Προσδιορισμός του Δείκτη PVPP. 

Αντιδραστήρια

1. PVPP
2. Πυκνό HCl 12 Ν

3. Διάλυμα Ι : Διαλύτης έκλουσης : Η2Ο - Αιθυλική Αλκοόλη 95% - HCl (30-70-1)

4. Διάλυμα ΙΙ : Συνθετικός οίνος : 10 % vol. + τρυγικό οξύ 5g/l, pH 3,2 με ΚΟΗ 1 Ν.

5. Όλα τα αντιδραστήρια τα απαραίτητα για τον προσδιορισμό της συγκέντρωσης των Ανθοκυανών. 

Εξοπλισμός

1. Ο απαραίτητος εξοπλισμός για τον προσδιορισμό των Ολικών Ανθοκυανών. (βλέπε αντίστοιχο κεφάλαιο).

2. Ένας περιστρεφόμενος εξατμιστής κενού (Rota Vapor).

3. Ποτήρι ζέσεως των 500 ml.

4. Ένα pHμετρο ή κατάλληλους χάρτινους δείκτες pH (περιοχή 6,5 – 7,5).

5. Μία στήλη χρωματογραφίας (25-30 cm ύψος & 1,5–2,0 cm διάμετρο).

6. Σιφώνια πληρώσεως των 5 ml.

Τεχνολογική Σημασία του Δείκτη PVPP.

Ο Δείκτης PVPP μας δίνει το ποσοστό των Ανθοκυανών ενός οίνου που είναι δεσμευμένες με Τανίνες σε σταθερά σύμπλοκα (Τ-Α ή Τ-Α-Τ). Η δημιουργία αυτών των συμπλόκων είναι ιδιαίτερα σημαντική γιατί αποτελούν τον βασικότερο παράγοντα σταθεροποίησης του χρώματος των ερυθρών οίνων. Οι ελεύθερες ανθοκυάνες είναι «εύθραυστες» στον χρόνο, εκτεθειμένες σε διάφορα φαινόμενα όπως ο αποχρωματισμός τους από το SO2 ή/& το ισχυρό αναγωγικό περιβάλλον, η προσρόφησή τους από πρωτεΐνες & απομάκρυνσή τους, η καταβύθισή τους κάτω από την επίδραση της αλκοόλης ή/& του ψύχους. Όλα τα παραπάνω φαινόμενα οδηγούν σε μία σημαντική & ανεπιθύμητη μείωση της Χρωματικής Έντασης των οίνων. Αντίθετα η δημιουργία των συμπλόκων Τ-Α ή/& Τ-Α-Τ συμβάλει στην σταθεροποίηση του χρώματος των ανθοκυανών και στην διατήρηση της Χρωματικής Έντασης των οίνων σε υψηλά επίπεδα.            

Αρχή Μεθόδου προσδιορισμού

Για τον προσδιορισμό αυτό εκμεταλλευόμαστε την ικανότητα του PVPP στο να δεσμεύει το σύνολο των Ανθοκυανών ανεξάρτητα από το αν αυτές είναι «συμπλοκοποιημένες» με τανίνες ή όχι.

Αρχικά προσδιορίζουμε την συγκέντρωση των Ολικών Ανθοκυανών στο δείγμα μας. Ακολούθως δεσμεύουμε το σύνολο των Ανθοκυανών (Ελεύθερων & Δεσμευμένων) πάνω σε μία στήλη PVPP κατάλληλα ενεργοποιημένου. Στη συνέχεια, μέσω ενός κατάλληλου διαλύτη, έχουμε έκλουση από την στήλη μόνο των ελεύθερων ανθοκυανών και προσδιορισμό της συγκέντρωσής τους. Η διαφορά της συγκέντρωσης των Ελεύθερων ανθοκυανών από τις Ολικές αντιστοιχεί στις ανθοκυάνες τις δεσμευμένες από τις τανίνες. Η ποσοστιαία έκφρασή τους είναι ο Δείκτης PVPP.   

Διαδικασία προσδιορισμού. 

1. Αρχικά Προσδιορίζουμε την συγκέντρωσης των Ολικών Ανθοκυανών του οίνου. 

Έστω n0 mg/l.    

2. Ενεργοποιούμε το PVPP ως ακολούθως :

· Σε ένα ευρύστομο ποτήρι ζέσεως αναμειγνύουμε # 10-20g PVPP με #250 ml απιονισμένου H2O και αφού κατακαθίσει το  PVPP πετάμε το υπερκείμενο H2O. 

· Προσθέτουμε πυκνό HCl 12 Ν, τόσο ώστε να καλύψουμε το PVPP και το αφήνουμε να δράσει για 1 h.  

· Με ιδιαίτερα μεγάλη προσοχή πετάμε το υπερκείμενο HCl και αρχίζουμε αργά – αργά να προσθέτουμε απιονισμένο H2O. Η διαδικασία αυτή πρέπει να γίνεται σε απαγωγό αερίων, λαμβάνοντας όλα τα προστατευτικά μέτρα (γυαλιά, γάντια κλπ) γιατί υπάρχει κίνδυνος εκτόξευσης σταγονιδίων.   

· Αφού κατακαθίσει το PVPP πετάμε το υπερκείμενο H2O και συνεχίζουμε διαδοχικές πλύσεις του PVPP με απιονισμένο H2O μέχρι να αποκτήσουμε ουδέτερο pH.

3. Γεμίζουμε μία χρωματογραφική στήλη (γυάλινη ή  πλαστική) με το ενεργοποιημένο PVPP. Η τελική στήλη πρέπει να έχει ύψος περίπου 18 - 20 cm και διάμετρο 1,5 – 2,0 cm.

4. Με μεγάλη ακρίβεια τοποθετούμε στην κορυφή της στήλης 5 ml Ερυθρού οίνου.

5. Υποχρεώνουμε τον οίνο μας να διατρέξει την μάζα του PVPP «σπρώχνοντάς» τον με 100 ml απιονισμένου H2O. Πετάμε ότι βγαίνει από την στήλη.  

6. Εκλούομε τις ελεύθερες ανθοκυάνες με το Διάλυμα Ι (Διάλυμα έκλουσης). Περνάμε από την στήλη τόσο από το Διάλυμα Ι μέχρι αυτό να βγαίνει από την στήλη άχρωμο. Συλλέγουμε το σύνολο της φάσης της έκλουσης.   

7. Σε ένα περιστρεφόμενο εξατμιστή (Rota Vapor), στους 40οC και κάτω από ελαφρύ κενό εξατμίζουμε το σύνολο του Διαλύτη Ι. 

8.
Επαναδιαλυτοποιούμε το στερεό υπόλειμμα που προέκυψε μετά την εξάτμιση με 5 ml από το Διάλυμα ΙΙ (Συνθετικός οίνος). Στο νέο αυτό διάλυμα περιέχονται μόνο οι ελεύθερες ανθοκυάνες του οίνου την συγκέντρωση των οποίων προσδιορίζουμε με την γνωστή μέθοδο. Έστω n1 mg/l.

Υπολογισμός του Δείκτη PVPP (%) : 

H συγκέντρωση των δεσμευμένων ανθοκυανών από τις τανίνες είναι n0 - n1 mg/l. H ποσοστιαία έκφρασή τους ως προς τις ολικές μας δίνει τον Δείκτη PVPP :

Δείκτης PVPP = [(n0 - n1)/ n0 ] χ 100

Χρήσιμες Συμβουλές
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Σημείωση : Η έκλουση των ελεύθερων ανθοκυανών από την στήλη του PVPP είναι μία ιδιαίτερα χρονοβόρα διαδικασία που μπορεί να διαρκέσει έως και 3 ημέρες.



















