για 2 min.

3. Αφήνουμε σε θερμοκρασία δωματίου (# 25οC) για 15 min  περίπου. 

4. Συγκρίνουμε τον βαθμό διαύγειας του παραπάνω κυλίνδρου με εκείνη ενός οίνου-μάρτυρα που βρίσκεται μέσα σε πανομοιότυπο δοκιμαστικό σωλήνα και δεν έχει δεχθεί καμία προσθήκη & θέρμανση. Η σύγκριση της διαύγειας των δύο δειγμάτων μπορεί να γίνει είτε με το μάτι είτε με ένα νεφελόμετρο (θολερόμετρο). 

Πειραματική Διαδικασία.

1. Σε 12 σωληνάκια φυγοκέντρισης (χωρητικότητας 12 ml) τοποθετούμε από 10 ml 
του προς εξέταση οίνου. 
Συνολικά θα χρησιμοποιηθούν 12 x 10 = 120 ml οίνου.
2. Φυγοκεντούμε για 5 min στις 5.000 rpm.
3. Μεταγγίζουμε με μεγάλη προσοχή ώστε να μην πάρουμε ίζημα το υπερκείμενο περιεχόμενο 3 δοκιμαστικών σωλήνων φυγοκέντρησης σε μία κυψελίδα θολερόμετρου και μετράμε την θολερότητα του δείγματος. 
Η τιμή αυτή είναι η NTU0.
4. Μεταγγίζουμε με μεγάλη προσοχή ώστε να μην πάρουμε ίζημα 25 ml από το υπερκείμενο - από 3 ακόμα δοκιμαστικούς σωλήνες φυγοκέντρησης - σε ένα νέο δοκιμαστικό σωλήνα χωρητικότητας 30-50 ml με βιδωτό καπάκι & παρέμβυσμα και εφαρμόζουμε το Test Θέρμανσης (βλέπε παραπάνω). Μετά από 24 ώρες μετράμε την θολερότητα του δείγματος. Η τιμή αυτή είναι η NTU1 του Test Θέρμανσης. 
Η διαφορά NTU1-NTU0 είναι το αποτέλεσμα του Test Θέρμανσης.
5. Μεταγγίζουμε με μεγάλη προσοχή ώστε να μην πάρουμε ίζημα 25 ml από το υπερκείμενο - από 3 ακόμα δοκιμαστικούς σωλήνες φυγοκέντρησης - σε ένα νέο δοκιμαστικό σωλήνα χωρητικότητας 30-50 ml με βιδωτό καπάκι & παρέμβυσμα και εφαρμόζουμε το BentoTest (βλέπε παραπάνω). Μετά από 15 min μετράμε την θολερότητα του δείγματος. Η τιμή αυτή είναι η NTU1’ του BentoTest.
Η διαφορά NTU1’-NTU0 είναι το αποτέλεσμα του BentoTest.
6. Μεταγγίζουμε με μεγάλη προσοχή ώστε να μην πάρουμε ίζημα 25 ml από το υπερκείμενο - από 3 ακόμα δοκιμαστικούς σωλήνες φυγοκέντρησης - σε ένα νέο δοκιμαστικό σωλήνα χωρητικότητας 30-50 ml με βιδωτό καπάκι & παρέμβυσμα και εφαρμόζουμε το ΤCl acid Test (βλέπε παραπάνω). Μετά από 15 min μετράμε την θολερότητα του δείγματος. Η τιμή αυτή είναι η NTU1’’ του ΤCl acid Test. 
Η διαφορά NTU1’’-NTU0 είναι το αποτέλεσμα του. ΤCl acid Test.
Ερμηνεία Αποτελεσμάτων.

H ερμηνεία και των τριών test είναι πανομοιότυπη. Όταν βλέπουμε τους οίνους-δοκιμές πιο θολούς από τους αντίστοιχους οίνους-μάρτυρες ή την θολερότητά τους αυξημένη κατά 2 ΝΤU, τότε θεωρούμε το test θετικό και κατά συνέπεια τον εξεταζόμενο οίνο ύποπτο για να εμφανίσει στο μέλλον ένα πρωτεϊνικό θόλωμα. 

Στην περίπτωση που κάνουμε και τα τρία test σε έναν οίνο υπάρχει η περίπτωση τa ΒεντοΤest και TCl acid Test να δώσουν θετική απάντηση ενώ ταυτόχρονα το Test Θέρμανσης αρνητική. Αυτό μπορεί να συμβεί γιατί τα δύο πρώτα tests είναι ένα πιο «αυστηρά». Σε μία τέτοια περίπτωση θα πρέπει να θεωρήσουμε ότι ο εν λόγω οίνος βρίσκεται στα «όρια ασφάλειας». Το αν θα πάρουμε μέτρα προστασίας και διασφάλισης μέσω κατεργασίας με Μπεντονίτη θα εξαρτηθεί εδώ από την εμπειρία μας και το βάθος γνώσης που έχουμε γύρω από την ταχύτητα & τις συνθήκες διακίνησης & κατανάλωσης του οίνου.    
