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ΠΕΡΙΛΗΨΗ

Ποσοτικός προσδιορισµός µεθοξυπυραζινών σε ελληνικά γλεύκη και οίνους και µελέτη 

επίδρασης της θερµοκρασίας επί των πτητικών αυτών συστατικών.

Οι µεθοξυπυραζίνες αποτελούν ουσίες που απαντούν φυσικά σε σταφύλια ποικιλιών 

της  Vitis Vinifera, όπως  Cabernet sauvignon,  Sauvignon blanc αλλά και άλλων ποικιλιών, 

καθώς  και  στην  αιµολέµφο  εντόµων  της  οικογένειας  Coccinellidae,  όπως  η  Harmonia 

axyridis. Επιδρούν στο αρωµατικό προφίλ των οίνων προσδίδοντάς τους χορτώδη αρώµατα ή 

υποβαθµίζοντάς  τους  (οσµή  πασχαλίτσας),  µε  χαρακτηριστικό  το  πολύ  χαµηλό  κατώφλι 

ανίχνευσής τους (2-15ng/L). Η ανίχνευσή τους στην ελληνική ποικιλία Ξινόµαυρο δίνει νέο 

ενδιαφέρον  στην  ανάλυση  οίνων  από  ελληνικές  ποικιλίες,  για  τις  οποίες  δεν  υπάρχουν 

διαθέσιµα  στοιχεία,  ενώ  η  αλµατώδης  εξάπλωση  της  Harmonia axyridis στην  Ευρώπη 

καθιστά  πολύ  χρήσιµη  την  ανάπτυξη  µεθόδου  ταυτόχρονης  ανίχνευσης  και  ποσοτικής 

ανάλυσης  και  των  τεσσάρων  µεθοξυπυραζινών  στα  σταφύλια  ώστε  να  είναι  δυνατός  ο 

έλεγχος των επιπέδων τους πριν την οινοποίηση. Η οργανοληπτική υποβάθµιση που προκαλεί 

η  Harmonia axyridis αποτελεί ελάττωµα του οίνου γνωστό ως «οσµή πασχαλίτσας». Στην 

παρούσα µελέτη ανιχνεύθηκαν και προσδιορίστηκαν ποσοτικά µεθοξυπυραζίνες σε ελληνικά 

γλεύκη και οίνους µε τη µέθοδο της εκχύλισης στερεάς φάσης (SPE), µε τη βοήθεια στηλών 

µε  διαφορετικά  υλικά  πλήρωσης,  µια  από τις  οποίες  (στήλες  νέας  γενιάς)  επιτρέπει  ττην 

ταυτόχρονη ανίχνευση και των τεσσάρων µεθοξυπυραζινών. Από τα κρασιά που αναλύθηκαν 

µόνο ένα Ξινόµαυρο παρουσίασε µεθοξυπυραζίνες σε υψηλότερα από το κατώφλι αντίληψης 

επίπεδα,  οι  οποίες  πιθανότερο είναι  να προέρχονται  από τη  Harmonia axyridis.  Τέλος,  η 

επίδραση  της  θερµοκρασίας  στις  µεθοξυπυραζίνες  φάνηκε  να  µειώνει  τα  επίπεδα  των 

µεθοξυπυραζινών ως και 87%, οδηγώντας σε εξάτµισή τους, γεγονός που βρίσκει εφαρµογή 

στην θερµοοινοποίηση, και αποτελεί έναν πολλά υποσχόµενο τρόπο αντιµετώπισής τους.
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ABSTRACT

Determination of 3-alkyl-2-methoxypyrazines in greek wines and must and the effect of 

temperature on these volatile compounds. 

Methoxypyrazines  are  substances  naturally  found  in  the  grape  varieties  of  Vitis 

Vinifera, such as Cabernet sauvignon or Sauvignon blanc and in the hemolymph of insects of 

the Coccinellidae family, such as Harmonia axyridis. They affect the flavor profile of wines 

by imparting a grassy odour to them or by downgrading them (ladybug taint), with a very low 

threshold of detection (2-15ng/L). Their detection in the Greek variety of Xinomavro gives 

new interest to the analysis of Greek wines, for which no data is available, while the rapid 

spread of Harmonia axyridis in Europe urges the development of a method for simultaneous 

detection of all four methoxypyrazines in order to control their levels before vinification.  The 

sensory degradation caused by Harmonia axyridis is a defect known as “ladybug taint”.  In 

the present study methoxypyrazines were detected and quantified in Greek grape juice and 

wine  through the  method  of  solid  phase  extraction  (SPE),  where  columns  with  different 

packings  were  used,  one  of  which  allowed  the  simultaneous  detection  of  all  four 

methoxypyrazines . Of the wines analyzed, methoxypyrazines above the detection threshold 

were  detected  in  only  one  (of  the  Xinomavro  variety),  which  are  very  likely  to  have 

originated from Harmonia axyridis.  High levels of temperature appeared to reduce levels of 

methoxypyrazines up to 87%, thus highlighting thermovinification as a potential method for 

controlling or even eliminating them.
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ΕΙΣΑΓΩΓΗ

0.1 ΜΕΘΟΞΥΠΥΡΑΖΙΝΕΣ

Η ποιότητα αλλά και η τιµή του οίνου σχετίζονται άµεσα όχι µόνο µε την ποιότητα 

του σταφυλιού,  αλλά κυρίως µε τα αρώµατα που προέρχονται  απ’αυτό  καθώς το άρωµα 

µπορεί  να  αποκαλύψει  τυχόν  ελαττώµατα,  αλλά  και  να  συµβάλει  στην  ανάδειξη  του 

ποικιλιακού  χαρακτήρα  και  της  γεωγραφικής  προέλευσης  του  οίνου.  Χαρακτηριστικό 

παράδειγµα  αποτελούν  µια  οµάδα αρωµατικών   ενώσεων,  οι  µεθοξυπυραζίνες,  οι  οποίες 

έχουν συσχετιστεί  τόσο µε το χαρακτηριστικό άρωµα των ποικιλιών  Cabernet Sauvignon, 

Sauvignon Blanc, Merlot κ.α., αλλά και µε χορτώδεις νότες στους  οίνους που τις περιέχουν, 

τόσο σαν θετικό όσο και αρνητικό αποτέλεσµα επί της ποιότητάς τους. Στην παρούσα µελέτη 

προσδιορίζονται  ποιοτικά και  ποσοτικά  µεθοξυπυραζίνες σε ελληνικά γλεύκη και  οίνους 

-στους οποίους µε εξαίρεση το Ξινόµαυρο δεν έχει αναφερθεί ακόµα η παρουσία τους-, και 

µελετάται  η  επίδραση της  θερµοκρασίας  επί  των συστατικών αυτών ως  πιθανός  τρόπος 

αποφυγής  τους,  καθώς  η  παρουσία  τους  σε  πολλές  περιπτώσεις  µπορεί  να  θεωρηθεί 

ανεπιθύµητη ή τουλάχιστον ασυµβίβαστη µε το ύφος του παραγόµενου οίνου.

0.1.1 ΧΑΡΑΚΤΗΡΙΣΤΙΚΆ

 Οι  πυραζίνες  (1,4  διαζίνες  )  είναι  αζωτούχες  ετεροκυκλικές  ενώσεις,  αρκετά 

διαδεδοµένες  στη  φύση,  τόσο  στο  φυτικό  όσο  και  στο  ζωικό  βασίλειο.  Οι  περισσότερες 

απ’αυτές έχουν έντονη οσµή και αρκετές χρησιµοποιούνται στη βιοµηχανία των τροφίµων 

αλλά  και  στην  αρωµατοποιία.  Μπορούν  να  χωριστούν  σε  3  κατηγορίες  ανάλογα  µε  την 

προέλευσή τους: 1)  σε αυτές που σχηµατίζονται µέσω θερµικής επεξεργασίας (αντίδραση 

Maillard)1,  2)  σε  αυτές  που  σχηµατίζονται  από  µικροοργανισµούς,  και  3)  σε  αυτές  που 

απαντούν φυσικά σε φυτά. Από τις µεθοξυπυραζίνες που ανήκουν στην τελευταία κατηγορία, 

οι  πιο  σηµαντικές  είναι  οι  2,5-διµεθυλ-3-µεθοξυπυραζίνη  (DMMP),  3-ισοπροπυλ-2-

µεθοξυπυραζίνη  (IPMP),  3-δευτ.βουτυλ-2-µεθοξυπυραζίνη  (sBMP),  εκαι  3-ισοβουτυλ-2-

µεθοξυπυραζίνη (IBMP). 
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Οι µεθοξυπυραζίνες,  και πιο συγκεκριµένα οι 3-αλκυλ-2-µεθοξυπυραζίνες (MPs) 

συνήθως έχουν αρώµατα χόρτων και λαχανικών,  και βρίσκονται περισσότερο σε σταφύλια 

και οίνους των ποικιλιών Cabernet  sauvignon  (Bayonove  et.  al,  1975)  Cabernet  franc, 

Sauvignon blanc,  και Merlot (Harris et al. 1987, Allen et al. 1994, Hashizume  και Umeda 

1996,  Kotseridis  et  al.  1998)  της Vitis  Vinifera,  αλλά και στην αιµολέµφο ενός είδους 

πασχαλίτσας (Harmonia axyridis)3. Έχουν βρεθεί επίσης σε φρέσκα λαχανικά όπως η πατάτα, 

η  πιπεριά  και  το  σπαράγγι2.Όλες  παρουσιάζουν  πολύ  υψηλή  αρωµατική  ένταση,  µε 

εξαιρετικά  χαµηλό  κατώφλι  αντίληψης*  (ng/L)  ,  δεδοµένο  που  υπαινίσσεται  τη  µεγάλη 

σηµασία τους τουλάχιστον για τον κόσµο του κρασιού, όπου το άρωµα παίζει πολύ µεγάλο 

ρόλο  ως  παράγοντας  ποιότητας.  Ειδικά  για  την  IPMP έχει  αναφερθεί  σε  µελέτη  σε 

Chardonnay κατώφλι  αντίληψης  της  τάξης  των  pg/L (0,32  ng/L)5.  Γενικά  τα  αρώµατα 

πράσινης  πιπεριάς  θεωρούνται  πιο  τυπικά  της  IBMP,  ενώ  τα  αρώµατα  σπαραγγιού  και 

µπιζελιών είναι τυπικά της IPMP.6

*κατώφλι αντίληψης: η χαµηλότερη συγκέντρωση στην οποία µια ουσία γίνεται αντιληπτή

MP Μέσο Περιγραφή αρώµατος Κατώφλι αντίληψης 
(ng/L)

IPMP

Λευκό κρασί Μαγειρεµένο σπαράγγι, 
πράσινα φασόλια, γη 2

Αέρας Γήινο, καβουρδισµένο 0,0005-0,005

Νερό

Μούχλα, πατάτα, 
πράσινη πιπεριά, 

µπαγιάτικο, κελάρι, 
χαλβάνη (ρητίνη 
φέρουλα)

1-2

Olfactometry Χόρτα, γη Δεν µετρήθηκε
Κόκκινο κρασί Φύλλα 2
Συνθετικό κρασί Μούχλα, γη, φύλλα 2

SecBMP Νερό Μπιζέλι, πιπεριά, 
χαλβάνη, κισσός 1-2
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IBMP

Αέρας Γη 0,002-0,005

Λευκό κρασί Φρέσκα λαχανικά, 
πιπεριά 1

Olfactometry Βότανα, γη Δεν µετρήθηκε
Νερό Πιπεριά 0,5

Κόκκινο κρασί Φύλλα 15

Συνθετικό κρασί Μπαγιάτικο, πράσινη 
πιπεριά 6

DMMP
Τριαιθυλεστέρας του 
κιτρικού οξέος - 66 7

Olfactometry Χαρακτηριστική, 
µούχλα, γη 2 3

Πίνακας 1: Περιγραφή αρωµάτων και κατώφλι αντίληψης για τις MPs της µελέτης 6

0.1.2 ΦΥΣΙΚΟΧΗΜΙΚΈΣ ΙΔΙΌΤΗΤΕΣ

Ως αζωτούχες ετεροκυκλικές ενώσεις οι µεθοξυπυραζίνες αποτελούνται από το δακτύλιο 

της  πυραζίνης,  στη  θέση  2  του  οποίου  φέρουν  µια  µεθοξυ-οµάδα ενώ  στη  θέση  3  ένα 

αλκύλιο από το οποίο παίρνουν και το όνοµά τους. Έτσι, όταν:

 R=CH2CH(CH3)2 : 2-µεθόξυ-3-(2-µεθυλπρόπυλ)πυραζίνη (IBMP)

 R=CH(CH3)CH2CH3: 2-µεθόξυ-3-(1-µεθυλπρόπυλ)πυραζίνη (secBMP)

 R=CH(CH3)2: 2-µεθόξυ-3-(1-µεθυλαιθυλ)πυραζίνη (IPMP).4

Η  DMMP αποτελεί  ισοµερές  µιας  2-µεθοξυ-3-αλκυλπυραζίνης,  της  2-µεθοξυ-3,5-

διµεθυλπυραζίνης, όπου R1,R2=CH3.

Το  είδος  του  αλκυλίου  καθορίζει  και  τις  οσφραντικές  αποχρώσεις  της  κάθε 

µεθοξυπυραζίνης  :  µικρότερες  πλευρικές  αλκυλικές  αλυσίδες  δίνουν  αρώµατα  που 

περιγράφονται  ως  «καβουρδισµένο,  ξηρός  καρπός,  γλυκό»,  ενώ  µεγαλύτερες  δίνουν 

περισσότερο «άγουρα» αρώµατα.6,7 Εκτός αυτού, το µήκος της πλευρικής αλυσίδας φαίνεται 

να συνδέεται και µε την αρωµατική ένταση. Στην περίπτωση αυτή, δεν φαίνεται να υπάρχουν 

διαφορές µεταξύ ισοπροπυλικής και ισοβουτυλικής αλυσίδας, αλλά µεταξύ αυτών και της 

προπυλικής  και  αιθυλικής,  µε  την  ένταση του αρώµατος  να  µειώνεται  όσο µειώνεται  το 

µήκος της αλυσίδας. Πράγµατι, η 3-αιθυλ-2-µεθοξυπυραζίνη η οποία επίσης έχει βρεθεί στο 

σταφύλι  8,  έχει κατώφλι ανίχνευσης τα 425  ng/l,  ενώ αν το αλκύλιο εκλείψει  τελείως, το 

κατώφλι ανίχνευσης αυξάνεται κατά περίπου 3,5x105 φορές.

Διαφορές στην αρωµατική ένταση παρουσιάζονται και µεταξύ ισοµερών, µε παράδειγµα 

τις 3-µεθόξυ-2,5-διµεθυλπυραζίνη (DMMP) και 2-µεθόξυ-3,5-διµεθυλπυραζίνη (MDMP). Αν 

και παρουσιάζουν παρόµοιο άρωµα, η  MDMP η οποία έχει συνδεθεί µε το ελάττωµα της 

οσµής φελλού, έχει αρωµατική ένταση 56000 φορές µεγαλύτερη από την DMMP84.
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MP ΧΗΜΙΚΟΣ 
ΤΥΠΟΣ

ΜΟΡΙΑΚΟ 
ΒΑΡΟΣ ΔΙΑΛΥΤΟΤΗΤΑ ΣΗΜΕΙΟ 

ΒΡΑΣΜΟΥ CAS No

IPMP C8H12ON2 152.19 Αιθανόλη, νερό 189 ˚C (760 mm 
Hg) 25773-40-4

secBMP C9H14ON2 166.22

Νερό,οργανικοί 
διαλύτες,έλαια, 
αναµιγνύεται µε 
αιθανόλη σε θ 
δωµατίου

218 ˚C (760 mm 
Hg) 24168-70-5

IBMP C9H14ON2 166.22

Νερό,οργανικοί 
διαλύτες,έλαια, 
αναµιγνύεται µε 
αιθανόλη σε θ 
δωµατίου

266˚C (760 mm 
Hg) 24683-00-9

DMMP C7H10ON2 138.16 19846-22-1
Πίνακας 2 10,11,12

Από τις  4  παραπάνω πυραζίνες,  η  IBMP που ανιχνεύθηκε  και  πρώτη  (Buttery et al. 

1969b) είναι εκείνη για την οποία έχουµε τα περισσότερα στοιχεία. Ωστόσο, ούτε και για 

αυτήν δεν υπάρχουν επαρκή δεδοµένα ασφαλείας (τοξικότητα κ.λ.π.). Το 1981 το Συµβούλιο 

της Ευρώπης την κατέταξε στη λίστα µε τις ουσίες που δεν έχουν αξιολογηθεί πλήρως 13 , το 

2002  όµως  και  οι  4  µεθοξυπυραζίνες  συµπεριλήφθηκαν  από  τον  Παγκόσµιο  Οργανισµό 

Υγείας στα επιτρεπτά πρόσθετα, µε µέγιστο επιτρεπτό όριο  πρόσληψης τα 540 µg/ηµέρα14 

(Παράρτηµα πίνακας 3). Γενικά, χαρακτηρίζονται ερεθιστικά για τα µάτια το δέρµα και το 

αναπνευστικό σύστηµα, οπότε πρέπει να λαµβάνονται τα απαραίτητα µέτρα ασφαλείας.11

0.2 ΠΑΡΟΥΣΙΑ ΣΤΟ ΣΤΑΦΥΛΙ

Όπως αναφέρθηκε οι µεθοξυπυραζίνες βρίσκονται συχνά σε σταφύλια  των ποικιλιών 

Cabernet Sauvignon,  Cabernet Franc,  Sauvignon Blanc, και  Merlot, αλλά η παρουσία τους 

έχει αναφερθεί επίσης και σε άλλες ποικιλίες της  Vitis Vinifera, όπως  Pinot Noir,  Muscat, 

Semillon, Chardonnay, Riesling, Syrah (33) Zweigeltrebe, Cencibel(33), Fer Servadou(29), Uva di 

Troia(30), Primitivo (32) και Ξινόµαυρο. Οι σηµαντικότερες είναι οι IPMP, secBMP και IBMP, 

µε την  IBMP να παρουσιάζει  τη  µεγαλύτερη συχνότητα εµφάνισης,  ενώ η  DMMP µέχρι 

σήµερα δεν έχει ανιχνευθεί σε σταφύλι. Οι ανώτερες συγκεντρώσεις που έχουν παρατηρηθεί 

–στο  σταφύλι–  είναι  307ng/L για  την  IBMP,  48,7  ng/L για  την  IPMP,  ενώ  η  secBMP 

βρίσκεται  σε  συγκεντρώσεις  µικρότερες  των  11,2  ng/L 6.  Ειδικά  στο  Sauvignon blanc η 

IBMP θεωρείται η καθοριστική αρωµατική ουσία για το χορτώδες ποικιλιακό του άρωµα.

0.2.1 ΒΙΟΣΎΝΘΕΣΗ

Οι µεθοξυπυραζίνες  βρίσκονται  σε  ελεύθερη µορφή στο σταφύλι  και  φαίνεται  πως 

παράγονται κατά το µεταβολισµό των αµινοξέων,16 αν και η  πλήρης µεταβολική οδός που 

οδηγεί  στη σύνθεσή τους όχι  µόνο στο σταφύλι  αλλά και  σε οποιοδήποτε φυτό δεν έχει 

διευκρινιστεί ακόµα. Παρ’ όλο που δεν έχουν ταυτοποιηθεί ακόµη τυχόν πρόδροµες ενώσεις, 
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θεωρείται πως τα αµινοξέα βαλίνη, λευκίνη και ισολευκίνη αποτελούν πρόδροµες των IPMP, 

IBMP και  secBMP αντίστοιχα,  εξαιτίας  οµοιοτήτων  που  παρουσιάζουν  στις  αλκυλικές 

πλευρικές αλυσίδες. Σύµφωνα µε αυτή τη θεωρία ένα αµινοξύ και µια άγνωστη µέχρι στιγµής 

1,2  δικαρβονυλική  ένωση  οδηγούν  στο  σχηµατισµό  µιας  3-αλκυλ-2-υδροξυπυραζίνης 

(ενδιάµεση  ουσία)  η  οποία  µεθυλιώνεται  ενζυµικά  και  σχηµατίζει  την  3-αλκυλ-2-

µεθοξυπυραζίνη 17,75  

Πίνακας 3: Προτεινόµενη βιοχηµική οδός για την βιοσύνθεση Μεθοξυπυραζινών   

0.2.2 ΠΟΡΕΊΑ ΩΡΊΜΑΝΣΗΣ

Η σύνθεση  των  µεθοξυπυραζινών 

λαµβάνει χώρα µετά την καρπόδεση µέχρι και 

2-3 εβδοµάδες πριν το γυάλισµα των ραγών, 

ενώ  ακριβώς  µετά  και  ενώ  τα  σταφύλια 

πλησιάζουν την πλήρη ωρίµανση, τα επίπεδα 

τους  πέφτουν  κατακόρυφα  (τις  τελευταίες  6 

εβδοµάδες της ωρίµανσης παρατηρείται µείωση στα επίπεδα των µεθοξυπυραζινών ως και 10 

φορές). Σε µελέτη που έγινε στο Cabernet Sauvignon, κατά την περίοδο του τρύγου, η IBMP 

βρέθηκε κατά 53,4% στους βοστρύχους, 31% στα γίγαρτα, 15% στους φλοιούς και µόλις 1% 

στη σάρκα. Η υψηλή παρουσία της στους βοστρύχους εξηγεί γιατί ο χορτώδης χαρακτήρας 

στους οίνους µειώνεται µε αποβοστρύχωση πριν την αλκοολική ζύµωση. Στην ίδια µελέτη 

φαίνεται  πως  ενώ  η  σάρκα  περιέχει  µικρά  ποσοστά  της  IBMP καθ’ολα  τα  στάδια  της 

ωρίµανσης, η περιεκτικότητά της µειώνεται στο  βόστρυχο και αυξάνεται στους φλοιούς την 

περίοδο  ανάµεσα  στο   γυάλισµα  των  ραγών  και  την  πλήρη  ωρίµανση,  ενώ ταυτόχρονα 

παρατηρείται και µικρή µείωση των επιπέδων της στα γίγαρτα.18

Έχει διαπιστωθεί ότι η µείωση της  IBMP συµβαίνει ταυτόχρονα µε τη διάσπαση του 

µηλικού  οξέος  ανεξαρτήτως  τύπου εδάφους  ή  ποικιλίας  και  µάλιστα  η  µείωση αυτή  δεν 

οφείλεται σε αραίωση λόγω διόγκωσης της ράγας, αλλά σε διάσπαση20,  ίσως εξαιτίας του 

φωτός6.  Μάλιστα  έχει  βρεθεί  ότι  το  µηλικό  µειώνεται  γρηγορότερα  υπό  την  επίδραση 
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χαµηλών νυχτερινών θερµοκρασιών, πράγµα που συµβαίνει και στην περίπτωση της IBMP63. 

Έτσι, όπως το µηλικό, και η IBMP φαίνεται να αποτελεί δείκτη της ωρίµανσης στο σταφύλι, 

αλλά και αντίστροφα, τα επίπεδα του µηλικού αποτελούν δείκτη των επιπέδων της  IBMP, 

πράγµα πολύ χρήσιµο δεδοµένου της ευκολότερης µέτρησης του µηλικού εργαστηριακά.20 

Εκτός  της  σταφυλής,  µεθοξυπυραζίνες  (IBMP)  έχουν  ανιχνευθεί  και  στα  φύλλα, 

κυρίως στα  3-4 φύλλα της βάσης. Μελέτη που έγινε παρακολούθησε την κατανοµή µιας 

παρόµοιας  µε  την  IBMP ουσίας  (d-IBMP)  η  οποία  προστέθηκε  σε  φύλλα  του  Cabernet 

Sauvignon , κατά την περίοδο από το στάδιο που οι ράγες είναι σε µέγεθος «πίσσου»  ως την 

έναρξη της ωρίµανσης (γυάλισµα).  Πράγµατι,  η επισηµασµένη ουσία  d-IBMP φάνηκε να 

µεταφέρεται µέσω των φύλλων στη σταφυλή, τόσο στο βόστρυχο όσο και στη ράγα, πράγµα 

που σηµαίνει ότι η  IBMP µεταναστεύει από τα φύλλα στις ράγες µέσω του ηθµού, χωρίς 

όµως η διαπίστωση αυτή να αποκλείει τη σύνθεσή της και στη ράγα, καθώς η IBMP κατά την 

ωρίµανση συνέχιζε να συσσωρεύεται στα φύλλα την ίδια στιγµή που στη ράγα µειωνόταν,19 

ενώ και ο ηθµός κατά την ωρίµανση παρουσιάζει το µέγιστο της λειτουργίας του.40

0.2.3 ΛΕΙΤΟΥΡΓΊΑ

Εφόσον ο προορισµός του σταφυλιού, όπως και του κάθε φυτού είναι η αναπαραγωγή, 

τότε  κατά  τα πρώτα στάδια της  ανάπτυξής  του η  προτεραιότητά  του είναι  να αναπτύξει 

βιώσιµο σπόρο (τα γίγαρτα) και να συνθέσει ουσίες που να τον προστατεύσουν ώσπου να 

ολοκληρωθεί  η  παραγωγή  τους.  Τέτοιες  ουσίες  που  συντίθενται  κατά  τα  πρώτα  στάδια 

ανάπτυξης  της  ράγας,  είναι  οργανικά  οξέα,  ταννίνες  αλλά  και  οι  µεθοξυπυραζίνες.  Ίσως 

λοιπόν και για τις µεθοξυπυραζίνες, αυτός να είναι ο σκοπός εµφάνισής τους στις ράγες: να 

κάνουν το σταφύλι κάθε άλλο παρά ελκυστικό σε πουλιά και άλλα θηλαστικά , που αργότερα 

θα χρειαστούν για διασπορά των γιγάρτων,  αφού τα γίγαρτα δεν έχουν αποκτήσει  ακόµη 

βλαστική ικανότητα.21

0.2.4 ΕΠΙΔΡΆΣΕΙΣ ΚΛΙΜΑΤΟΛΟΓΙΚΏΝ ΠΑΡΑΓΌΝΤΩΝ

 ΗΛΙΑΚΗ ΑΚΤΙΝΟΒΟΛΙΑ

Ήδη αναφέρθηκε πως η ηλιακή ακτινοβολία µπορεί να είναι υπεύθυνη για τη διάσπαση 

των  µεθοξυπυραζινών  κατά την ωρίµανση  6.  Ότι  οι  MPs επηρεάζονται  από το φως είναι 

γνωστό από το 1986 (Heymann). Οι Hashizume και Samuta (1999) βρήκαν ότι η έκθεση στο 

ηλιακό  φως  µέχρι  και  το  στάδιο  του  γυαλίσµατος  της  ράγας  οδηγούσε  σε  αύξηση  των 

συγκεντρώσεων  των  IPMP και  IBMP στα  σταφύλια,  ενώ  κατά  την  ωρίµανση  είχε  σαν 

αποτέλεσµα τη µείωση των επιπέδων τους.  Η περίεργη αυτή αύξηση πριν την ωρίµανση 
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µπορεί να οφείλεται στην αύξηση της φωτοσυνθετικής δραστηριότητας και γενικότερα σε ένα 

µικροκλίµα ευνοϊκό για υψηλότερη µεταβολική δραστηριότητα.22 Αν θυµηθούµε µάλιστα ότι 

και  τα  φύλλα  συνθέτουν  MPs η  αύξησή  τους  πριν  την  ωρίµανση  µοιάζει  περισσότερο 

«λογική».  Από  τα  παραπάνω  φαίνεται  ότι  για  να  µειώσουµε  τα  επίπεδα  των  MPs στον 

αµπελώνα µας το ηλιακό φως θα µας χρειαζόταν µόνο κατά την περίοδο της ωρίµανσης, και 

οπωσδήποτε όχι µέχρι το στάδιο του γυαλίσµατος. Στο ίδιο συµπέρασµα κατέληξε µελέτη 

(Sala et al., 2004), όπου παρατηρείται ότι σταφυλές προστατευµένες από το ηλιακό φως κατά 

το στάδιο του γυαλίσµατος της ράγας, έδωσαν χαµηλότερα επίπεδα IBMP.25 

Υπάρχουν  όµως και  αντίθετες  απόψεις.  Σύµφωνα µε πρόσφατη  έρευνα (Sacks et al., 

2008),  οι  MPs συντίθενται  αποκλειστικά  στη  ράγα,  µε  τις  σκιασµένες  ράγες  να  δίνουν 

υψηλότερα  επίπεδα  µεθοξυπυραζινών  -και  µάλιστα  ιδιαίτερα  σε  πρέµνα  µε  υψηλή 

ζωηρότητα24-,  γι’αυτό οι παραγωγοί ενθαρρύνονται  να προχωρούν σε ξεφύλλισµα πριν το 

γυάλισµα ώστε να αυξηθεί  η ηλιακή ακτινοβολία στη ράγα,  πράγµα που θα οδηγήσει  σε 

φωτοδιάσπαση των  MPs. Αν όµως οι  MPs συντίθενται και στα φύλλα, τότε µε τον τρόπο 

αυτό κλείνει ένα µονοπάτι εισροής τους στη ράγα. Περιέργως στην ίδια έρευνα φαίνεται ότι η 

έκθεση των ραγών στο φως µετά το γυάλισµα, δεν έχει µεγάλη επίδραση στη διάσπαση των 

MPs23 , συµπέρασµα στο οποίο κατέληξε και έρευνα των Boubee et al. (2003) προκειµένου 

για το ξεφύλλισµα: πριν το γυάλισµα οδηγεί σε 68% µείωση των  MPs, µετά το γυάλισµα 

µόλις σε 10%. Σύµφωνα µε την έρευνα των  Sacks et al., (2008),  η σκίαση της σταφυλής 

τελικά φαίνεται να επηρεάζει τη συσσώρευση της IBMP και όχι τη διάσπασή της. 24

Από  αµπελουργική  σκοπιά  αξίζει  να  αναφερθεί  ότι  ράγες  που  βρίσκονται  υπό  σκιά 

(εκτεθειµένες σε ηλιακό φως µικρής έντασης) είναι µεγαλύτερες και βαρύτερες από εκείνες 

που είναι εκτεθειµένες στον ήλιο. Έτσι, χωρίς να υπάρχουν διαφορές στα ολικά σάκχαρα, το 

υψηλότερο  ποσό  νερού  που  περιέχεται  στις  µεγαλύτερες  ράγες  (της  σκιάς)  οδηγεί  σε 

χαµηλότερη  συγκέντρωση  σακχάρων.  Οι  ράγες  που  βρίσκονται  υπό  σκιά,  παρουσιάζουν 

επίσης και υψηλή συγκέντρωση µηλικού οξέως 70.

 ΘΕΡΜΟΚΡΑΣΙΑ

Πολύ νωρίτερα, ερευνητές είχαν συνδέσει την αύξηση στο χορτώδες άρωµα σταφυλιών 

και  κατ’ επέκταση  του  οίνου  τόσο  µε  τη  σκίαση  αλλά  και  µε  ψυχρότερες  κλιµατικές 

συνθήκες, άρα και µε τη θερµοκρασία (Lacey et al., 1991, Allen και Lacey, 1993, Marais et 

al.,  1999).  Πράγµατι,  κρασιά  από  σταφύλια  που  παρήχθησαν  σε  ψυχρές  περιοχές 

παρουσιάζουν  εντονότερα  χορτώδη  αρώµατα.  Αναλύσεις  σε  σταφύλια  Sauvignon Blanc 

ΜΕΘΟΞΥΠΥΡΑΖΙΝΕΣ 14



Δ.Π.Μ.Σ. ΑΜΠΕΛΟΥΡΓΙΑ ΟΙΝΟΛΟΓΙΑ

ψυχρών περιοχών δίνουν 10 φορές υψηλότερα επίπεδα  MPs, και µάλιστα σταφύλια από τα 

ίδια  πρέµνα  δίνουν  υψηλότερα  επίπεδα  τις  ψυχρότερες  χρονιές  και  για  το  ίδιο  επίπεδο 

συγκέντρωσης σακχάρων κατά την ωρίµανση.26

Καθώς οι κλιµατικές συνθήκες παρουσιάζουν διαφορές ανάλογα µε το υψόµετρο, είναι 

λογικό  και  το  υψόµετρο  να  επηρεάζει  την  παρουσία  των  µεθοξυπυραζινών  –άλλωστε 

επηρεάζει και το χρόνο ωρίµανσης–. Στη νότια Βραζιλία, τα υψόµετρα στα οποία υπάρχουν 

καλλιεργήσιµοι αµπελώνες µπορεί να διαφέρουν ως και 700m. Έρευνες που έγιναν εκεί στο 

Cabernet Sauvignon,  έδειξαν  ότι  οι  αµπελώνες  των  υψηλότερων  (1350-1415m)  και  των 

χαµηλότερων (774-960m) υψοµέτρων παρουσίασαν διαφορές στο αρωµατικό τους προφίλ, µε 

χορτώδεις  νότες  να  κυριαρχούν  στους  οίνους  από  σταφύλια  αµπελώνων  σε  µεγαλύτερα 

υψόµετρα, ενώ οι οίνοι από τα χαµηλότερα υψόµετρα έδιναν αρώµατα κόκκινων φρούτων. 

Σηµαντικό  είναι  να  αναφέρουµε  ότι  τα  σταφύλια  είχαν  ωριµάσει  πλήρως  σε  όλους  τους 

αµπελώνες. Τα κλιµατικά στοιχεία δείχνουν ότι οι αµπελώνες των µεγαλύτερων υψοµέτρων, 

παρουσίασαν χαµηλότερες θερµοκρασίες σε σχέση µε αυτούς των χαµηλότερων,  τόσο το 

καλοκαίρι όσο και το χειµώνα. 27 Χαµηλές θερµοκρασίες κατά τα πρώτα στάδια βλάστησης 

επιβραδύνουν το ρυθµό αύξησης των βλαστών, ενώ η διακύµανση της θερµοκρασίας από την 

πλήρη άνθιση και µετά επηρεάζει το χρόνο (βιοµηχανικής) ωρίµανσης των σταφυλών 70.

 ΥΓΡΑΣΙΑ

Υψηλά επίπεδα υγρασίας κυρίως πριν το στάδιο του γυαλίσµατος της ράγας, οδηγούν σε 

αυξηµένα  επίπεδα  IBMP στη  ράγα  κατά  τον  τρύγο  6.Χρονιές  µε  µεγαλύτερες  περιόδους 

ηλιοφάνειας και χαµηλότερα ποσοστά υγρασίας οδηγούν σε χαµηλότερα ποσά  IBMP, ενώ 

χρονιές µε µεγαλύτερες βροχοπτώσεις έδιναν υψηλότερα ποσά.28 Η επίδραση της υγρασίας 

στα  επίπεδα  των  MPs φαίνεται  να  είναι  ανεξάρτητη  από  την  ταυτόχρονη  επίδραση  της 

ηλιακής ακτινοβολίας και θερµοκρασίας, αφού όπως φάνηκε και από αναλύσεις στην περιοχή 

του Bordeaux σε συγκρίσιµους αµπελώνες (από άποψη εδάφους, και πυκνότητας φύτευσης) ο 

τρύγος της χρονιάς µε τη µεγαλύτερη υγρασία έδινε υψηλότερα ποσοστά  IBMP κατά την 

περίοδο  ωρίµανσης,  παρά  το  γεγονός  ότι  ταυτόχρονα  παρατηρήθηκαν  τόσο  µεγαλύτερη 

ηλιοφάνεια  αλλά  και  υψηλότερες  θερµοκρασίες  από  την  προηγούµενη  χρονιά  που 

παρουσίαζε χαµηλότερα επίπεδα υγρασίας.20  

0.2.5 ΕΠΊΔΡΑΣΗ ΠΟΤΊΣΜΑΤΟΣ

Το πότισµα από την έναρξη της ωρίµανσης (γυάλισµα) και µετά οδηγεί σε αύξηση τόσο 

της IBMP όσο και των IPMP και secBMP κατά την ωρίµανση, σε σχέση µε σταφύλια από µη 

ποτιζόµενα  πρέµνα.  Μάλιστα  οι  συγκεντρώσεις  των  MPs σε  αρδευόµενους  αµπελώνες, 

έπεσαν µεν κατά την περίοδο της ωρίµανσης, αλλά βραδύτερα από εκείνες σταφυλιών χωρίς 
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πότισµα,  αν  και  κατά  την  πλήρη  ωρίµανση  είχαν  ίδια  ποσοστά  σακχάρων.  Αυτό  ίσως 

συµβαίνει  γιατί  τα  πρέµνα  που  ποτίζονται  ωριµάζουν  τα  σταφύλια  τους  µε  ελαφρά 

µικρότερους ρυθµούς.28 

0.2.6 ΕΠΊΔΡΑΣΗ ΕΔΆΦΟΥΣ

Διαφορές  στην  ικανότητα  κατακράτησης  νερού,  στην  αποστράγγιση  και  στην 

περιεκτικότητα σε θρεπτικά στοιχεία του εδάφους επηρεάζουν τη ζωηρότητα των πρέµνων, η 

οποία µε τη σειρά της επηρεάζει την ηλιακή ακτινοβολία που δέχονται οι ράγες. Πρόκειται 

δηλαδή  για  µια  έµµεση  επίδραση  επί  των  µεθοξυπυραζινών.  Μεγαλύτερο  ποσοστό  MPs 

δίνουν τα βαθιά, αργιλώδη εδάφη, µε υψηλή συγκέντρωση θρεπτικών στοιχείων και µεγάλη 

ικανότητα συγκράτησης νερού. Σε µελέτη που έγινε28, το  Cabernet Sauvignon φαίνεται να 

συνθέτει  µεγαλύτερα  ποσοστά  µεθοξυπυραζινών  όταν  καλλιεργείται  σε  αµµώδη  παρά  σε 

χαλικώδη εδάφη, και µάλιστα τα επίπεδά τους µειώνονταν πολύ πιο αργά σε σχέση µε τα 

χαλικώδη.  Βλέπουµε δηλαδή  ότι  τα  χαρακτηριστικά του εδάφους επηρεάζουν  έµµεσα τις 

MPs, αφού µεγαλύτερη ικανότητα συγκράτησης νερού και µεγαλύτερη γονιµότητα εδάφους, 

οδηγεί πρώτα σε µεγαλύτερη ζωηρότητα και υψηλότερο ποσοστό σκίασης στο πρέµνο, και 

µετά σε µεγαλύτερο ποσοστό µεθοξυπυραζινών, µε τρόπους που έχουµε ήδη αναφέρει. Στην 

περίπτωση της δοµής, τα αµµώδη εδάφη θερµαίνονται γρήγορα, και αντανακλούν θερµότητα 

και φωτεινή ακτινοβολία στα σταφύλια. Αυτό σηµαίνει όµως ότι τα επίπεδα των  MPs θα 

έπρεπε να είναι χαµηλότερα απ’ότι στα χαλικώδη. Το παράδοξο µε το συγκεκριµένο πείραµα 

που έγινε σε Cabernet Sauvignon εξηγείται λόγω της ταυτόχρονης επίδρασης της πυκνότητας 

φύτευσης (3500 φυτά/εκτάριο στο αµµώδες και 7500φυτά/εκτάριο στο χαλικώδες), η οποία 

όσο αυξάνεται, παρατηρήθηκε ότι αυξάνει και τη συγκέντρωση των µεθοξυπυραζινών στο 

σταφύλι 6,20,28,16

Από  τα  θρεπτικά  στοιχεία  του  εδάφους  ιδιαίτερη  σηµασία  παρουσιάζει  το  άζωτο. 

Δεδοµένου  ότι  οι  µεθοξυπυραζίνες  περιλαµβάνουν  άζωτο  στο  µόριο  τους  είναι  πιθανό 

αύξηση των επιπέδων αζώτου στο πρέµνο να οδηγούν σε αύξηση της σύνθεσής τους. Ακόµη 

και  έµµεσα  όµως,  το  άζωτο  επιδρά  επί  του  συνολικού  ποσού  τους  καθώς  επιδρά  στο 

µικροκλίµα.  Πράγµατι,  µεγαλύτερη  περιεκτικότητα  σε  άζωτο  οδηγεί  σε  αύξηση  της 

ευρωστίας  των  πρέµνων  και  άρα  σε  µεγαλύτερο  ποσοστό  σκίασης  λόγω  µεγαλύτερου 

αριθµού βλαστών άρα και µεγαλύτερου πάχους φυλλώµατος66,69. 

0.2.7 ΕΠΙΔΡΆΣΕΙΣ ΚΑΛΛΙΕΡΓΗΤΙΚΏΝ ΣΥΝΘΗΚΏΝ

Από  όσα  αναφέρθηκαν  παραπάνω  είναι  εµφανές  ότι  οι  καλλιεργητικές  τεχνικές  που 

επηρεάζουν τη συγκέντρωση των µεθοξυπυραζινών στο σταφύλι, είναι αυτές που επηρεάζουν 

την ηλιακή ακτινοβολία, τη θερµότητα και το ποσό υγρασίας που θα λάβει το σταφύλι. 
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 Κλάδεµα  :  επηρεάζει  το  ποσό  της  ακτινοβολίας  που  δέχεται  η  σταφυλή.  Για 

παράδειγµα   το  ξεφύλλισµα  (χλωρά  κλαδέµατα)  αυξάνει  το  ποσό  της  ηλιακής 

ακτινοβολίας που δέχεται η σταφυλή. Αν γίνει πριν το γυάλισµα οδηγεί σε µείωση 

των  MPs στο  σταφύλι  κατά  την  πλήρη  ωρίµανση  -αργότερα  έχει  πολύ  µικρή 

επίδραση-, ενώ σηµασία έχει και το πόσα και ποια φύλλα θα αφαιρεθούν, αφού τα 

φύλλα  της  βάσης  παρουσιάζουν  µεγαλύτερα  ποσοστά  µεθοξυπυραζινών.  Στο 

Sauvignon Blanc παρατηρήθηκε  µεγαλύτερη  µείωση στις  MPs όσο  περισσότερα 

φύλλα αφαιρούνταν. Πρώιµο ξεφύλλισµα (πριν από το τέλος της περιόδου αύξησης 

των βλαστών), έχει αρνητική επίδραση στην ποιότητα και ποσότητα του φορτίου 

ανεξαρτήτως βαθµού αυστηρότητας 69. Έχει βρεθεί ότι αύξηση του φορτίου οδηγεί 

σε µείωση της συγκέντρωσης της IBMP67, έτσι, επίσης από τα χλωρά κλαδέµατα, το 

αραίωµα  φορτίου  αλλά  και  το  χειµερινό  κλάδεµα  καρποφορίας,  θα  οδηγεί  σε 

αύξησή  της68.  Το  κλάδεµα  µόρφωσης  επηρεάζει  το  γεωµετρικό  σχήµα  του 

φυλλώµατος, άρα και το ποσό ακτινοβολίας που θα δεχτεί η σταφυλή.

 Επιλογή χρόνου τρυγητού : καθυστέρηση του τρύγου κατά 15 ηµέρες, οδηγεί σε 

σηµαντική µείωση της συγκέντρωσης της IBMP 6.

 Πότισµα : πότισµα από την έναρξη της ωρίµανσης (γυάλισµα) και µετά , οδηγεί 

σε αύξηση τόσο της IBMP όσο και των IPMP και secBMP κατά την ωρίµανση.

 Σύστηµα  µόρφωσης  :  τα  γραµµικά  σχήµατα  και  οι  κρεβατίνες  εξασφαλίζουν 

καλύτερες  συνθήκες  φωτισµού  και  αερισµού,  άρα  δίνουν  σταφυλές  µε 

χαµηλότερα επίπεδα µεθοξυπυραζινών σε σχέση µε κυπελλοειδή κ.λ.π. 69.

 Κατεύθυνση των γραµµών φύτευσης : επηρεάζει έµµεσα το ποσό των MPs αφού 

και  από  αυτήν  εξαρτάται  η  πρόσληψη  της  ηλιακής  ακτινοβολίας  από  τον 

αµπελώνα 70.

0.2.8 CO2

Από εργαστηριακές µελέτες το CO2 έχει συσχετισθεί µε την ένταση της φωτοσύνθεσης70, 

αύξηση της  οποίας  ως  γνωστό  οδηγεί  σε  αύξηση της  φυλλικής  επιφάνειας,  άρα  και  του 

ποσοστού  σκίασης.  Δεδοµένης  της  αύξησης  του  CO2 στην  ατµόσφαιρα  ίσως  σε  µερικές 

ποικιλίες το ποσοστό των µεθοξυπυραζινών παρουσιάσει αύξηση48.
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0.2.9 ΕΠΊΔΡΑΣΗ ΠΟΙΚΙΛΊΑΣ

Οι ποικιλίες στις οποίες έχει αναφερθεί η παρουσία µεθοξυπυραζινών είναι συχνότερα οι 

Cabernet Sauvignon,  Cabernet Franc,  Sauvignon Blanc,  και  Merlot,  αλλά και  Pinot Noir, 

Muscat, Semillon, Chardonnay, Riesling, Syrah,  Zweigeltrebe, Cencibel, Fer Servadou, Uva 

di Troia, Primitivo και Ξινόµαυρο µε µικρότερη συχνότητα. Φαίνεται λοιπόν ότι εµφανίζεται 

συνήθως  σε  συγγενικές  ποικιλίες,  όπως  είναι  οι  Cabernet Franc,  Cabernet Sauvignon, 

Sauvignon Blanc,  Merlot,  Fer Servadou, αλλά και  σε κλώνους αυτών38,  πιθανότατα λόγω 

εµπλοκής κάποιου γονιδίου (Boss et al.,  2008).   Στο  µονοπάτι  που έχει  προταθεί  για  τη 

βιοσύνθεση  των  MPs το  τελικό  στάδιο,  δηλαδή  η  µεθυλίωση  των  3-αλκυλ-2-

υδροξυπυραζινών  σε  2-αλκυλ-µεθοξυπυραζίνες  γίνεται  όπως  είδαµε  ενζυµικά,  και  πιο 

συγκεκριµένα  µε  τη  βοήθεια  µιας  µεθυλτρανσφεράσης  η  οποία  σύµφωνα µε  µελέτη  των 

Hashizume et.al., (2001b) πράγµατι ελέγχεται από ένα γονίδιο στο σταφύλι, το οποίο µάλιστα 

εκφράζεται περισσότερο σε ψυχρά απ’ ότι σε θερµά κλίµατα (Boss et al., 2008). 

Αξίζει  να  αναφερθεί  ότι  ιδιαιτέρως  το  Cabernet Sauvignon καλλιεργείται  σε  πολλές 

περιοχές  του  κόσµου  όπως  Ισπανία,  Κίνα,  Ιαπωνία,  Βραζιλία,  Νέα  Ζηλανδία,  µε  πολύ 

διαφορετικές,  όπως  είναι  λογικό  κλιµατολογικές  συνθήκες,  αλλά  συνεχίζει  να  εµφανίζει 

υψηλές  συγκεντρώσεις  µεθοξυπυραζινών  -ανάλογα  βέβαια  και  µε  τις  αµπελουργικές 

συνθήκες- και ιδιαίτερα IBMP.34,35,36,39

 Η κάθε ποικιλία  παρουσιάζει διαφορετικά επίπεδα µεθοξυπυραζινών, µε τις  Cabernet 

Sauvignon και Sauvignon Blanc να κατέχουν τα πρωτεία τόσο σε συχνότητα εµφάνισης όσο 

και σε συγκεντρώσεις. Σε έρευνα που έγινε στις ποικιλίες Cabernet Sauvignon, Merlot, Syrah 

και  Cencibel στην  Ισπανία  και  µε  ίδιες  καλλιεργητικές  συνθήκες  παρατηρήθηκε  ότι  η 

συγκέντρωση της IBMP ακολουθούσε τη σειρά Cabernet > Merlot > Syrah > Cencibel 33 . Η 

καλλιεργητική συµπεριφορά κάθε ποικιλίας παίζει σηµαντικό ρόλο στη συγκέντρωση των 

µεθοξυπυραζινών, για παράδειγµα πρέµνα από  Cabernet Sauvignon παρουσιάζουν γρήγορη 

ανάπτυξη, που τελικά µεταφράζεται σε µεγάλο πάχος φυλλώµατος (λόγω αύξησης και των 

βλαστών), άρα και σε αυξηµένες MPs 31.

Από  τις  µη  Vinifera ποικιλίες,  µεθοξυπυραζίνες,  και  πιο  συγκεκριµένα  η  IPMP, 

ανιχνεύθηκε σε χυµό από τις ποικιλίες Concord και Niagara. Η προέλευσή της όµως δεν ήταν 

το σταφύλι, αλλά µια πασχαλίτσα, η Harmonia axyridis.
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0.3 HARMONIA AXYRIDIS

Η Harmonia axyridis (οικ. Coccinellidae)  είναι µια πολύχρωµη πασχαλίτσα,  ενδηµική 

στην Ασία.  Λόγω του σχετικά µεγάλου µεγέθους της (~7cm), 

της ακόρεστης όρεξής της για αφίδες και της ευκολίας της στο 

να προσαρµόζεται σε διάφορα περιβάλλοντα και να δηµιουργεί 

αποικίες,  προτάθηκε  η  χρήση  της  στη  βιολογική 

καταπολέµηση των αφίδων, σε διάφορα µέρη του κόσµου.

0.3.1 ΙΣΤΟΡΊΑ ΕΜΦΆΝΙΣΗΣ

 Η εισαγωγή της, αρχικά στη Β.Αµερική, αν και επιχειρήθηκε ήδη από το 1916 χωρίς 

επιτυχηµένη  εγκαθίδρυσή  της,  έγινε  τελικά  το  1980.  Μέχρι  το  1988  είχε  εξαπλωθεί  σε 

διάφορες πολιτείες των Η.Π.Α., ως και τον Καναδά, ενώ αυξήθηκε τόσο σε πληθυσµό που 

έφτασε να είναι η κυρίαρχη αφιδοφάγος πασχαλίτσα της Β. Αµερικής τουλάχιστον.

0.3.2 ΕΠΙΠΤΏΣΕΙΣ ΣΤΟ ΟΙΚΟΣΎΣΤΗΜΑ

Σαν µέσο βιολογικής καταπολέµησης είχε επιτυχία. Μείωσε τις ζηµιές από αφίδες και 

κοκκοειδή  σε  διάφορες  καλλιέργειες  (καλαµπόκι,  µηδική,  µήλα,  βαµβάκι,  καπνά, σόγια, 

φράουλα),  ωστόσο,  σιγά  σιγά  φάνηκε  ότι  ταυτόχρονα  δηµιουργούσε πολλά προβλήµατα. 

Εκτός του ότι  άρχισε να στρέφεται  σε νέα θηράµατα,  ακόµη και  σε επωφελή αφιδοφάγα 

έντοµα (Koch et al.,  2003),90 ο  πληθυσµός  της  αυξήθηκε,  ίσως και  εξαιτίας  της  περίπου 

ταυτόχρονης  εξάπλωσης  µιας  αφίδας  της  σόγιας  που  αποτελεί  τροφή  για  τη  Harmonia 

axyridis (44), τόσο που τα σπίτια στην Αµερική το φθινόπωρο ήταν γεµάτα πασχαλίτσες που 

ξεχειµώνιαζαν σε οµάδες, οι οποίες µάλιστα, αν ενοχλούνταν ελευθέρωναν ανακλαστικά µια 

ουσία  κίτρινου  χρώµατος  και  δριµύας  οσµής,  η  οποία  σε  ορισµένα  άτοµα  προκαλούσε 

αλλεργία. Κατά τα τέλη καλοκαιριού προς τις αρχές φθινοπώρου που ετοιµάζονται να βρουν 

µέρος να διαχειµάσουν, και έπρεπε να τραφούν, καταγράφονταν ακόµη και επιθέσεις τους σε 

ανθρώπους.

0.3.3 ΟΣΜΉ ΠΑΣΧΑΛΊΤΣΑΣ

Ψάχνοντας  για  ένα  µέρος  να  περάσουν  το  χειµώνα,  και 

ταυτόχρονα τροφή, οι πασχαλίτσες έλκονται από τα σταφύλια τα 

οποία  την  περίοδο  εκείνη  είναι  περίπου  στο  στάδιο  της 

ωριµότητας.  Έτσι,  εκτός  από  το  ότι  προκαλούν  ζηµιές  –

οικονοµικής σηµασίας– στις ράγες αφού ρουφούν το χυµό τους, 

συλλέγονται µαζί µε τα σταφύλια κατά τον τρύγο, και οδηγούνται για οινοποίηση µαζί µε 
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αυτά, µε αποτέλεσµα να ελευθερώνουν στο µούστο ουσίες µέσω της αιµολέµφου τους που 

αλλοιώνουν  το  άρωµα  αλλά  και  τη  γεύση  των  παραγόµενων  οίνων,  δίνοντάς  του  νότες 

φυστικοβούτυρου και µούχλας.

Οι ουσίες αυτές παράγονται από τις ενήλικες πασχαλίτσες και δρουν τόσο ως φεροµόνες 

έλξης, αλλά και σαν σήµα συναγερµού για πιθανά αρπακτικά (Al Abassi et al., 1998)43,89. 

Βρίσκονται στην αιµολέµφο τους απ’όπου ελευθερώνονται µε αντανακλαστική αιµορραγία 

και  περιέχουν  εκτός  από αλκαλοειδή  µε  τοξική δράση,  και  κάποιες  πτητικές  απωθητικές 

ουσίες44.  Για  τη  χαρακτηριστική,  δριµεία  οσµή  της  αιµολέµφου,  είναι  υπεύθυνες  οι 

µεθοξυπυραζίνες  IBMP,  IPMP και  secBMP  αλλά  πρόσφατα  και  για  πρώτη  φορά, 

ανιχνεύθηκε και η  DMMP η οποία φάνηκε ότι επίσης συµβάλλει στο χαρακτηριστικό αυτό 

άρωµα3. Η κυρίαρχη µεθοξυπυραζίνη της H.axyridis είναι η IPMP, σε αντίθεση µε το σταφύλι 

όπου σε µεγαλύτερη συγκέντρωση βρίσκεται η  IBMP. Το κατώφλι αντίληψης της «οσµής 

πασχαλίτσας»  σε  χυµό  σταφυλιού  αντιστοιχεί  σύµφωνα  µε  τους  Ross et al.,  σε  1,8 

πασχαλίτσες/L χυµού  43.  Η  αλλαγή  που  παρατηρείται  στη  γεύση οίνων  από πασχαλίτσες 

οφείλεται στα αλκαλοειδή της αιµολέµφου και χαρακτηρίζεται περισσότερο πικρή85.

0.3.4 ΕΞΆΠΛΩΣΗ

Από  το  1982  και  µετά  η  Harmonia axyridis έγινε 

διαθέσιµη  εµπορικά  και  στην  Ευρώπη,  ως  µέσο  βιολογικής 

καταπολέµησης  (Katsoyannos et al.,  1997,  Iperti και  Bertand, 

2001), ενώ ελευθερώθηκε σε διάφορες χώρες της Ευρώπης και 

της  Νότιας  Αφρικής.  Από  το  2000  τη  βρίσκουµε  σε  Βέλγιο, 

βόρεια  Γαλλία,   Ολλανδία,  Γερµανία,  Λουξεµβούργο  και 

Σουηδία. Γνωρίζοντας την ιστορία αλλά κυρίως τα προβλήµατα 

που µπορεί να δηµιουργήσει, η εµφάνισή της το 2004 στο Έσσεξ της Αγγλίας καλύφθηκε από 

την τηλεόραση,το ραδιόφωνο αλλά και από 5 εφηµερίδες.41 Αξίζει να παρατηρηθεί ότι από το 

2007 καταγράφηκε η παρουσία της και στη γειτονική µας Ιταλία (Soares 2007)71.

0.3.5 ΤΡΌΠΟΙ ΚΑΤΑΠΟΛΈΜΗΣΗΣ

Έρευνες στη Βόρεια Καρολίνα έδειξαν ότι παράσιτα της  Harmonia axyridis µπορεί να 

είναι µια µύγα της οικογένειας  Tachinidae κα µια σφήκα της οικογένειας  Braconidae, όπως 

και  πασχαλίτσες  του  γένους  Hippodamiae91,  εκτός  αυτών  όµως  φαίνεται  να  έχει  λίγους 

φυσικούς  εχθρούς.  Επιπλέον έρευνες έχουν δείξει  ότι  τις  απωθεί  το άρωµα µέντας  και  η 

καµφορά,  καθώς  προκαλούν  ερεθισµό  στα  χηµειοαισθητήρια  όργανά  τους.  Οι 

αµπελοπαραγωγοί φαίνεται µέχρι στιγµής να προτιµούν την καταπολέµηση µε χηµικά µέσα, 

ψεκάζοντας  τις  καλλιέργειες,  ή  στην  καλύτερη  περίπτωση  µηχανικά,  εφαρµόζοντας  αέρα 
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υψηλής πίεσης46. Η καταπολέµησή τους για τον κλάδο της οινοποιίας έχει µεγάλη σηµασία, 

εφόσον  όπως  αναφέρθηκε,  αρκεί  µόλις  1  περίπου  πασχαλίτσα/kg σταφυλιών  για  να 

αλλοιώσει το άρωµα του παραγόµενου οίνου.

0.3.6 ΜΕΘΟΞΥΠΥΡΑΖΊΝΕΣ ΣΕ ΆΛΛΑ ΕΊΔΗ COCCINELLIDAE

                   

Μεθοξυπυραζίνες  έχουν  αναφερθεί  και  σε  άλλα  είδη  της  οικ.  Coccinellidae  (τάξη 

Coleoptera)  εκτός  της  Harmonia axyridis.  Μελέτη  που  έγινε  στις  Harmonia axyridis, 

Hippodemia convergens και  Coccinella septempunctata έδειξε πως η  IPMP ανιχνεύεται και 

στα  τρία είδη,  ενώ οι  secBMP και  IBMP µόνο στις  Harmonia axyridis και  Hippodemia 

convergens. Ανάλογα µε το σωµτικό βάρος, τα µεγαλύτερα επίπεδα µεθοξυπυραζινών έχει η 

Hippodemia convergens ενώ τα µικρότερα η Coccinella septempunctata 45. 

Επίπεδα (µg/mg) µεθοξυπυραζινών σε είδη Coccinellidae

Μεθοξυπυραζίνη
Είδος Coccinelidae

Harmonia 
axyridis

Hippodemia 
convergens

Coccinella 
septempunctata

IPMP 27,5 90,8 0,4
secBMP 2,6 5,6 Δεν ανιχνεύθηκε
IBMP 3,2 17,3 Δεν ανιχνεύθηκε

Εκτός από την οικογένεια των Coccinellidae, µεθοξυπυραζίνες έχουν ανιχνευθεί και στην 

οικογένεια των Lygaeidae (Oncopeltus fasciatus) και Pentatomidae  (Murgantia histrionica). 

Και οι δύο οικογένειες ανήκουν στην τάξη Hemiptera, υποτάξη Heteroptera86,87,88.

0.4   ΟΙΝΟΣ

0.4.1 ΆΡΩΜΑ

Χαρακτηριστικό  γνώρισµα  του  κρασιού  αποτελεί  ο  πλούτος  των  αρωµάτων  του,  σε 

σηµείο που οι περισσότεροι έχουµε συνδέσει την τέχνη της γευσιγνωσίας αποκλειστικά µε τη 

γευσιγνωσία του οίνου. Η πολυπλοκότητα αυτή προκύπτει τόσο από την πρώτη ύλη, δηλαδή 

το  σταφύλι,  όσο  και  από  τη  µέθοδο  οινοποίησης  και  την  παλαίωση.  Εκατοντάδες 

διαφορετικών ποικιλιών καλλιεργούνται σε ένα µεγάλο γεωγραφικό εύρος, σε διαφορετικά 

κλίµατα  και  υψόµετρα, (ενώ  επιπρόσθετα)  στην  οινοποίηση  εµπλέκονται  πλήθος 
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διαφορετικών στελεχών ζυµών  και ειδών µηλογαλακτικών βακτηρίων, και η διαδικασία της 

παλαίωσης ποικίλει  ανάλογα µε τις  συνθήκες αποθήκευσης,  το µέγεθος και  το υλικό του 

περιέκτη, αλλά και την προέλευση του σε περίπτωση που ο περιέκτης είναι δρύινο βαρέλι.

0.4.1.1 ΔΙΑΜΌΡΦΩΣΗ ΑΡΏΜΑΤΟΣ

Η µελέτη  του  αρώµατος  βασίζεται  στην  κατανόηση  των  ιδιοτήτων  των  αρωµατικών 

ουσιών που συµβάλλουν στη διαµόρφωσή του. Ιδιαίτερο ενδιαφέρον παρουσιάζει ο τρόπος 

που αλληλεπιδρούν οι διάφορες αυτές ουσίες µεταξύ τους. Ένα άρωµα µπορεί να υπερισχύει 

ενός άλλου ακόµη κι αν η ουσία που είναι υπεύθυνη γι’αυτό βρίσκεται σε πολύ χαµηλότερη 

συγκέντρωση, πράγµα λογικό αφού αυτό που παίζει ρόλο είναι το κατώφλι αντίληψης της 

κάθε  ουσίας49,  αλλά  ακόµη  και  αυτό  δεν  αποτελεί  πάντα  δείκτη  της  επίδρασής  του  στο 

συνολικό άρωµα50. Σχετική µελέτη49 έδειξε  ότι 10  ng/L secBMP επιδρούν στο άρωµα του 

οίνου αν η συγκέντρωση µιας άλλης ουσίας, της 3-mercaptohexyl acetate είναι περίπου 58 

ng/L, ενώ όταν η συγκέντρωση της  secBMP είναι 40 ng/L επιδρά στο άρωµα ανεξαρτήτως 

της  συγκέντρωσης  της  θειόλης  αυτής  (άρωµα  τροπικού  φρούτου),  ακόµη  και  όταν  η 

συγκέντρωση της τελευταίας  είναι 500  ng/L. Στο ίδιο πείραµα, αν χρησιµοποιηθεί µίγµα 

µεθοξυπυραζινών, σε συγκεντρώσεις που συνήθως βρίσκονται και σε ένα κρασί δηλαδή 4, 3 

και 18 ng/L για τις secBMP, IPMP και IBMP αντίστοιχα, η επίδρασή τους είναι εµφανής όταν 

η  συγκέντρωση  της  θειόλης  είναι  χαµηλή  (58ng/L),  χωρίς  όµως  να  παρατηρείται  το 

χαρακτηριστικό  άρωµα  πιπεριάς,  ενώ  για  να  φανεί  καθαρά  η  επίδρασή  τους  επί  του 

αρώµατος, η συγκέντρωσή τους -ή πιο σωστά το άθροισµα των συγκεντρώσεών τους- πρέπει 

να είναι 40ng/L.49 Το ίδιο φαινόµενο δεν παρατηρείται πάντα. Μπορεί όταν δύο αρωµατικές 

ουσίες µέτριας έντασης η καθεµία ξεχωριστά, βρεθούν µαζί να µη δίνουν ένα έντονο άρωµα 

(mixture suppression). Εκτός αυτού, ακόµη και το κατώφλι αντίληψης µιας ουσίας του οίνου 

µπορεί να µην εκφράζει πλήρως την επιρροή της στο συνολικό άρωµα, αφού σύµφωνα µε 

πρόσφατες µελέτες, ακόµη και οι ουσίες που βρίσκονται κάτω από το κατώφλι αντίληψής 

τους  επιδρούν  σηµαντικά  στο  συνολικό  άρωµα.  Δεν  λείπουν  βέβαια  και  περιπτώσεις 

συνέργειας. Για παράδειγµα όταν σε κάποια µελέτη50 προστέθηκε η  IPMP σε οίνο από τον 

οποίο  είχαν  αφαιρεθεί  τα  αρώµατα,  σε  συγκέντρωση  στην  οποία  συνήθως  βρίσκεται  σε 

κρασιά του εµπορίου, το άρωµα του οίνου χαρακτηρίστηκε άρωµα «γης». Όταν προστέθηκαν 

και οι (Z)-3-εξανόλη και  1-εξανόλη, σε συγκεντρώσεις πολύ χαµηλότερες από το κατώφλι 

αντίληψής τους, το άρωµα που περιγράφηκε ήταν «πιπεριά». Σηµαντική είναι και η επίδραση 

της αιθανόλης επί των αρωµάτων. Σε υδατικά διαλύµατα µε αρώµατα ξύλου και φρούτων, 

εµφανιζόταν συνεργιστική δράση του αρώµατος ξύλου επί του αρώµατος φρούτου, πράγµα 

που  δεν  συνέβη  σε  αλκοολικά  διαλύµατα.  Επίσης  το  άρωµα  ξύλου  καλυπτόταν  από  το 
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φρουτώδες  άρωµα  και  στα  δύο  διαλύµατα,  ενώ  και  τα  δύο  κάλυπταν  το  άρωµα  της 

αιθανόλης50.

0.4.1.2 ΠΟΙΚΙΛΙΑΚΌ ΆΡΩΜΑ

Παρά το  γεγονός  ότι  σε  πολλές  αµπελουργικές  περιοχές  τα  κρασιά  διαχωρίζονται  µε 

βάση τη γεωγραφική τους προέλευση, υπάρχουν ποικιλίες όπως το Cabernet Sauvignon και 

το Merlot στο Μπορντώ, το  Pinot Noir ή το Chardonnay στη Βουργουνδία, το Tempranillo 

στη Ριόχα, το Sangiovese στην περιοχή Κιάντι στην Τοσκάνη ή το Ξινόµαυρο στη Νάουσα 

που  κυριαρχούν  στον  οργανοληπτικό  τους  χαρακτήρα.48 Λέµε  τότε  ότι  τα  κρασιά  αυτά 

εµφανίζουν τυπικά “ποικιλιακά αρώµατα”, όπως είναι για παράδειγµα η ντοµάτα και η ελιά 

για το Ξινόµαυρο, ή η πράσινη πιπεριά για το Cabernet Sauvignon και το Sauvignon Blanc ή 

ακόµη  ότι  είναι  κρασιά  µε  “αίσθηση  terroir”,  υποννοώντας  έτσι  ότι  οι  ποικιλίες  που 

χρησιµοποιήθηκαν καλλιεργήθηκαν σε αµπελοτόπια που ανέδειξαν τα χαρακτηριστικά τους, 

ή ότι πολλές φορές το αµπελοτόπι υπερισχύει της ποικιλίας στην έκφραση των αρωµάτων.

Στις  περισσότερες  περιπτώσεις,  το  χαρακτηριστικό  άρωµα  µιας  ποικιλίας,  δεν  είναι 

αποτέλεσµα  µιας  µόνο  χηµικής  ουσίας,  αλλά  ενός  συνδυασµού  πτητικών  ουσιών,  όπως 

συµβαίνει για παράδειγµα σε ένα άρωµα επίσης χαρακτηριστικό για το  Sauvignon Blanc, 

αυτό του γκρέιπφρουτ48. Για το άρωµα πιπεριάς αντιθέτως είναι υπεύθυνες αποκλειστικά οι 

µεθοξυπυραζίνες.

0.4.1.3 ΧΟΡΤΏΔΗΣ ΧΑΡΑΚΤΉΡΑΣ

 Οι υψηλότερες συγκεντρώσεις µεθοξυπυραζινών που έχουν βρεθεί στους οίνους είναι 

56,3 ng/L για την IBMP, 4,5 ng/L για την IPMP, και 11,2 ng/L για τη secBMP. Στους πίνακες 

1 και 2 του παραρτήµατος φαίνονται συγκεντρωτικά οι συγκεντρώσεις µεθοξυπυραζινών σε 

σταφύλια,  µούστους  και  οίνους,  µαζί  µε  στοιχεία  για  γεωγραφική  προέλευση,  χρονιά, 

κλιµατολογικές συνθήκες, και βαθµό ωρίµανσης. Η IBMP σε σχέση µε τις IPMP και secBMP 

συναντάται πολύ πιο συχνά, ενώ για την DMMP δεν υπάρχουν στοιχεία. Η IBMP αποτελεί 

επίσης την ουσία που είναι πιο πιθανό να επηρεάσει τις οργανοληπτικές ιδιότητες του οίνου 

αφού ανιχνεύεται σε συγκεντρώσεις συνήθως µεγαλύτερες από το κατώφλι αντίληψής της. 

Ωστόσο, ακόµα και όταν το ξεπερνά κατά πολύ, η παρουσία της σε υψηλής ποιότητας οίνους 

από  Cabernet Sauvignon και  Merlot δε  θεωρείται  παραφωνία,  κυρίως  εξαιτίας  της 

αρωµατικής πολυπλοκότητας των ποικιλιών αυτών. Η παρουσία της είναι πολύ σηµαντική 

και  στο  Sauvignon Blanc,  του οποίου αποτελεί  όπως  είδαµε  ένα  από τα  χαρακτηριστικά 
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αρώµατα. Εδώ τα πράγµατα όµως είναι λίγο διαφορετικά, γιατί για να θεωρηθεί ένα κρασί 

που  την  περιέχει  ποιοτικό,  πρέπει  να  είναι  σε  ισορροπία  και  µε  άλλα  οργανοληπτικά 

χαρακτηριστικά. Έτσι, η IBMP µπορεί να προσδώσει πολυπλοκότητα και χαρακτήρα σε ένα 

Sauvignon Blanc, αρκεί  να µην κυριαρχεί  επί  των υπολοίπων αρωµάτων, και  να είναι  σε 

ισορροπία µε αυτά6. Ιδανικές συγκεντρώσεις θεωρείται ότι είναι µεταξύ 8-15ng/L, ενώ πάνω 

από 30 ng/L η παρουσία της είναι δυσαρµονική µε τα άλλα αρώµατα του οίνου.

Το επιθυµητό αρωµατικό προφίλ για έναν οίνο, είναι συνισταµένη πολλών παραγόντων. 

Μια από τις συνιστώσες φυσικά είναι η  προτίµηση του καταναλωτικού κοινού. Στη Νέα 

Ζηλανδία εκτιµούν τα ισχυρά πράσινα αρώµατα στο  Sauvignon Blanc, ενώ στο Μπορντώ 

κάτι τέτοιο θεωρείται δείκτης ότι τα σταφύλια από τα οποία προέκυψε δεν είχαν ωριµάσει 

πλήρως  ειδικά  αν  πρόκειται  για  Cabernet Sauvignon ή  Merlot.  Άλλωστε  τα  χορτώδη 

αρώµατα είναι  περισσότερο συµβατά µε λευκά κρασιά παρά µε κόκκινα, στα οποία είναι 

µάλλον  ανεπιθύµητα  28.  Στη  νότιο  Αφρική  προφανώς  εκτιµούν  ιδιαιτέρως  το  άρωµα  της 

πράσινης  πιπεριάς,  αφού  χαµηλά  επίπεδα  µεθοξυπυραζινών  στο  Sauvignon Blanc τους, 

οδήγησε τους οινοποιούς σε παράνοµη προσθήκη  IBMP, η οποία έφτανε µάλιστα τα 173 

ng/L, δηλαδή 5 φορές υψηλότερα επίπεδα από τα συνηθισµένα 48,51.  

0.4.1.4 ΕΛΑΤΤΏΜΑΤΑ-ΟΣΜΉ ΠΑΣΧΑΛΊΤΣΑΣ

Όπως φαίνεται µέχρι στιγµής η επίδραση που ασκούν οι 

µεθοξυπυραζίνες  επί  του αρώµατος  του οίνου είναι  –

µέχρι κάποιας συγκέντρωσης- θετική. Αυτό ισχύει στην 

περίπτωση που οι µεθοξυπυραζίνες προέρχονται από το 

σταφύλι,  οπότε  κυρίαρχη  είναι  η   IBMP.  Στην 

περίπτωση όµως  που  προέρχονται  από την  Harmonia 

axyridis,  στην οποία  κυριαρχεί  η  IPMP,  τα  πράγµατα 

είναι  διαφορετικά.  Η  συγκεκριµένη  πασχαλίτσα  έχει 

συνδέσει το όνοµά της µε ένα οργανοληπτικό ελάττωµα 

του οίνου, γνωστό ως  Lady bug taint (LBT), το οποίο 

στα  ελληνικά  µεταφράζεται  ελεύθερα  ως  «ελάττωµα 

οσµής  πασχαλίτσας».  Αναλύσεις  που  έγιναν  στο 

χαρακτηριστικό άρωµα που αναδίδεται από ζωντανές πασχαλίτσες και του οποίου πηγή είναι 

η αιµολέµφος όπως αναφέρθηκε νωρίτερα, αναφέρουν ότι αποτελείται από αρώµατα όπως 

‘µούχλα’, ‘γη’, ‘πράσινη πιπεριά’, ‘πατάτα’,  ‘ξηροί καρποί’ . Οι µεθοξυπυραζίνες ανάλογα 

µε την ένταση µε την οποία συµβάλουν στο άρωµα κατατάσσονται στην εξής σειρά:  IPMP 

(71%)>IBMP(59%)>DMMP(58%)>secBMP (36%). Η συγκέντρωσή τους είναι της τάξεως 
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των  ng/L όπως και στην περίπτωση που οι  MPs προέρχονται από το σταφύλι, ενώ η κάθε 

πασχαλίτσα έχει «αρωµατικό φορτίο» της τάξης των pg/L 3 .

Σε ερυθρούς οίνους η συγκεντρώσεις στις οποίες βρίσκεται η IBMP είναι 3,6-56,3 ng/l 

ενώ στους λευκούς  4,7-18  ng/L . Η συγκέντρωσή της µάλιστα είναι γενικά σε υψηλότερα 

επίπεδα από την secBMP και IPMP.28 Διαφορά επίσης παρουσιάζει και το κατώφλι αντίληψης 

των  µεθοξυπυραζινών  σε  λευκούς  και  σε  ερυθρούς  οίνους.  Για  παράδειγµα  το  κατώφλι 

αντίληψης της IBMP στους λευκούς οίνους είναι 1-2 ng/L ενώ στους ερυθρούς 10-15 ng/L 51. 

Η διαφορά αυτή οφείλεται κυρίως στα διαφορετικά αρώµατα που παρουσιάζουν τα λευκά και 

τα  κόκκινα  κρασιά,  αλλά  και  στο  ότι  τα  κόκκινα  χαρακτηρίζονται  από  την  αυξηµένη 

παρουσία φαινολικών συστατικών.

0.4.2 ΕΠΊΔΡΑΣΗ ΣΥΣΤΑΤΙΚΏΝ ΤΟΥ ΟΊΝΟΥ ΣΤΙΣ ΜΕΘΟΞΥΠΥΡΑΖΊΝΕΣ

Όπως αναφέρθηκε νωρίτερα, το οργανοληπτικό προφίλ των οίνων, χαρακτηρίζεται από 

την πολυπλοκότητά του, αλλά και από την αλληλεπίδραση των αρωµατικών του συστατικών, 

µε  αποτέλεσµα  το  άρωµα  των  οίνων  να  µην  είναι  ανάλογο  των  συγκεντρώσεων  των 

επιµέρους αρωµατικών συστατικών ή της έντασής τους. Εκτός αυτού, στο άρωµα του οίνου 

επιδρούν και µη πτητικές ουσίες, οι οποίες επηρεάζουν την πτητικότητα και την ένταση των 

διάφορων αρωµατικών  του  συστατικών.  Για  παράδειγµα  τα  λιπίδια  γενικά  µειώνουν  την 

πτητικότητα των αρωµάτων σύµφωνα µε το νόµο της κατανοµής. Πολυσακχαρίτες όπως το 

άµυλο και τα κόµµεα επίσης µειώνουν την πτητικότητα και την ένταση, µε το σχηµατισµό 

συµπλόκων ή τον εγκλωβισµό των αρωµατικών συστατικών. Η παρουσία πρωτεϊνών έχει τα 

ίδια  αποτελέσµατα,  µέσω  αλληλεπιδράσεων  µεταξύ  των  µη  πολικών  αρωµατικών 

συστατικών και των υδρόφοβων τµηµάτων των πρωτεϊνών.

0.4.2.1 ΦΑΙΝΟΛΙΚΆ ΣΥΣΤΑΤΙΚΆ

 Οι πολυφαινόλες , σηµαντικά –µη πτητικά- συστατικά των οίνων έχει φανεί ότι παίζουν 

επίσης  κάποιο  ρόλο,  όµως ο τρόπος  που επιδρούν  επί  των αρωµατικών ουσιών  δεν  έχει 

εξερευνηθεί  πλήρως.  Παλαιότερες  έρευνες  έδειξαν  ότι  µονοµερείς  φαινόλες  όπως  η 

ναρινγκίνη αυξάνουν τη διαλυτότητα και µειώνουν την πτητικότητα  ουσιών όπως η 2,3-

διαιθυλπυραζίνη  σε  υδατικά  διαλύµατα.  Το  γαλλικό  οξύ  επίσης  φάνηκε  να  µειώνει  την 

πτητικότητα της 2-µεθυλπυραζίνης (βέβαια το ότι επιδρούν σε πυραζίνες δεν σηµαίνει ότι 

σίγουρα θα επιδρούσαν και επί των µεθοξυπυραζινών λόγω διαφορετικής χηµικής δοµής). Οι 

ταννίνες φαίνεται να επηρεάζουν πτητικές ουσίες µε µεγάλα µοριακά βάρη 52. Συγκεκριµένα 

για  τις  µεθοξυπυραζίνες,  φαινολικές  ουσίες  όπως  το  γαλλικό  οξύ  και  η  επικατεχίνη  που 
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περιέχουν πολλά υδροξύλια στο µόριό τους, θα µπορούσαν θεωρητικά να τις δεσµεύσουν53. Η 

τάση να παρατηρείται υψηλότερη συγκέντρωση MP σε λευκούς οίνους τουλάχιστον για την 

περίπτωση που η προέλευσή τους είναι η  Harmonia axyridis (εφόσον όπως αναφέρθηκε η 

συγκέντρωσή τους συνήθως είναι µικρότερη στα λευκά), ίσως οφείλεται σε δέσµευση της 

από τις πολυφαινόλες στους ερυθρούς, και  πιθανή καθίζησή τους 54.

0.4.2.2 ΑΙΘΑΝΌΛΗ ΚΑΙ PH

Το  pH του οίνου είναι  συνήθως  κοντά  στο  3,5  (3-3,8).  Οι  µεθοξυπυραζίνες,  ουσίες 

ελαφρά  βασικές,  σε  αυτό  το  pH είναι  σταθερές.  Θεωρητικά  πρωτονιώνονται  σε  pH<2 

(χαµηλότερο από αυτό του οίνου) και σχηµατίζουν µη πτητικά τεταρτογενή αµµωνιακά ιόντα. 

Η  αλκοόλη  αυξάνει  τη  διαλυτότητα  των  µεθοξυπυραζινών  στην  υδατική  φάση,  ενώ 

προηγουµένως είδαµε πώς µπορεί να επηρεάσει και τον αντίκτυπο που θα έχει ένα άρωµα53. 

Σύµφωνα µε τον Guth (1997) η παρουσία της αιθανόλης µπορεί να προκαλέσει αύξηση στο 

κατώφλι αντίληψης µερικών πτητικών συστατικών37. Τα συνήθη επίπεδα αιθανόλης σε οίνους 

είναι 9-15% (ξηροί οίνοι).53

0.4.3 ΕΠΊΔΡΑΣΗ ΜΕΘΌΔΟΥ ΟΙΝΟΠΟΊΗΣΗΣ

Η µέθοδος οινοποίησης συµβάλει όπως αναφέρθηκε στην πολυπλοκότητα των αρωµάτων 

του κρασιού, και µάλιστα είναι η κύρια υπεύθυνη για τον οργανοληπτικό χαρακτήρα του 

οίνου κυρίως γιατί µπορεί να αναδείξει ή να καλύψει τα πρωτογενή αρώµατα, αυτά δηλαδή 

του σταφυλιού, αλλά και να συνεισφέρει στη σύνθεση νέων (υποπροϊόντα της αλκοολικής 

ζύµωσης). Ο τρόπος που γίνεται αυτό αποτελεί ξεχωριστό κεφάλαιο, όχι όµως της παρούσας 

εργασίας. Η παλαίωση επίσης συνεισφέρει στην παραγωγή αρωµάτων όπως για παράδειγµα 

αυτού της βανίλιας σε περίπτωση που η παλαίωση γίνει σε δρύινα βαρέλια.

 ΕΚΧΥΛΙΣΗ

Γενικά  έχει  παρατηρηθεί  ότι  τα  σταφύλια  (φλοιοί,  σάρκα  και  βόστρυχες)  περιέχουν 

µεγαλύτερα ποσά µεθοξυπυραζινών από τους αντίστοιχους χυµούς σταφυλιού.  Συνεπώς η 

πίεση που θα ασκηθεί για να απελευθερωθεί ο χυµός επηρεάζει σηµαντικά το ποσό των MPs 

που θα βρεθούν τελικά στον οίνο, όπως και η διάρκεια συµπαραµονής µε τα στέµφυλα αφού 

επηρεάζει το βαθµό εκχύλισής τους. Η πλειοψηφία των MPs περνά από το σταφύλι στο χυµό 

κατά τις 24 πρώτες ώρες της εκχύλισης, πριν ξεκινήσει η ζύµωση, ενώ η µηλογαλακτική 

ζύµωση επηρεάζει  ελάχιστα την τελική τους  συγκέντρωση  55  (Sala et al.  2002,Roujou de 

Boubee et al.  2002).  Υψηλή  θερµοκρασία  κατά  την  εκχύλιση  οδηγεί  σε  µείωση  της 

συγκέντρωσης της  IPMP από τις πασχαλίτσες, ίσως γιατί δεν περνούν από την αιµολέµφο 
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στο χυµό, είτε λόγω εξάτµισης ή διάσπασης  37. Έρευνα έδειξε ότι πιθανόν και τα διάφορα 

ένζυµα που χρησιµοποιούνται για την εκχύλιση χρώµατος να επηρεάζουν τη συγκέντρωση 

των  MPs, όµως τα αποτελέσµατά της στατιστικά δεν ήταν σηµαντικά, ενώ παρουσιάστηκε 

και µεγάλη παραλλακτικότητα µεταξύ των επαναλήψεων57.

 ΠΙΕΣΗ

 Οίνοι  πίεσης  (0,8-2  bar18)  παρουσιάζουν  χορτώδη  αρώµατα  µεγαλύτερης  έντασης, 

(περιέχουν µεγαλύτερο όγκο µεθοξυπυραζινών από τον πρόρογο,  σε περιπτώσεις ερυθρών 

οίνων18) πράγµα που συµβαίνει και όταν η οινοποίηση γίνει χωρίς αποβοστρύχωση. 

 ΑΠΟΛΑΣΠΩΣΗ

Σε λευκούς οίνους, η απολάσπωση µειώνει τη συγκέντρωση των µεθοξυπυραζινών κατά 

50% περίπου (για θολερότητα 200NTU), πράγµα που υποδηλώνει πιθανή αλληλεπίδραση µε 

τις ζύµες ή µε στερεά συστατικά του µούστου 18.

 ΖΥΜΩΣΗ

Για την αύξηση που παρατηρείται κατά τις πρώτες µέρες της ζύµωσης υπεύθυνο είναι το 

1% των MPs που περιέχει η σάρκα6. Αυτό µάλλον εξηγεί γιατί ο χυµός που προκύπτει µε την 

τεχνική της αφαίµαξης (χυµός αφαιρείται από δεξαµενές όπου θα παραχθούν ερυθροί οίνοι 

κατά τη φάση της προζυµωτικής εκχύλισης για να αυξηθεί η αναλογία φλοιών-χυµού ώστε οι 

οίνοι να έχουν υψηλότερο ποσό ταννινών και εντονότερο χρώµα) έχει τόσο ψηλά ποσοστά 

µεθοξυπυραζινών,  ώστε  χρησιµοποιείται  σαν  «αποθήκη» για  περιπτώσεις  που  ένας  οίνος 

χρειαστεί ενίσχυση του χορτώδους αρώµατος 48. 

 ΕΠΙΛΟΓΗ ΚΑΛΛΙΕΡΓΕΙΑΣ ΖΥΜΗΣ

Έρευνες µε διάφορα είδη ζυµών, έδειξαν ότι τόσο το είδος όσο και το στέλεχος επιδρούν 

άµεσα  στην  τελική  συγκέντρωση  της  IBMP55,  ή  και  έµµεσα  στο  βαθµό  που  θα  γίνει 

αντιληπτή οργανοληπτικά, αφού υπάρχουν ζύµες που παράγουν αρωµατικές ενώσεις  όπως 

θειόλες, οι οποίες µπορεί σε µεγάλες συγκεντρώσεις να καλύψουν τις  MPs56. Το είδος των 

γαλακτικών βακτηρίων δε φαίνεται  να έχουν -στατιστικά τουλάχιστον- κάποια σηµαντική 

επίδραση55. 

 ΠΑΛΑΙΩΣΗ 
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Η αναγωγική τουλάχιστον παλαίωση, δηλαδή στη φιάλη δε φαίνεται να επιφέρει κάποιο 

αποτέλεσµα τόσο στη συγκέντρωση όσο και στην ένταση του αρώµατος µεθοξυπυραζινών 

που προέρχονται από τη Harmonia axyridis 54, ενώ ή παλαίωση σε δρύινο βαρέλι οδηγεί σε 

µείωση  της  έντασης  της  «οσµής  πασχαλίτσας»  (Pickering et al.,  2006b),  µάλλον  λόγω 

επικάλυψης των MP από αρώµατα του ξύλου (βανιλίνη κ.λ.π.)5.

0.4.4  ΆΛΛΕΣ ΠΗΓΈΣ ΠΡΟΈΛΕΥΣΗΣ

Οι  µεθοξυπυραζίνες  συντίθενται  και  από  διάφορους  µικροοργανισµούς.  Η  IBMP 

παράγεται ως υποπροϊόν από διάφορα βακτήρια και µύκητες57, όπως και η IPMP, η οποία έχει 

παρατηρηθεί σε υψηλή συγκέντρωση (9,7 ng/L) σε φιάλη µε µικροβιακή επιµόλυνση πιθανώς 

προερχόµενη από το φελλό. Σταφύλια προσβεβληµένα από βοτρύτη (Botrytis cinerea) έχουν 

δώσει  επίσης  υψηλές  συγκεντρώσεις  IBMP,  αλλά  η  πιθανότερη  εξήγηση  είναι  ότι  τα 

σταφύλια «συρρικνώνονταν» λόγω της προσβολής, οι φλοιοί τους γίνονταν πιο εύθραυστοι 

οπότε  αυξανόταν  και  ο  βαθµός  εκχύλισής  τους  κατά  την  αλκοολική  ζύµωση92 .  Οι 

περισσότεροι µικροοργανισµοί που είναι υπεύθυνοι για το σχηµατισµό µεθοξυπυραζινών δεν 

είναι σχετικοί µε την οινοποίηση, και εποµένως δεν αποτελούν µεγάλο πρόβληµα 57. 

0.4.5 ΠΡΟΛΗΠΤΙΚΈΣ ΕΠΕΜΒΆΣΕΙΣ

Εκτός  από την περίπτωση εµφάνισης της  «οσµής πασχαλίτσας» που υποβαθµίζει  την 

ποιότητα αλλά και την οικονοµική αξία ενός οίνου, το επιθυµητό οργανοληπτικό προφίλ ενός 

οίνου σύµφωνα µε τις επιδιώξεις του οινολόγου ή τις επιθυµίες του καταναλωτικού κοινού, 

µπορεί να µην περιλαµβάνει το χαρακτηρισµό «χορτώδες». Εφόσον κύρια πηγή προέλευσης 

των µεθοξυπυραζινών είναι το σταφύλι, αλλά και εξαιτίας της εύκολης εκχύλισής τους κατά 

την οινοποίηση, η προσπάθεια µείωσής τους θα πρέπει να ξεκινά στον αµπελώνα. Επειδή 

αναφέρθηκε αναλυτικά η επίδραση των καλλιεργητικών συνθηκών, παρακάτω απλά δίνονται 

οι  χρόνοι  εφαρµογής τους.  Έτσι,  το ξεφύλλισµα και  το πότισµα για να συντελέσουν στη 

µείωση των µεθοξυπυραζινών πρέπει να γίνονται κατά το στάδιο του γυαλίσµατος των ραγών 

και  όχι  αργότερα,  ενώ  το  αραίωµα  φορτίου  καλύτερα  να  αποφεύγεται.  Εκτός  των 

καλλιεργητικών αυτών τεχνικών, έχει προταθεί επίσης η χρήση κατόπτρων ή τουλάχιστον 

υλικών µε µεγάλη ικανότητα ανάκλασης ως τάπητες  στο έδαφος του αµπελώνα ώστε να 

αυξηθεί η ακτινοβολία και η θερµοκρασία29.

Η  σηµαντικότερη  αλλά  και  πολυπλοκότερη  απόφαση  στον  αµπελώνα  είναι  ο  χρόνος 

τρυγητού καθώς εκτός του ότι επηρεάζει άµεσα την τελική συγκέντρωση των σακχάρων στη 

ράγα άρα και τον αλκοολικό τίτλο του παραγόµενου οίνου, σε µερικές περιπτώσεις µπορεί να 

καταλήξει σε ρίσκο ανάλογα και µε τις καιρικές συνθήκες. Οι µεθοξυπυραζίνες είναι γνωστό 

ότι µειώνονται κατά την ωρίµανση, αλλά µέχρι πόσο µπορεί να περιµένει κανείς; Στη νότιο 

ΜΕΘΟΞΥΠΥΡΑΖΙΝΕΣ 28



Δ.Π.Μ.Σ. ΑΜΠΕΛΟΥΡΓΙΑ ΟΙΝΟΛΟΓΙΑ

Αφρική µάλλον πολύ, αφού οι παραγωγοί αφήνουν τα σταφύλια πάνω στα πρέµνα τόσο πολύ 

που καταλήγουν σε οίνους µε αλκοολικό τίτλο κοντά στα 17%vol ή v/v..58Έτσι ίσως πρέπει να 

προστεθεί  άλλος  ένας  βαθµός  τεχνολογικής  ωριµότητας  εκτός  της  πολυφαινολικής  και 

αρωµατικής83.

0.4.6 ΘΕΡΑΠΕΥΤΙΚΈΣ ΕΠΕΜΒΆΣΕΙΣ 

Ακόµη και αν ελεγχθούν οι µεθοξυπυραζίνες στο αµπέλι, υπάρχει πάντα η πιθανότητα 

ενός απρόσκλητου επισκέπτη στις δεξαµενές οινοποίησης, της Harmonia axyridis. 

0.4.6.1 ΜΈΘΟΔΟΣ ΟΙΝΟΠΟΊΗΣΗΣ

Η αποβοστρύχωση αναφέρθηκε νωρίτερα ότι βοηθά στη µείωση των MPs. Όµως, επειδή 

οι βόστρυχοι είναι πλούσιοι σε ταννίνες η παρουσία τους κατά τη ζύµωση είναι επιθυµητή 

ειδικά σε περιπτώσεις σταφυλιών από νέα αµπέλια ή σε οίνους µε ανεπαρκή συγκέντρωση 

ταννινών83. Έτσι έγιναν προσπάθειες να αφαιρεθούν οι MPs από τους βόστρυχους µε θερµική 

επεξεργασία.  Η εφαρµογή υψηλών θερµοκρασιών (80-90C) για µικρό χρονικό διάστηµα, 

χρησιµοποιείται σε χυµό σταφυλιού και µούστου κυρίως για τη θανάτωση µυκήτων ή την 

αδρανοποίηση ανεπιθύµητων ενζύµων. Η εφαρµογή χαµηλότερων θερµοκρασιών (50-60C) 

για  µεγαλύτερο  χρονικό  διάστηµα  (10-30  λεπτά)  χρησιµοποιήθηκε  για  να  προάγει  τη 

εκχύλιση χρώµατος από σταφύλια φτωχά σε ανθοκυάνες59. Πράγµατι, κατεργασία µε  ατµό 

100C για  60 λεπτά οδηγεί σε µείωση της εκχυλίσιµηςIBMP κατά 95%, ενώ η  IPMP δεν 

ανιχνεύεται  πια.  Για  τη  συγκεκριµένη  µέθοδο  πρέπει  να  ληφθεί  υπ’όψη  ότι  αυξάνει  την 

ένταση ( σε σχέση µε προσθήκη βοστρύχων που δεν είχαν υποστεί θέρµανση µε ατµό), αλλά 

ταυτόχρονα οδηγεί σε απώλεια χρώµατος59.

Η τεχνική της θερµοοινοποίησης (50-60C για 10-30 λεπτά) που χρησιµοποιείται κυρίως 

για καταστροφή οξειδασών74 (αποδόµηση?) ή σε ποικιλίες φτωχές σε χρώµα (Boulton et al., 

1995a)59  για  καλύτερη  εκχύλιση  φαινολικών,  παρατηρήθηκε  ότι  οδηγεί  σε  µείωση  της 

συγκέντρωσης  της  IBMP λόγω  εξάτµισης  (η  IBMP ατµοποιείται  στους  50C 72,74 )73.  Οι 

θερµοκρασίες που χρησιµοποιήθηκαν κατά το πείραµα αυτό ήταν υψηλότερες (60-80C) από 

τις συνήθως χρησιµοποιούµενες, κάτι που ίσως έχει αρνητικές επιπτώσεις στην ποιότητα των 

παραγόµενων οίνων.

Ο χρόνος παραµονής µε τα στέµφυλα φαίνεται να παίζει σηµαντικό ρόλο στο ποσό των 

µεθοξυπυραζινών  που  θα  εκχυλιστούν  από  τα  σταφύλια6 αν  και  υπάρχουν  και  αντίθετες 

απόψεις οι οποίες βασίζονται κυρίως στο γεγονός ότι οι MPs είναι εύκολα διαλυτές στο νερό, 

άρα δεν χρειάζεται η παρουσία αλκοόλης για να περάσουν στον οίνο (BOUBEE). Η ζύµωση 
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υπό πίεση –σε σχέση µε την κλασική µέθοδο- οδηγεί σε µείωση των επιπέδων της IBMP σε 

ερυθρούς οίνους6.

Παρόλο που το οξυγόνο αποτελεί έναν από τους σηµαντικότερους εχθρούς του κρασιού, 

χρησιµοποιείται ελεγχόµενα σε διάφορα στάδια της οινοποίησης. Η µικροοξυγόνωση είναι 

µια  τεχνική  ελεγχόµενης  χρήσης  οξυγόνου  και  έχει  παρόµοια  λογική  µε  την  εισχώρηση 

οξυγόνου από τους πόρους του βαρελιού κατά την παλαίωση. Σκοπός είναι η βελτίωση της 

χρωµατικής σταθερότητας του οίνου αλλά και της αρωµατικής και γευστικής του εικόνας. Ο 

τρόπος  που δρα επί του χορτώδους αρώµατος των  MPs (καθώς δεν φαίνεται να προκαλεί 

µείωση της συγκέντρωσής τους) είναι πολύπλοκος, αλλά το πιθανότερο είναι ότι θειούχες 

ενώσεις που συµβάλουν επίσης στο χορτώδες άρωµα οξειδώνονται σε δισουλφίδια, οπότε 

επηρεάζεται και η αντίληψή µας επί των  MPs (φαινόµενα συνέργειας και ανταγωνισµού)63. 

Τα ίδια αποτελέσµατα έχει και η διαβροχή των στεµφύλων.

Η θερµοκρασία ζύµωσης αποτελεί  έναν ακόµη παράγοντα επηρεασµού της ποιότητας 

των  παραγόµενων  οίνων.  Χαµηλές  θερµοκρασίες  ζύµωσης  οδηγούν  σε  παραγωγή 

αρωµάτων83, ενώ υψηλές θερµοκρασίες χρησιµοποιούνται συνήθως για καλύτερη εκχύλιση 

χρώµατος και ταννινών 64. 

0.4.6.2 ΚΑΤΕΡΓΑΣΊΕΣ

Διάφορα  προϊόντα  διαύγασης  όπως  µπεντονίτης,  ζελατίνη,  ιχθυόκολλα  και  ενεργός 

άνθρακας χρησιµοποιούνται συχνά προκειµένου να ρυθµίσουν τα ποιοτικά χαρακτηριστικά 

του οίνου µε το να προλάβουν ή να αποµακρύνουν διάφορα οπτικά, αρωµατικά ή γευστικά 

ελαττώµατα.  Ο  ενεργός  άνθρακας  βρέθηκε  ότι  σε  λευκούς  οίνους  (επειδή  προκαλεί  και 

αποχρωµατισµό δεν χρησιµοποιείται συχνά στους ερυθρούς) µειώνει τη συγκέντρωση της 

IPMP κατά 34% µέσω προσρόφησής της, χωρίς όµως να µειώνει και  την αρωµατική της 

απόδοση83. Τα chips (πριονίδι) δρυός έχουν τα ίδια αποτελέσµατα µε την παλαίωση σε δρύινο 

βαρέλι  που αναφέρθηκαν νωρίτερα,  καλύπτουν δηλαδή τον ελαττωµατικό χαρακτήρα των 

οίνων  µε  αρωµατικές  ουσίες  όπως  η  βανιλλίνη  και  η  cis-λακτόνη.  Υπήρξε  µια  θεωρία 

σύµφωνα  µε  την  οποία  η  IPMP δεσµεύεται  στη  µεγάλη  επιφάνεια  των  chips που 

περιλαµβάνει  πολικές  υδροξυλιωµένες  οµάδες  και  αρωµατικές  δοµές  λιγνίνης,  αλλά  οι 

Hartmann et al., (2002) συµπέραναν ότι η δρυς δεν παρουσιάζει µεγάλη συγγένεια µε τις 

αλκυλ-µεθοξυπυραζίνες. Ο ενεργός άνθρακας παρουσιάζει κάποια µειονεκτήµατα από άποψη 

χρώµατος83 µε  τα  οποία  πρέπει  να  συµβιβαστεί  ο  οινοποιός,  ενώ  η  δρυς  συνήθως  δε 

χρησιµοποιείται σε αρωµατικές και «ντελικάτες» ποικιλίες όπως τα Μοσχάτα, οπότε και σε 

αυτήν την περίπτωση θα πρέπει να αναζητήσει κάποια άλλη λύση. Η χρήση µπεντονίτη δε 

δίνει αξιόλογα αποτελέσµατα61.
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1. ΑΚΤΙΝΟΒΟΛΙΑ

Η  ακτινοβολία  βελτιώνει  δραµατικά  το  οργανοληπτικό  προφίλ  οίνων  που  έχουν 

παρουσιάσει την «οσµή πασχαλίτσας», αφού την αφαιρεί εντελώς. Η εφαρµογή της οδηγεί σε 

υδρόλυση των µορίων του νερού οπότε παράγονται ελεύθερες ρίζες οι οποίες οξειδώνουν 

διάφορα συστατικά του οίνου, µειώνοντας έτσι όµως και το SO2 κατά 40-70%. Αν και είναι 

ασφαλής  ως  τεχνική,  το  ποιά  θα  είναι  η  αντίδραση  του  καταναλωτικού  κοινού  σε  ένα 

ακτινοβοληµένο κρασί είναι υπό συζήτηση..60

Εκτός της ακτινοβολίας γ µελέτες έγιναν και για την επίδραση του υπεριώδους αλλά και 

του  ορατού  φωτός  στις  µεθοξυπυραζίνες,  βασιζόµενες  στην  πιθανή  φωτοδιάσπασή  τους, 

χωρίς  όµως  ενδιαφέροντα  αποτελέσµατα  61 αν  και  έχει  παρατηρηθεί  ότι  οι  MPs 

φωτοδιασπώνται σε υδατικά διαλύµατα (Heymann, Noble & Boulton, 1986).

2. ΣΥΣΚΕΥΑΣΙΑ και ΑΠΟΘΗΚΕΥΣΗ

Έχει  παρατηρηθεί  ότι  τα  διάφορα  υλικά  συσκευασίας  είναι  ικανά  να  αποµακρύνουν 

πτητικές ουσίες µέσω προσροφητικών διαδικασιών, (ειδικά προκειµένου για πολυµερή υλικά 

και  µη  πολικά  αρωµατικά  συστατικά).  Πράγµατι,  αυτό  ισχύει  και  στην  περίπτωση  των 

µεθοξυπυραζινών  αφού  βρέθηκε  ότι  το  ποσοστό  τους  µειώνεται  σε  συσκευασίες  τύπου 

Tetrapak µετά από 18 µήνες (ποσοστό µείωσης: IBMP 45%, IPMP 32%, secBMP 26%). Το 

πρόβληµα βέβαια είναι πως αυτό το είδος συσκευασίας έχει συνδεθεί µε δεύτερης ποιότητας 

κρασιά, αφενός γιατί χρησιµοποιείται συνήθως για το χύµα, αλλά και γιατί εκτός από τις MPs 

απογυµνώνουν  το  κρασί  και  από  επιθυµητά  αρωµατικά  συστατικά,  ενώ  το  οξυγόνο  που 

περνά  µέσα  στη  συσκευασία  οδηγεί  και  σε  άλλα  προβλήµατα  (µείωση  του  SO2,  Α420nm, 

κ.λ.π.)62. Παλιότερα είχε συνδεθεί η µείωση των MPs µε την επίδραση του φωτός, καθώς είχε 

παρατηρηθεί  ότι  το  χρώµα της  γυάλινης  φιάλης  αλλά  και  η  αποθήκευση  ή  µη  σε  χώρο 

προφυλαγµένο από φως έδιναν οίνους  µε  χαµηλότερες  συγκεντρώσεις  µεθοξυπυραζινών6, 

όµως πιο πρόσφατες µελέτες δείχνουν ότι τόσο το φως όσο και η θερµοκρασία αποθήκευσης 

των φιαλών δεν επιδρούν σηµαντικά επί του ποσού των µεθοξυπυραζινών 71.

Το υλικό που χρησιµοποιείται για το κλείσιµο των φιαλών φάνηκε επίσης να επηρεάζει 

το ποσοστό των MPs. Έτσι η χρήση συνθετικών φελλών οδηγεί σε µεγαλύτερη µείωση (των 

ποσοστών  τους)  σε  σχέση  µε  τους  κοινούς  φελλούς  ή  τα  βιδωτά  καπάκια62.  Κατά  την 

παλαίωση  οίνων  σε  φιάλες  κλεισµένες  µε  φυσικό  φελλό  έχει  παρατηρηθεί  αύξηση  του 

ποσοστού  των  IBMP και  secBMP.  Παλαιότερες  µελέτες  απέδιδαν  την  αύξηση  αυτή  σε 

επιµόλυνση  από  κάποιο  µικροοργανισµό  που  παράγει  MPs 6,  αλλά  νεότερες  µελέτες 

(Simpson,  Capone  &  Sefton,  2004,  Blake  et  al.,  2009)  τη  συνδέουν  µε  µεταφορά 
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µεθοξυπυραζινών από το φελλό71. Όπως και στην περίπτωση του υλικού συσκευασίας, έτσι 

και  στο  υλικό  για  το  κλείσιµο  των  φιαλών,  εκτός  από  τα  φαινόµενα  προσρόφησης  ή 

µεταφοράς διαφόρων ουσιών, σηµαντικό ρόλο παίζει και το οξυγόνο το οποίο τα διάφορα 

υλικά αφήνουν να έρθει σε επαφή µε τον οίνο, και το οποίο µπορεί να επηρεάσει έµµεσα την 

αντίληψή µας επί του χορτώδους χαρακτήρα έµµεσα62.
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1 ΜΕΘΟΔΟΙ ΑΝΑΛΥΣΗΣ

1.1  ΙΔΙΑΙΤΕΡΟΤΗΤΕΣ ΑΝΑΛΥΣΗΣ 

Οι εξαιρετικά χαµηλές συγκεντρώσεις στις οποίες συναντώνται οι µεθοξυπυραζίνες, δεν 

µειώνουν την επίδρασή τους στο αρωµατικό προφίλ των οίνων, 

δυσκολεύουν όµως τον  ποσοτικό προσδιορισµό τους. Εφόσον το 

κατώφλι αντίληψής τους έχει βρεθεί ότι είναι της τάξης του 1-2 

ng/L,  θα  πρέπει  και  η  µέθοδος  που  θα  χρησιµοποιηθεί  να 

παρουσιάζει  ακρίβεια  σε αυτές τις  συγκεντρώσεις,  πράγµα που 

σηµαίνει  όµως ότι  το όριο ανίχνευσής της  πρέπει  να είναι  της 

τάξης  των  pg/L,  για  ένα  µεσαίο  (λογικό)  όγκο  δείγµατος  και 

λαµβάνοντας υπ’όψιν τις απώλειες κατά τον καθαρισµό του δείγµατος8.  Η δυσκολία στον 

προσδιορισµό των  MPs φαίνεται και από το γεγονός πως αν και η  IBMP ανιχνεύθηκε για 

πρώτη φορά το 1975 σε σταφύλια της ποικιλίας  Cabernet Sauvignon,  η πρώτη αξιόπιστη 

µέθοδος  προσδιορισµού  της  δηµοσιεύτηκε  10  χρόνια  αργότερα.  Από  τότε,  έχει  υπάρξει 

µεγάλη πρόοδος στην ανίχνευση αλλά και στον προσδιορισµό των MPs. 

1.2 ΤΕΧΝΙΚΕΣ ΑΠΟΜΟΝΩΣΗΣ ΚΑΙ ΣΥΜΠΥΚΝΩΣΗΣ

Οι συνήθεις τεχνικές που χρησιµοποιούνται για την αποµόνωση των µεθοξυπυραζινών 

αλλά και για τη συµπύκνωση των δειγµάτων είναι οι ακόλουθες. 

1.2.1 ΕΚΧΥΛΙΣΗ ΥΓΡΟΥ-ΥΓΡΟΥ (LLE  LIQUID-LIQUID EXTRACTION)

Η  LLE αποτελεί  την  ευκολότερη  και  πιο  συχνότερα  χρησιµοποιούµενη  µέθοδο 

προσδιορισµού αρωµατικών ουσιών σε τρόφιµα. Με την τεχνική αυτή ορισµένος όγκος του 

προς  εκχύλιση  διαλύµατος  φέρεται  σε  επαφή   µε  ορισµένο  όγκο  διαλύτη  µέσα  σε 

διαχωριστική  χοάνη  κα  αναταράσσεται  για  να  αναµειχθούν  οι  δύο  φάσεις.  Αφού 

αποκατασταθεί η ισορροπία, οι δύο φάσεις παραλαµβάνονται χωριστά, συνήθως µε εκροή 

της  κάτω  στοιβάδας  από  το  κάτω  µέρος  της  διαχωριστικής  χοάνης77.  Το  µεγαλύτερο 

πρόβληµα της µεθόδου είναι ότι απαιτείται µεγάλη συµπύκνωση του δείγµατος, ενώ λόγω 

ελλιπούς  καθαρισµού  οι  υπόλοιπες  ουσίες  του  δείγµατος  εµφανίζονται  σαν  ακαθαρσίες-

παρεµβολές. Έτσι πρέπει να χρησιµοποιούνται περαιτέρω τεχνικές καθαρισµού του δείγµατος 

αλλά  και  πολύ  ευαίσθητοι  ανιχνευτές  (ευαίσθητες  µέθοδοι  ανάλυσης).  Οι  διαλύτες  που 
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χρησιµοποιούνται  κατά  την  ανάλυση  των  µεθοξυπυραζινών  είναι  το  φρέον  11,  το 

διχλωροµεθάνιο, ο διαιθυλαιθέρας και ένα µείγµα διαιθυλαιθέρα και εξανίου.

Φρέον 11

Αν και δε χρησιµοποιείται αποκλειστικά για την ανάλυση µεθοξυπυραζινών, µε αυτή την 

τεχνική ανιχνεύθηκαν για πρώτη φορά οι IBMP και EtBMP (και µε µικρότερη αξιοπιστία η 

IPMP) σε σταφύλια της ποικιλίας Sauvignon Blanc, ενώ µε το συνδυασµό συµπύκνωσης σε 

χαµηλή θερµοκρασία και  υπό κενό επιτεύχθηκε και  ο ποσοτικός προσδιορισµός τους.  Τα 

ασυνήθιστα υψηλά επίπεδα IBMP που βρέθηκαν σε ένα κρασί από την περιοχή του Μπορντώ 

(500ng/L), και τα οποία αποτελούν τα υψηλότερα επίπεδα που έχουν ποτέ καταγραφεί στη 

βιβλιογραφία,  έχουν  δηµιουργήσει  ερωτήµατα  σχετικά  µε  την  αξιοπιστία  των 

αποτελεσµάτων.  Η  µέθοδος  ξαναχρησιµοποιήθηκε  αργότερα  (Lopez et al.,  1999)  µε 

διαφορετική τεχνική συµπύκνωσης και ανάλυση µε GC-MS και GCO (Olfactometry), οπότε 

ήταν δυνατή και η ανίχνευση των IPMP και IBMP.

Διχλωροµεθάνιο

Το διχλωροµεθάνιο χρησιµοποιήθηκε για την εκχύλιση ενός πολύ µεγάλου όγκου (170 L) 

οίνου  µε  12  διαδοχικές  εκχυλίσεις.  Ήταν  η  πρώτη  προσπάθεια  (1980)  αποµόνωσης  και 

ταυτοποίησης  της  IBMP σε  ένα  Cabernet Sauvignon που  παρουσίαζε  έντονο  χορτώδη 

χαρακτήρα.  Ωστόσο δεν είχε επιτυχία,  ίσως επειδή η  IBMP χάθηκε κατά την πολύπλοκη 

διαδικασία εκχύλισης και συµπύκνωσης.

Διαιθυλαιθέρας

Η χρήση του διαιθυλαιθέρα κατά την εκχύλιση, σε συνδυασµό µε τη συµπύκνωση του 

δείγµατος µε τη βοήθεια ρεύµατος αζώτου συντέλεσε στη βελτίωση της µεθόδου από άποψη 

ταχύτητας αλλά και ευκολίας. Η απόδοσή της βασίζεται στη χρήση δευτεριωµένου ισοτόπου 

της IBMP σαν εσωτερικό πρότυπο.

Διαιθυλαιθέρας/Εξάνιο

Αν  και  δεν  παρουσιάζει  τόσο  υψηλές  ανακτήσεις  όσο  το  διχλωροµεθάνιο  και  ο 

διαιθυλαιθέρας,  χρησιµοποιήθηκε  λόγω  της  µικρότερης  συγγένειας  που  παρουσιάζει  µε 

ουσίες που προκαλούν παρεµβολές65.
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1.2.2 ΕΚΧΎΛΙΣΗ ΣΤΕΡΕΆΣ ΦΆΣΗΣ (SPE SOLID PHASE EXTRACTION)

Στην τεχνική αυτή που αποτελεί σήµερα µια από τις καλύτερες τεχνικές προκατεργασίας 

δειγµάτων, χρησιµοποιείται στερεό προσροφητικό υλικό, συνήθως διοξείδιο του πυριτίου µε 

χηµικά συνδεδεµένες οµάδες, ώστε να αποκτά διάφορες προσροφητικές ιδιότητες. Ανάλογα 

µε τις δραστικές οµάδες που φέρει το προσροφητικό υλικό, µπορούν να γίνουν διάφορα είδη 

εκχυλίσεων, όπως πολικές, µη πολικές (Si), οµοιοπολικές (C-18), κατιονανταλλακτικές και 

ανιονανταλλακτικές  εκχυλίσεις  (SCX C6H5SO3H)65,77.  Το  προσροφητικό  υλικό  βρίσκεται 

µέσα  σε  κλειστές  προσυσκευασµένες  µικροφύσιγγες  µιας  χρήσης  (sep-pak)  ή  είναι 

στερεωµένα σε πλαστικές θήκες συρίγγων (bon elut)77. 

 Πυρίτιο (Si)

Στερεή φάση µε  Si χρησιµοποιήθηκε για την ταυτοποίηση της  IBMP σε σταφύλια της 

ποικιλίας  Cabernet Sauvignon.  Η  µέθοδος  ήταν  αρκετά  πολύπλοκη  και  περιλάµβανε 

απόσταξη υπό κενό των ραγών, εκχύλιση µε πεντάνιο µε τη µέθοδο LLE και τέλος δέσµευση 

στο Si, συµπύκνωση και ανάλυση.

C-18

Ο ποσοτικός προσδιορισµός των  IBMP και  IPMP σε οίνους µε στήλες  SPE  όπου η 

στερεή  φάση είναι  από  C-18,  περιλαµβάνει  απόσταξη  του  οίνου  σε  pH 5,  συλλογή  του 

αποστάγµατος σε όξινο διάλυµα και εκχύλιση µε τις C-18. Τα αρκετά υψηλά όρια ανίχνευσης 

της µεθόδου (της τάξης των µg/L) και η ταυτόχρονη εκχύλιση πτητικών φαινολών µαζί µε 

την IBMP κάνουν τη µέθοδο κατάλληλη για χρήση µόνο σε λευκά κρασιά. Τελευταία υπήρξε 

πρόοδος, µε τη βοήθεια της GC-MS, οπότε το κατώφλι ανίχνευσης κατέβηκε στα 5ng/L 54.

SCX (Strong Cation Exchange)

Η στερεή αυτή φάση έχει χρησιµοποιηθεί σε αρκετές µεθόδους καθώς εκµεταλλεύεται τις 

ιδιότητες των µεθοξυπυραζινών (πτητικές και ελαφρά βασικές). Βάση των µεθόδων αποτελεί 

η  χρήση  της  ισχυρά  όξινης  αυτής  ρητίνης  (SCX-πολυµερές  µε  βάση  το  διοξείδιο  του 

πυριτίου) η οποία δεσµεύει τις ουσίες µετά από απόσταξη. Τα κυριότερα µειονεκτήµατά τους 

είναι η πολυπλοκότητα, και τα χαµηλά ποσοστά ανάκτησης, αν και έχουν γίνει προσπάθειες –

αρκετές µε επιτυχία– για τη βελτίωσή τους65.
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Στήλες νέας γενιάς (Lichrolut-EN, Porapak-Q)

Οι  στήλες  νέας  γενιάς µε  υλικό  πλήρωσης  το  αιθυλβινυλβενζένιο-διβινυλβενζένιο 

χρησιµοποιήθηκαν  πολύ πρόσφατα  για  τον  προσδιορισµό µεθοξυπυραζινών.  Δίνουν  πολύ 

καλά ποσοστά επαναληψιµότητας και ανάκτησης80.

1.2.3 ΜΙΚΡΟΕΚΧΎΛΙΣΗ ΣΤΕΡΕΉΣ ΦΆΣΗΣ ΥΠΕΡΚΕΊΜΕΝΩΝ ΑΤΜΏΝ (HS-SPME 
HEAD SPACE-SOLID PHASE MICROEXTRACTION)

Η  µικροεκχύλιση  στερεής  φάσης  αναπτύχθηκε  (Pawliszyn,  1990)  προκειµένου  να 

αντιµετωπιστεί  η  ανάγκη  για  γρήγορη  προετοιµασία  των  δειγµάτων.  Αφορά  στην 

απορρόφηση των ουσιών που πρόκειται να αναλυθούν από ίνα επικαλυµµένη µε κατάλληλο 

προσροφητικό  υλικό,  η  οποία  βυθίζεται  µέσα  στο  δείγµα  (συνήθως  στην  αέρια  φάση  –

headspace– ) πάνω από αυτό. Μετά την αποκατάσταση της ισορροπίας, η ίνα αποµακρύνεται 

από το δείγµα και το περιεχόµενό της εισάγεται µε σύριγγα σε αέριο χρωµατογράφο77.  Η 

τεχνική αυτή έχει χρησιµοποιηθεί γενικά και για την ανάλυση αρωµατικών συστατικών σε 

οίνους.  Η  δυνατότητα  υψηλής  συµπύκνωσης  του  δείγµατος  σε  συνδυασµό  µε  την 

εκλεκτικότητα του ανιχνευτή αζώτου-φωσφόρου που χρησιµοποιείται οδηγεί  σε αξιόπιστα 

αποτελέσµατα κατά τον προσδιορισµό µεθοξυπυραζινών σε επίπεδα ίδια µε αυτά στα οποία 

τις  συναντάµε  συνήθως.  Το  µοναδικό  προκαταρτικό  βήµα  καθαρισµού  περιλαµβάνει  την 

αποµάκρυνση  της  αιθανόλης  µε  ήπια  θέρµανση  υπό  ανάδευση  του  δείγµατος,  το  οποίο 

υφίσταται οξίνιση  καθώς έχει παρατηρηθεί ότι οι  MPs πρωτονιώνονται σε  pH<2, πράγµα 

που οδηγεί σε µείωση της πτητικότητάς τους. Έτσι και η αιθανόλη αποµακρύνεται ώστε να 

µη  δηµιουργεί  παρεµβολές,  αλλά  και  οι  MPs παραµένουν  στο  διάλυµα.  Τα  κυριότερα 

πλεονεκτήµατα αυτής της τεχνικής είναι η ταχύτητα και η ευκολία της65. 

1.3 ΧΡΩΜΑΤΟΓΡΑΦΙΚΕΣ ΣΥΝΘΗΚΕΣ

Εξαιτίας  της  φύσης  των  µεθοξυπυραζινών,  για  τον  προσδιορισµό  τους  συνήθως 

χρησιµοποιείται αέριος χρωµατογράφος, αν και  παλαιότερα είχε χρησιµοποιηθεί και η HPLC 

(Heymann, 1986). Τα πλεονεκτήµατα της αέριας χρωµτογραφίας είναι η µεγάλη ευαισθησία, 

η ταχύτητα και η απλότητα77. 

 Εισαγωγή δείγµατος

Συνήθως  η  ένεση  γίνεται  σε  εισαγωγέα  µη  διαµοιρασµού  79(splitless),  τόσο  σε 

περιπτώσεις  ανάλυσης  οίνων  όσο  και  σε  µούστο  ή  σε  σταφύλια.  Για  την  αύξηση  της 

ευαισθησίας έχουν δοκιµαστεί τα εξής : σύστηµα έγχυσης προγραµµατισµένης θερµοκρασίας 
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εξάτµισης  (PTV),  χρήση  στήλης  κατακράτησης  (προστήλης)  (eur-lex.europa),  εισαγωγή 

απευθείας στην κορυφή της στήλης αλλά και διάφοροι διαλύτες.

 Είδος στήλης

Οι  στήλες  που  χρησιµοποιούνται  συνήθως  για  την  ανάλυση  των  MPs είναι  στήλες 

πολυαιθυλενογλυκόλης,  και  PDMS (poly(5%-diphenyl-95%dimethylsiloxane))  επειδή είναι 

χηµικά παρόµοιες µε τις  MPs, ίδιας πολικότητας77. Η σύγκριση των χρόνων κατακράτησης 

από πληρωµένες στήλες, µε διαφορετικές στατικές φάσεις έχει επίσης χρησιµοποιηθεί για την 

ταυτοποίηση  των  µεθοξυπυραζινών,  µε  τη  βοήθεια  της  GC-NPD.  Με  τη  µέθοδο  αυτή 

ανιχνεύθηκε  για  πρώτη  φορά  η  IBMP σε  σταφύλια  της  ποικιλίας  Cabernet Sauvignon 

(Bayonove et al., 1972).

 Ανιχνευτές

FID (Flame Ionisation Detector)

Εξαιτίας της περιορισµένης εκλεκτικότητάς τους οι  ανιχνευτές  FID δεν παρουσιάζουν 

µεγάλη επιτυχία στην ανάλυση µεθοξυπυραζινών. Η κορυφή της IBMP που δίνει ένας τέτοιος 

ανιχνευτής από 35  kg δείγµατος µούστου που έχει συµπυκνωθεί δεν είναι αρκετά µεγάλη 

ώστε να προσδιοριστεί ποσοτικά. Η κύρια χρήση του FID είναι ως συµπλήρωµα της GCO.

NPD (Nitrogen Phosphorus Detector)

 Ο NPD (ανιχνευτής αζώτου-φωσφόρου) αν και παρουσιάζει µεγάλη ευαισθησία δε δίνει 

αρκετά χαµηλά όρια ανίχνευσης σε περίπτωση απευθείας έγχυσης του δείγµατος, εποµένως 

απαιτείται  και  ένα  προκαταρκτικό  βήµα  συµπύκνωσής  του.  Εκτός  αυτού  παρουσιάζει 

δυσκολία  στην  ανίχνευση  των  MPs όταν  συνυπάρχουν  στο  ίδιο  δείγµα  άλλες  ουσίες  σε 

υψηλές συγκεντρώσεις. Όταν όµως χρησιµοποιείται σε συνδυασµό µε την SPME δίνει πολύ 

καλύτερα αποτελέσµατα.  Επίσης  ο  NPD χρησιµοποιείται  ως  συµπλήρωµα,  αντί  του  FID, 

στην ολφακτοµετρία  αφού επιτρέπει και την ταυτοποίηση των κορυφών.

MSD (Mass Selective Detector)

Η χρήση του φασµατογράφου µάζας ως ανιχνευτή απαιτεί επίσης µεγάλη συµπύκνωση 

του δείγµατος. Εξαιτίας της µικρής συµπύκνωσης δεν ήταν δυνατή η ταυτοποίηση της IBMP 

για πρώτη φορά, σε σταφύλια της ποικιλίας  Cabernet Sauvignon, ενώ στην περίπτωση του 

Sauvignon Blanc όπου  το δείγµα είχε συµπυκνωθεί αρκετά, οι MPs δεν ανιχνεύθηκαν γιατί 

ήταν σε συγκεντρώσεις πολύ κοντά στο όριο ανίχνευσης του  MSD. Τα προβλήµατα αυτά 

σήµερα  επιλύονται  µε  την  εφαρµογή  της  εκλεκτικής  σάρωσης  ιόντων  (Selective Ion 
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Monitoring,  SIM), αντί της πλήρους σάρωσης (Total Ion Chromatogram,  TIC) που έχει ως 

αποτέλεσµα τη  σηµαντική  αύξηση της  ευαισθησίας.  Η  IBMP τελικά  προσδιορίστηκε  για 

πρώτη φορά και µε αξιοπιστία µε συνδυασµό της MSD σε SIM και δύο µεθόδων παραγωγής 

ιόντων,  του  ιονισµού  µε  ηλεκτρόνια  (ΕΙ)  και  του  χηµικού  ιονισµού  (CI).  Οι  EI και  CI 

µπορούν να χρησιµοποιηθούν και ξεχωριστά. Η ευαισθησία του  GC-MS όταν το σύστηµα 

είναι σε total scan είναι ίδια µε του GC-FID77 

Πρόσφατα χρησιµοποιήθηκε επίσης δίδυµη χρωµατογραφία, η οποία σε συνδυασµό µε τη 

µέθοδο  εκχύλισης  στερεάς  φάσης  επέτρεψε  την  ανίχνευση  µεθοξυπυραζινών  σε 

συγκεντρώσεις µικρότερες του 1ng/L.80

1.4 ΠΑΡΑΜΕΤΡΟΙ ΑΝΑΛΥΣΗΣ

 Εσωτερικό πρότυπο 

Ακετοφαινόνη

Δεν παρουσιάζει χηµική συγγένεια µε τις MPs, και σε αυτό αποδόθηκαν τα προβλήµατα 

κατά τον προσδιορισµό της IBMP σε κρασιά του Μπορντώ.

Αλκυλ-πυραζίνες

Τετραµεθυλπυραζίνη: η τελευταία φορά που ανιχνεύθηκε η παρουσία της ήταν το 1971 

σε κρασιά από την Ιαπωνία σε αρκετά υψηλά επίπεδα (500ng/kg) κι έτσι θεωρήθηκε ασφαλής 

η χρήση της σαν εσωτερικό πρότυπο. Δεν είναι σταθερή σε συνθήκες απόσταξης. 

2-µεθυλ-3-n-προπυλπυραζίνη: χρησιµοποιήθηκε εναλλακτικά του σταθερού ισοτόπου, αν 

και δεν παρουσιάζει χηµική συγγένεια µε τις MPs

3-αλκυλ-2-αλκοξυπυραζίνες

Λόγω  οµοιότητας  µε  τις  MPs,  χρησιµοποιήθηκαν  οι:  3-µεθυλ-2-µεθοξυπυραζίνη,  3-

αιθυλ-2-αιθοξυπυραζίνη και 3-ισοπροπυλ-2-αιθοξυπυραζίνη.

Σταθερές ραδιοεπισηµασµ  ένες µορφές των υπό ανάλυση ουσιών  

Τα σταθερά ισότοπα χρησιµοποιούνται µε µεγάλη επιτυχία καθώς είναι πανοµοιότυπες 

χηµικά ουσίες µε τις MPs. Η πιθανή παρεµβολή φυσικών ισοτόπων του δείγµατος επιλύεται 
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µε τη χρήση των δι- και  τρι-δευτεριωµένων ισοτόπων. Η χρήση της 3-ισοβουτυλ-2-[2Η
3]-

µεθοξυπυραζίνης ήταν το κλειδί της πρώτης αξιόπιστης µεθόδου προσδιορισµού της  IBMP 

σε  χυµό  από  σταφύλια  και  σε  οίνους  ενώ  αργότερα  δοκιµάστηκε  µε  επιτυχία  και  η 

ταυτόχρονη χρήση δευτεριωµένων ισοτόπων των µεθοξυπυραζινών. 

 ΑΝΑΚΤΗΣΗ

Λίγες µελέτες αναφέρουν στοιχεία για την ανάκτηση. Η πρώτη µέθοδος προσδιορισµού 

της  IBMP έδινε  ανάκτηση 5-10%, ενώ βελτιώσεις ανέβασαν το ποσό αυτό στο 86-103%. 

Μια  µέθοδος   βασισµένη  στην  LLE µε  διαλύτη  αιθέρα-εξάνιο,   είχε  πολύ  καλά 

αποτελέσµατα, µε ποσοστό ανάκτησης 90%. Η  HS-SPME έχει πολύ καλή απόδοση επίσης 

τόσο για την  IBMP όσο και για τις  secBMP και  IPMP (78-109%). Τα ποσοστά ανάκτησής 

της όµως δεν µπορούν να συγκριθούν µε εκείνα της LLE, εφόσον δεν επιτρέπει υπολογισµό 

της συµπύκνωσης του δείγµατος. Η SPE µε στήλες EN δίνει 94% για την IBMP, 97% για τη 

secBMP και 102% για την IPMP. 

 ΟΡΙΑ ΑΝΙΧΝΕΥΣΗΣ

Στην περίπτωση των µεθοξυπυραζινών, που συνήθως απαντούν σε σταφύλια και οίνους 

σε συγκεντρώσεις κοντά στα 10ng/L, τα όρια ανίχνευσης πρέπει  να είναι  χαµηλά.  Με τη 

βοήθεια ενός πολύ ευαίσθητου ανιχνευτή, ερευνητές έχουν φτάσει σε όριο ανίχνευσης κοντά 

στα 2  ng/L, και µε σχετικά µικρό βαθµό συµπύκνωσης δείγµατος. Για να κατέβει το όριο 

ανίχνευσης στο 1 ng/L, χρειάζεται συµπύκνωση πάνω από 10.000 φορές65. Πολύ πρόσφατα, 

το πρόβληµα αυτό ξεπεράστηκε µε τη βοήθεια της  SPE και της  MDGC-MS οπότε το όριο 

ανίχνευσης έφτασε στα 0,09 ng/L ή 90 pg/L80.

1.5 ΤΕΧΝΙΚΕΣ ΒΕΛΤΙΩΣΗΣ ΜΕΘΟΔΩΝ

Η  σύνδεση  GC-MS δίνει  πολύ  καλά  αποτελέσµατα.  Η  GC χρησιµοποιείται  για 

διαχωρισµό των ουσιών και το MS για την απόλυτη ταυτοποίησή τους 77. Επίσης, επειδή είναι 

ουσιαστικά αδύνατη η εισαγωγή ακριβούς όγκου δείγµατος στην πηγή ιόντων του  MS, ο 

ποσοτικός προσδιορισµός των µεθοξυπυραζινών απαιτεί τη χρήση εσωτερικού προτύπου, το 

οποίο προστίθεται στο δείγµα πριν την ανάλυσή του. 

Επειδή η προς ανάλυση ουσία και το εσωτερικό πρότυπο πρέπει να συµπεριφέρονται όσο 

το  δυνατό  πανοµοιότυπα  απέναντι  στους  διάφορους  παράγοντες  που  επηρεάζουν  την 
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ανάκτηση  του  δείγµατος  (απώλειες  κατά  την  προετοιµασία,  εξάτµιση  και  δηµιουργία 

παραγώγων  της  υπό  ανάλυση  ουσίας,  προσρόφηση  σε  γυάλινα  σκεύη,  διάσπαση 

(αποσύνθεση) κατά τη χρωµατογραφική ανάλυση, προσρόφηση σε ενεργά µέρη της στήλης, 

παραλλακτικότητα των χρωµατογραφικών συνθηκών), ιδανική επιλογή  είναι ένα σταθερό 

ισοτοπικό ανάλογο της προς ανάλυσης ουσίας, το οποίο δεν απαντά φυσικά στα δείγµατα. 

Ένας (ακόµη) τρόπος βελτίωσης της ευαισθησίας και της εκλεκτικότητας είναι η µέθοδος της 

επιλεκτικής σάρωσης ιόντων SIM (selective ion monitoring), µε την οποία ανιχνεύονται µόνο 

συγκεκριµένα ιόντα της  ουσίας  και  του επισηµασµένου ισοτόπου,  αλλά  και  η  παραγωγή 

ιόντων (στο MS) µε χηµικό ιονισµό (CI) -οπότε στο φάσµα της µάζας εµφανίζεται καθαρά το 

πρωτονιωµένο µοριακό ιόν (Μ+1)+)-76,78.
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2 ΠΕΙΡΑΜΑΤΙΚΟ ΜΕΡΟΣ

2.1 ΣΧΕΔΙΑΣΜΟΣ ΠΕΙΡΑΜΑΤΟΣ

Το πειραµατικό µέρος της παρούσας εργασίας πραγµατοποιήθηκε τόσο στο εργαστήριο 

Οινολογίας του Γεωπονικού Πανεπιστηµίου Αθηνών (προετοιµασία δειγµάτων) όσο και στο 

Χαροκόπειο  Πανεπιστήµιο  Αθηνών  (ανάλυση  δειγµάτων  µε  αέρια  χρωµατογραφία-

φασµατοµετρία µάζας).

2.1.1 ΣΚΟΠΌΣ ΠΕΙΡΆΜΑΤΟΣ

Οι µεθοξυπυραζίνες αποτελούν ένα σηµαντικό κεφάλαιο για την ποιότητα του οίνου. Η 

βιοσύνθεσή τους  στο σταφύλι δεν  είναι  ακόµη πλήρως γνωστή,  και  παρά το γεγονός  ότι 

θεωρούνται  χαρακτηριστικές  της  οικογένειας  των  Sauvignon η  παρουσία  τους  έχει 

καταγραφεί  και  σε  πολλές  άλλες  ποικιλίες,  ακόµη  και  σε  ελληνικές.  Εκτός  αυτού,  η 

αλµατώδης εξάπλωση της  Harmonia axyridis, αλλά και η εµφάνισή της στη γειτονική µας 

Ιταλία, κάνει επιτακτική την ανάγκη εύρεσης µιας µεθόδου αποµάκρυνσης των MPs από τους 

οίνους. Έτσι, στην παρούσα µελέτη ερευνήθηκε η ανάπτυξη εργαστηριακής µεθόδου για την 

ανάλυση και έλεγχο της παρουσίας µεθοξυπυραζινών σε ελληνικά γλεύκη και οίνους, αλλά 

και  η  επίδραση  της  θερµοκρασίας  στις  συγκεντρώσεις  των  MPs,  ως  πιθανός  τρόπος 

αποµάκρυνσής  τους.  Οι  αναλύσεις  αφορούν  τις  τρεις  µεθοξυπυραζίνες  που  συνήθως 

εµφανίζονται  στο  κρασί  (IBMP,IPMP και  secBMP),  αλλά  και  την  DMMP που  αν  και 

πρόσφατα συνδέθηκε µε τη Harmonia axyridis.

2.1.2  ΕΠΙΛΟΓΉ ΔΕΙΓΜΆΤΩΝ

Εφόσον οι µεθοξυπυραζίνες έχει βρεθεί ότι µειώνονται κατά την ωρίµανση και γενικά 

έχουν συνδεθεί µε άγουρες νότες, επιλέχθηκαν οίνοι από σταφύλια που είχαν περισσότερες 

πιθανότητες  να έχουν συλλεγεί  πριν  την πλήρη ωρίµανση.  Έτσι  επιλέχθηκαν κρασιά από 

περιοχές  της  βόρειας  Ελλάδας,  όπου  τα  σταφύλια  δεν  προλαβαίνουν  πολλές  φορές  να 

ωριµάσουν αφού ο τρύγος γίνεται νωρίτερα λόγω δυσµενών καιρικών συνθηκών που µπορεί 

να πλήξουν την παραγωγή, ή και υπό το φόβο εµφάνισης ασθενειών όπως βοτρύτης. Από 

άποψη  ποικιλιών  επιλέχθηκε  το  Ξινόµαυρο  στο  οποίο  ήδη  έχει  αναφερθεί  η  παρουσία 

µεθοξυπυραζινών,  αλλά  και  γηγενείς  ποικιλίες  της  βόρειας  Ελλάδας  όπως  το  Βλάχικο. 

Αναλύθηκαν  επίσης  κρασιά  από  Ροδίτη,  Μαυρούδι,  Ντεµπίνα  αλλά  και  κρασιά  από 

Sauvignon blanc του εξωτερικού. Το γλεύκος είναι από ερυθρές ποικιλίες που καλλιεργούνται 

στα Μεσόγεια Αττικής, βιολογικής καλλιέργειας, συσκευασµένο.
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Οίνος Περιγραφή (οπίσθια ετικέτα)

Ροδίτης, Τετράµυθος 

2008 Ο.Π.Α.Π. Πάτρα

Λευκό κρασί από σταφύλια 
βιολογικής γεωργίας της ποικιλίας 
Ροδίτης.Πλούσιο σε αρώµατα 
φρούτων και λεπτό στη γεύση. 

Μαυρούδι, Τσάνταλης 

2005 Θράκη
Κόκκινο κρασί από αµπελώνες 

στη Μαρώνεια, παλαιωµένο για 6 
µήνες σε µικρά βαρέλια. Αρώµατα 
φρούτων µε λεπτές νότες βανίλιας. 

Αρκτούρος, Ηπειρώτικος 

Τοπικός Οίνος 2006

Cabernet Sauvignon 60%, Βλάχικο 
και Μπεκάρι 40%. Το γλεύκος 
ζυµώνεται µε τα στέµφυλα για 17 – 20 
ηµέρες στους 25 oC. Εν συνεχεία το 
ζυµούµενο νέο κρασί διαχωρίζεται και 
περατώνει την ζύµωση στους 18 oC. 
Το κρασί µετά τον καθαρισµό και την 
ωρίµανση παλαιώνει για ένα χρόνο σε 
βαρέλια από αµερικάνικη και γαλλική 
δρυ. Μετά την εµφιάλωση παραµένει 
για τουλάχιστον έξη µήνες στην κάβα 
πριν βγει στην κυκλοφορία. Αρώµατα 
βανίλιας, πιπεριού και κανέλλας

Ντεµπίνα, Άπειρος Χώρα, 

Γκλίναβος Ιωάννινα 2008

Κυρίαρχη ποικιλία η Ντεµπίνα. Η 
οινοποίηση γίνεται µε προζυµωτική 
κρυοεκχύλιση στους 8- 10˚ C. Η 
ζύµωση µετά από στατική 
απολάσπωση και προσθήκη στο 
γλεύκος επιλεγµένων µυκήτων, 
γίνεται στους 15-17˚ C. Αρώµατα 
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µήλου, ανανά, ροδάκινου και µε άνθη 
εσπεριδοειδών.

Ξινόµαυρο, Καρυδάς, 

Ο.Π.Α.Π. Νάουσα 1997

Ερυθρός ξηρός οίνος, µε αρώµατα 
ώριµων κόκκινων φρούτων και νύξεις 
ντοµάτας. 

Ξινόµαυρο, Ναουσαία, 

Κτήµα Φουντή, Νάουσα 

2006

Παράγεται από ένα µόνο 
αµπελώνα 6 στρεµµάτων µε υψόµετρο 
200µ στη Νάουσα. Το έδαφός του είναι 
"αµµούδα" που ευνοεί την ανάπτυξη των 
αρωµάτων του Ξινόµαυρου. Παλαιώνει σε 
δρύινα γαλλικά βαρέλια ένα έτος και 
ακολουθεί η ωρίµανση του οίνου στη 
φιάλη για 12 µήνες τουλάχιστον. 
Αρώµατα κόκκινων φρούτων, 
µπαχαρικών και ξύλου.

2.2  ΜΕΘΟΔΟΙ ΑΝΑΛΥΣΗΣ  

Για τον ποιοτικό και ποσοτικό προσδιορισµό των µεθοξυπυραζινών σε οίνους και χυµό 

σταφυλής χρησιµοποιήθηκε η  SPE για τον καθαρισµό και τη συµπυκνωση των δειγµάτων, 

ενώ οι αναλύσεις έγιναν σε αέριο χρωµατογράφο µε φασµατογράφο µάζας ως ανιχνευτή. Ως 

εσωτερικά  πρότυπα  χρησιµοποιήθηκαν  τα  δευτεριωµένα  ισότοπα  των  τεσσάρων 

µεθοξυπυραζινών,  [2H2]2-µεθοξυ-3-ισοβουτυλ-πυραζίνη  (d-IBMP),  [2H2]2-µεθοξυ-3-

ισοπροπυλ-πυραζίνη (d-IPMP), [2H2]2-µεθοξυ-3-(1-µεθυλπρόπυλ)πυραζίνη (d-secBMP), και 

[2H2]2-µεθοξυ-3,6-διµεθυλπυραζίνη (d-DMMP) 81. 

2.2.1 ΥΛΙΚΆ ΚΑΙ ΠΑΡΑΣΚΕΥΈΣ ΔΙΑΛΥΜΆΤΩΝ

Όλα  τα  αντιδραστήρια  προµηθεύτηκαν  από  τις  Sigma-Aldrich και  Fluca,  και  ήταν 

καθαρότητας 99%.

Διαλ  ύτες σε υγρή µορφή  :

Αιθανόλη, διχλωροµεθάνιο, µεθανόλη, οξικός αιθυλεστέρας. Χρησιµοποιήθηκαν επίσης 

απεσταγµένο νερό και νερό καθαρότητας HPLC.

Σε µορφή σκόνης ή σφαιριδίων:
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NaOH 1N σε  pellets,  διττανθρακικό  νάτριο  NaHCO3,  τρυγικό  οξύ  C4H6O6, 

µεταµπισουλφίτ (µεταδιθειώδες νάτριο), θειϊκό νάτριο Na2SO4.

Καθαρές ουσίες:

2-µεθόξυ-3-ισοβουτυλπυραζίνη(IBMP),  2-µεθόξυ-3-ισοπρόπυλπυραζίνη  (IPMP),   2-

µεθόξυ-3-(1-µεθυλπρόπυλ)πυραζίνη (secBMP) (Sigma-Aldrich).

Αναλώσιµα και είδη εργαστηρίου:

Στήλες Isolute της Biotage και Lichrolut-EN των 200mg σε φυσίγγια των 3ml της Merck, 

διηθητικό χαρτί  Whatman, µικροπιπέτες 10-100µl και 100-1000µl, ογκοµετρικές φιάλες 50, 

100, 200 και 1000ml, ζυγός ακριβείας µε 1 και 3 δεκαδικά ψηφία.

Προετοιµασία διαλυµάτων:

Model wine: Σε ογκοµετρική φιάλη των 1000ml τοποθετούνται 120ml αιθανόλη, 700ml 

νερό και 4 gr τρυγικού οξέως. Το pH ρυθµίζεται στο 3,5 µε την προσθήκη ΝaOH 1N και η 

ογκοµετρική συµπληρώνεται µέχρι τη χαραγή µε νερό.

Διάλυµα 50% µεθανόλη, 1% NaHCO3: Σε ογκοµετρική φιάλη των 1000ml τοποθετούνται 

500ml νερό στα οποία διαλύονται 10gr στερεού  NaHCO3.  Η ογκοµετρική συµπληρώνεται 

µέχρι τη χαραγή µε µεθανόλη.

2.2.2 ΑΠΟΜΌΝΩΣΗ ΚΑΙ ΣΥΜΠΎΚΝΩΣΗ

Για  τον καθαρισµό και  τη  συµπύκνωση των  δειγµάτων χρησιµοποιήθηκε  η   µέθοδος 

εκχύλισης στερεής φάσης (SPE) η οποία βασίστηκε στη µέθοδο των Ferreira et al. (2009)80. 

Αρχικά  είχαν  χρησιµοποιηθεί  στήλες  C-18  σύµφωνα µε  τη  µέθοδο  των  Pickering et al., 

(2005)54  η οποία όµως παρουσίαζε προβλήµατα κατά την διάρκεια των πειραµάτων µας στην 

ανίχνευση  των  DMMP και  secBMP,  γεγονός  που  οδήγησε  στην  αναζήτηση  στηλών  µε 

µεγαλύτερη  ικανότητα  καθαρισµού  των  δειγµάτων.  Η  µέθοδος  αυτή  παρουσιάζεται 

αναλυτικά σε ακόλουθο κεφάλαιο.
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Στήλες  Lichrolut-En των  200mg σε  φυσίγγια  των  3ml.  Υλικό  πλήρωσης: 

αιθυλβινυλβενζένιο-διβινυλβενζένιο.

Ενεργοποίηση

10ml διχλωροµεθάνιο

10ml µεθανόλη

10ml αιθανόλη 15%

Εισαγωγή 100ml φιλτραρισµένου δείγµατος το οποίο περιέχει εσωτερικά  πρότυπα σε 

συγκεντρώσεις  d-DMMP 700ng/lt,  d-IPMP 100ng/lt,  d-secBMP 300ng/lt και  d-IBMP 

200ng/lt.

Καθαρισµός µε 50ml υδατικού διαλύµατος 50% µεθανόλη, 1% NaHCO3

Αναµονή 10 λεπτά για να στεγνώσει η στήλη

Έκλουση µε 1,5ml διχλωροµεθάνιο

Συµπύκνωση µε ρεύµα N2 σε τελικό όγκο 100µl

2.2.3 ΚΑΤΑΣΚΕΥΗ ΚΑΜΠΥΛΗΣ ΒΑΘΜΟΝΟΜΗΣΗΣ
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 Προετοιµασία προτύπων διαλυµάτων µεθοξυπυραζινών.

Οι τέσσερις µεθοξυπυραζίνες προµηθεύτηκαν σε καθαρή µορφή (99%) από τη  Sigma 

Aldrich,  εκτός από τη  DMMP η οποία παρασκευάστηκε µε τη µέθοδο των  Seifert et al., 

(1970)9 στα  εργαστήρια  του  COOL  CLIMATE  OENOLOGIE  AND  VITICULTURE 

INSTITUT,  ONTARIO  CANADA  και  µας  χορηγήθηκε.  Από  τις  καθαρές  ουσίες 

παρασκευάστηκαν µε αραίωση 4 µητρικά διαλύµατα του 1gr/lt σε αιθανόλη,  και  απ’αυτά 

παρασκευάστηκε  ένα  διάλυµα  που  περιείχε  και  τις  τέσσερις  µεθοξυπυραζίνες  σε  οξικό 

αιθυλεστέρα σε συγκέντρωση 1mg/lt η κάθε µία (1ml από κάθε µητρικό διάλυµα σε τελικό 

όγκο 100ml οξικού αιθυλεστέρα). Από το διάλυµα αυτό µε αραίωση (1ml σε 10ml EtAc) 

παρασκευάζεται το διάλυµα Α µε συγκέντρωση 100µg/lt για κάθε  MP. Με τον ίδιο τρόπο, 

από τα πρότυπα διαλύµατα των δευτεριωµένων µεθοξυπυραζινών που ετοιµάστηκαν µε τη 

µέθοδο των  Kotseridis et al 81, παρασκευάστηκε τελικά ένα διάλυµα Β που περιείχε και τις 

τέσσερις  d-MPs σε  οξικό  αιθυλεστέρα,  σε  συγκεντρώσεις:  d-DMMP 700µg/lt,  d-IPMP 

100µg/lt, d-secBMP 300µg/lt και d-IBMP 200µg/lt. Επίσης παρασκευάστηκε και ένα διάλυµα 

ΑΒ  µε  διάλυση  1ml δ/τος  Α και  1ml δ/τος  Β  σε  100ml οξικού  αιθυλεστέρα,  ώστε  η 

συγκέντρωση  να  είναι  δέκα  φορές  µικρότερη  των  Α και  Β  (10µg/lt για  τις  MPs  και 

αντίστοιχα 70,10,30 κα 20µg/lt για κάθε µια από τις d-MPs).

 Κατασκευή καµπύλης βαθµονόµησης

Η κατασκευή  της  καµπύλης  βαθµονόµησης  έγινε  µε  την  ανάλυση  διαλυµάτων  οίνου 

επιφορτισµένου µε γνωστές συγκεντρώσεις µεθοξυπυραζινών (60, 30 και 15ng/lt). Το κάθε 

δείγµα περιείχε σταθερή συγκέντρωση εσωτερικών προτύπων (700ng/lt d-DMMP, 100ng/lt d-

IPMP, 300ng/lt d-secBMP και 200ng/lt d-IBMP η οποία αντιστοιχεί σε προσθήκη 100µl από 

το διάλυµα Β). Έτσι, ο ποσοτικός προσδιορισµός έγινε µε βάση το λόγο των επιφανειών των 

κορυφών των MPs προς τις d-MPs.

2.2.4 GC-MS

Ο  αέριος  χρωµατογράφος  που  χρησιµοποιήθηκε  ήταν  ο  6890N GC -  5973N MSD 

(Agilent) του Χαροκόπειου Πανεπιστηµίου, µε τριχοειδή στήλη HP-5MS (5% φαινυλ-µεθυλ-

σιλοξάνη, µήκος 30m, εσωτερική διάµετρος 0,25mm?, πάχος 0,25mm). Φέρον αέριο ήταν το 

ήλιο, µε ροή 1ml/min. Το θερµοκρασιακό πρόγραµµα είχε ως εξής: αρχική θερµοκρασία 40C 

για 3 λεπτά, 115C για 2 λεπτά, 240C για 1 λεπτά. Οι θερµοκρασίες στον εισαγωγέα και τον 

ανιχνευτή ήταν 250C και 300C αντίστοιχα. Η εισαγωγή του δείγµατος ήταν 3µl splitless 

(χωρίς διαµοιρασµό) για 30 sec. Η ανίχνευση από το MS έγινε µε επιλεκτική σάρωση ιόντων 
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(SIM), και κάθε ουσία προσδιορίστηκε µε βάση την επιφάνεια της κορυφής που έδινε το κάθε 

ιόν. Για την αποφυγή σφαλµάτων στο τέλος κάθε σειράς δειγµάτων προστέθηκε και δείγµα 

από το διάλυµα ΑΒ ώστε να ελέγχονται οι κορυφές των MPs. Τα ιόντα που επιλέχθηκαν για 

τον προσδιορισµό και ταυτοποίηση των MPs φαίνονται στον παρακάτω πίνακα.

d-DMMP DMMP d-IPMP IPMP d-secBMP secBMP d-IBMP IBMP
Ιόντα 
ποσοτικοποίη-
σης

145 138 140 137 141 138 127 124

Ιόντα 
ταυτοποίησης

144 123,137 155 152 127,154 151,124 155 151

2.2.5 ΕΠΑΝΑΛΗΨΙΜΌΤΗΤΑ

Για  τον  έλεγχο  της  επαναληψιµότητας  της  µεθόδου,  ετοιµάστηκαν  3  δείγµατα  οίνου 

επιφορτισµένου  µε  µεθοξυπυραζίνες  σε  συγκέντρωση  40ng/lLγια  τις  Lichrolut-EN και 

30ng/L για τις C-18.

2.2.6 ΈΛΕΓΧΟΣ ΕΠΊΔΡΑΣΗΣ ΘΕΡΜΟΚΡΑΣΊΑΣ

Ως δείγµα χρησιµοποιήθηκε 100% χυµός κόκκινου σταφυλιού από σταφύλια βιολογικής 

γεωργίας (χωρίς συντηρητικά, ζάχαρη ή χρωστικές) της οικογένειας Γεώργα.

Προετοιµασία

Σε  ποτήρι  ζέσεως  του  1lt προστίθεται  1lt χυµού  σταφυλιού  και  0,08gr Metabisulfit 

διαλυµένα σε  0,8gr νερό.  Σε ένα δεύτερο ποτήρι  ζέσεως των 500ml προστίθενται  500ml 

χυµού και 0,04gr Metabisulfit διαλυµένα σε 0,4ml νερό. Μετά από ανάδευση, και τα δύο 

διαλύµατα φιλτράρονται µε χαρτί Whatman.

Ένα λίτρο φιλτραρισµένου χυµού µεταφέρεται σε ογκοµετρική φιάλη όπου προστίθενται 

οι 4 µεθοξυπυραζίνες από πρότυπο διάλυµα, ώστε η συγκέντρωσή τους να είναι 40ng/lt. Το 

διάλυµα µοιράζεται σε 9 κωνικές των 100ml (µεταφέρονται λίγο παραπάνω από 100ml  ώστε 

σε περίπτωση εξάτµισης να αποµείνουν τουλάχιστον 100ml)

 3  κωνικές  παραµένουν  για  6  ώρες  σε  φούρνο  στους  60C χωρίς  καπάκι. 

(Δείγµατα S1,S2,S3).

 3 κωνικές παραµένουν για 6 ώρες σε φούρνο στους 60C µε καπάκι. (Δείγµατα 

Κ1,Κ2,Κ3).
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 3 κωνικές παραµένουν χωρίς καπάκι σε θερµοκρασία περιβάλλοντος. (Δείγµατα 

Ρ1,Ρ2,Ρ3).

Από το διάλυµα του φιλτραρισµένου χυµού, 400ml µοιράζονται σε 3 ογκοµετρικές των 

100ml. (Δείγµατα Μ1,Μ2,Μ3).

Μετά το πέρας των 6 ωρών, τα δείγµατα από τις κωνικές µεταφέρονται σε ογκοµετρικές 

φιάλες των 100ml. Και στα 12 δείγµατα προστίθενται από 100µl από το διάλυµα Β µε τις 

δευτεριωµένες µεθοξυπυραζίνες. Για την ανάλυση των δειγµάτων µε τη βοήθεια της GC-MS 

χρησιµοποιείται η µέθοδος που περιγράφηκε νωρίτερα.

2.2.7 ΜΕΤΑΤΡΟΠΈΣ ΤΗΣ SPE ΣΥΓΚΡΙΣΗ C-18

Για την αποµόνωση και συµπύκνωση των µεθοξυπυραζινών µε την SPE  οι προσπάθειες 

που έγιναν βασίστηκαν τόσο στη µέθοδο των Ferreira et al (2009)80, όσο και στη µέθοδο των 

Pickering et al54 όπου οι στήλες που χρησιµοποιούνται είναι οι  C-18. Αναλύσεις έγιναν σε 

κρασί  (κόκκινο  και  λευκό),  χυµό  σταφυλιού  και  σε  model wine (υδραλκοολικό  διάλυµα 

12%vol, pH=3,5 µε τρυγικό 4gr/lt). Οι µετατροπές στην κάθε µέθοδο δίνονται παρακάτω.

Με βάση τη µέθοδο Pickering et al54 (προσαρµογή).

Στήλες C-18 των 100mg σε φυσίγγια των 3ml

Ενεργοποίηση

1ml οξικός αιθυλεστέρας

1ml αιθανόλη 95%

1ml αιθανόλη 10%

Εισαγωγή 50ml φιλτραρισµένου δείγµατος  το  οποίο  περιέχει  εσωτερικά  πρότυπα σε 

συγκεντρώσεις  d-DMMP 700ng/lt,  d-IPMP 100ng/lt,  d-secBMP 300ng/lt και  d-IBMP 

200ng/lt.

Αναµονή 10 λεπτά για να στεγνώσει η στήλη (πίεση 20mm Hg max)

Έκλουση µε 1ml διχλωροµεθάνιο

Παρακάτω δίνονται οι µετατροπές επί της µεθόδου.

 Ενεργοποίηση
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Κατά την ενεργοποίηση χρησιµοποιήθηκαν επίσης πολλαπλάσιοι όγκοι διαλυτών, αλλά 

και διχλωροµεθάνιο, µεθανόλη και αιθανόλη 15%.

 Όγκος, pH και περιεκτικότητα σε αλκοόλη του δείγµατος

Για  µεγαλύτερη  συµπύκνωση χρησιµοποιήθηκαν  100ml δείγµατος,  ενώ για  καλύτερη 

απόδοση της  SPE αναλύθηκαν δείγµατα µε  pH 6 και  8, αλλά και  µε µικρότερο ποσοστό 

αλκοόλης (6%vol).

 Καθαρισµός

Για τον καθαρισµό της στήλης µετά την εισαγωγή του δείγµατος χρησιµοποιήθηκε νερό 

διάφορων όγκων και σε διάφορα pH και διάλυµα 50% µεθανόλη µε 1% NaHCO3.

 Έκλουση

Εκτός  από  το  διχλωροµεθάνιο  που  χρησιµοποιήθηκε  σε  όγκους  1  και  1,5ml, 

χρησιµοποιήθηκε και ο οξικός αιθυλεστέρας επίσης στους ίδιους όγκους.

 Συµπύκνωση

Για τη συµπύκνωση χρησιµοποιήθηκε εκτός από το ρεύµα  N2  θειϊκό νάτριο (Na2SO4), 

αλλά και ξήρανση επί ξηρού µε επαναδιάλυση µε προσθήκη 100µl διαλύτη έκλουσης.

Με βάση τη µέθοδο  Ferreira η µόνη αλλαγή που έγινε ήταν η αύξηση του όγκου του 

διαλύτη καθαρισµού, και η συµπύκνωση σε ρεύµα αζώτου.
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3 AΠΟΤΕΛΕΣΜΑΤΑ ΚΑΙ ΣΥΖΗΤΗΣΗ

3.1 ΚΑΜΠΎΛΕΣ ΒΑΘΜΟΝΌΜΗΣΗΣ

Παρακάτω  δίνονται  οι  καµπύλες  βαθµονόµησης  και  οι  εξισώσεις  για  την  κάθε 

µεθοξυπυραζίνη ξεχωριστά. Η καµπύλη αναφοράς της  DMMP  ετοιµάστηκε  µε προσθήκη 

γνωστών συγκεντρώσεων µεθοξυπυραζινών σε οξικό αιθυλεστέρα καθώς ο καθαρισµός µε 

την SPE δεν ήταν αρκετός, µε αποτέλεσµα ταυτόχρονα µε την DMMP να εκλούεται κι άλλη 

ουσία. Ο συντελεστή απόκρισης του ανιχνευτή σύµφωνα µε την εξίσωση Α/[Χ]=F(Ais/[S]), 

όπου  Α:το  εµβαδόν  της  κορυφής  της  ουσίας  για  τη  συγκέντρωση  [Χ],  F:ο  συντελεστή 

απόκρισης και Αis:το εµβαδόν της κορυφής του εσωτερικού προτύπου για τη συγκέντρωση 

[S], είναι 3,99 για την  DMMP, 1,25 για την  IPMP, 1,01 για τη  secBMP και 1,40 για την 

IBMP.

3.1.1 DMMP
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d-MPs=10ng/lt
Σε EtAc
C(ng/lt) DMMP/d-DMMP ΜΟ εµβαδού τυπική απόκλιση σχ τυπική απόκλιση

100 0,064229025 0,066839008 0,003691073 5,522333921
0,069448991

50 0,033570919 0,034708957 0,001609428 4,636924474
0,035846995

30 0,019042609 0,019515338 0,00066854 3,425713314
0,019988067

15 0,007381507 0,006948732 0,000612036 8,807883104
0,006515957

DMMP σε EtAc y = 0,0066x - 0,0123
R2 = 0,997
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3.1.2 IPMP

IPMP/d-IPMP σε κρασί y = 0,0137x + 0,0608
R2 = 0,9957
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d-MPs=100ng/lt
Σε κρασί
C (ng/lt) IPMP/d-IPMP ΜΟ εµβαδού τυπική απόκλιση σχ τυπική απόκλιση

60 0,887860354 0,854795499 0,046760767 5,47040393
0,821730644

30 0,447047497 0,457151416 0,014289099 3,125681951
0,467255335

15 0,281171928 0,293510755 0,017449736 5,945177864
0,305849582

3.1.3 SECBMP

secBMP/d-secBMP σε κρασί y = 0,0027x + 0,0476
R2 = 0,998
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3.1.4 IBMP

IBMP/d-secBMP σε κρασί y = 0,0038x + 0,0164
R2 = 0,998
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d-MPs=100ng/lt
Σε κρασί
C (ng/lt) IBMP/d-secBMP ΜΟ εµβαδού τυπική απόκλιση σχ τυπική απόκλιση

60 0,24731722 0,246954137 0,000513477 0,207924002
0,246591054

30 0,126601942 0,125043614 0,002203809 1,76243201
0,123485286

15 0,076730321 0,072052134 0,006615955 9,182177739
0,067373947

ΜΕΘΟΞΥΠΥΡΑΖΙΝΕΣ 53

d-MPs=100ng/Lt
Σε κρασί
C (ng/lt) secBMP/d-secBMp ΜΟ εµβαδού τυπική απόκλιση σχ τυπική απόκλιση

60 0,208705245 0,210953871 0,003180038 1,507456468
0,213202498

30 0,131779935 0,132345055 0,0007992 0,60387613
0,132910175

15 0,086062387 0,081202472 0,006872957 8,463975483
0,076342557
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3.2 ΠΑΡΑΜΕΤΡΟΙ ΑΝΑΛΥΣΗΣ

3.2.1 ΤΑΥΤΟΠΟΊΗΣΗ ΚΟΡΥΦΏΝ

Η ταυτοποίηση των µεθοξυπυραζινών µεταξύ των κορυφών των χρωµατογραφηµάτων 

γινόταν µε βάση το χρόνο έκλουσης και την παρουσία των ιόντων προσδιορισµού, τα οποία 

επιλέχθηκαν µε βάση το φάσµα µάζας της κάθε ουσίας.

Φάσµα µάζας της DMMP

Ιόντα προσδιορισµού DMMP και d3-DMMP.
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Φάσµα µάζας της IPMP.

Ιόντα προσδιορισµού IPMP και d3-IPMP.
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Φάσµα µάζας της secBMP.

Ιόντα προσδιορισµού secBMP και d3-secBMP.
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Φάσµα µάζας της IBMP.

Ιόντα προσδιορισµού IBMP και d3-IBMP.

3.2.2 ΧΡΌΝΟΙ ΣΥΓΚΡΆΤΗΣΗΣ

Για την εύρεση των χρόνων συγκράτησης των µεθοξυπυραζινών αναλύθηκε το διάλυµα 

ΑΒ (10µg/lt) το οποίο περιείχε τις µεθοξυπυραζίνες διαλυµένες σε οξικό αιθυλεστέρα, ώστε 

να  µην  υπάρχουν  επικαλύψεις  κορυφών  και  ακαθαρσίες  στο  χρωµατογράφηµα.  Επίσης 

ετοιµάστηκαν δείγµατα model wine κρασιού και χυµού σταφυλής, µε γνωστές συγκεντρώσεις 

µεθοξυπυραζινών ώστε να ελεγχθεί ποιά θα ήταν η συµπεριφορά τους στο περιβάλλον του 

κρασιού, αλλά και η επίδραση της αιθανόλης στο χρόνο συγκράτησης.
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Χρωµατογράφηµα ΑΒ (10µg/lt)

ΜP d-DMMP DMMP d-IPMP IPMP d-secBMP secBMP d-IBMP IBMP

t(min) 16,75 16,97 18,65 18,74 22,37 22,45 22,72 22,82

Μεθοξυπυραζίνες, επισηµασµένα ισότοπα και χρόνοι συγκράτησης.

Χρωµατογράφηµα οίνου επιφορτισµένου (που έχει υποστεί προσθήκη) µε 40ng/lt MPs.

3.2.3 ΚΑΤΏΦΛΙ ΑΝΊΧΝΕΥΣΗΣ

Η δυσκολία ανίχνευσης των µεθοξυπυραζινών και ιδιαιτέρως της  DMMP δεν άφησαν 

πολλές ελπίδες για την λήψη αποτελεσµάτων σε χαµηλές συγκεντρώσεις, µε αποτέλεσµα να 

µην αναλυθούν δείγµατα συγκέντρωσης µικρότερης των 15ng/lt. Ωστόσο, όπως φαίνεται και 

από το παρακάτω σχήµα, η χρήση των  Lichrolut-EN και οι διάφορες µετατροπές επί  της 

µεθόδου  των  Ferreira et al.,  (2009)80 συνετέλεσαν  στην  αύξηση  της  ευαισθησίας,  µε 

αποτέλεσµα τα 15ng/lt, να δίνουν αρκετά καθαρές κορυφές, γεγονός που αποτελεί ένδειξη ότι 

το  κατώφλι  ανίχνευσης  της  µεθόδου  µπορεί  να  είναι  αρκετά  χαµηλότερο.  Ο  λόγος  των 

εµβαδών κορυφής (15ng/L) και θορύβου είναι 10,6 για την IPMP, 7,7 για τη secBMP και 7,6 

για την IBMP.
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Χρωµατογράφηµα για την IPMP σε συγκέντρωση 15ng/lt (d-IPMP 100ng/lt).

3.2.4 ΕΠΑΝΑΛΗΨΙΜΌΤΗΤΑ

Στήλες Lichrolut-EN
Μεθοξυπυραζίνη RSD (%)
IPMP 7,1
secBMP 4,1
IBMP 3,8

Στήλες C-18
Μεθοξυπυραζίνη RSD (%)
IPMP 8,7
IBMP 9,3

3.3 ΠΟΣΟΤΙΚΌΣ ΠΡΟΣΔΙΟΡΙΣΜΌΣ ΜΕΘΟΞΥΠΥΡΑΖΙΝΏΝ ΣΕ ΚΡΑΣΙΆ

Από τα κρασιά στα οποία έγιναν αναλύσεις µόνο σε ένα (Ξινόµαυρο Καρυδά  1997) 

ανιχνεύθηκαν  µεθοξυπυραζίνες,  και  πιο  συγκεκριµένα  µόνο  η  IPMP,  σε  συγκέντρωση 

40ng/lt.
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Δείγµα/MP ΣΥΓΚΕΝΤΡΩΣΕΙΣ
Κρασιά DMMP (ng/lt) IPMP (ng/lt) secBMP (ng/lt) IBMP (ng/lt)
Ροδίτης Δεν ανιχνεύεται Δεν ανιχνεύεται Δεν ανιχνεύεται

Δεν ανιχνεύεται Δεν ανιχνεύεται Δεν ανιχνεύεται
Μαυρούδι Δεν ανιχνεύεται Δεν ανιχνεύεται <15

Δεν ανιχνεύεται Δεν ανιχνεύεται <15
Βλάχικο Δεν ανιχνεύεται Δεν ανιχνεύεται Δεν ανιχνεύεται

Δεν ανιχνεύεται Δεν ανιχνεύεται Δεν ανιχνεύεται
Ντεµπίνα Δεν ανιχνεύεται Δεν ανιχνεύεται Δεν ανιχνεύεται

Δεν ανιχνεύεται Δεν ανιχνεύεται Δεν ανιχνεύεται

Ξινόµαυρο Κ 40,85 Δεν ανιχνεύεται Δεν ανιχνεύεται
41,24 Δεν ανιχνεύεται Δεν ανιχνεύεται

Ξινόµαυρο Φ <15 Δεν ανιχνεύεται Δεν ανιχνεύεται
<15 Δεν ανιχνεύεται Δεν ανιχνεύεται
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3.4 ΕΠΊΔΡΑΣΗ ΘΕΡΜΟΚΡΑΣΊΑΣ

Τα δείγµατα που αναλύθηκαν είναι

M1, M2, M3: Δείγµατα µάρτυρας, χωρίς πυραζίνες, χωρίς θέρµανση

Ρ1, Ρ2, Ρ3: Δείγµατα µε 40ng/lt MPs, χωρίς θέρµανση

Κ1, Κ2, Κ3: Δείγµατα µε 40ng/lt MPs, θέρµανση στους 60°C µε καπάκι

S1, S2, S3: Δείγµατα µε 40ng/lt MPs, θέρµανση στους 60°C χωρίς καπάκι

Ο χυµός που χρησιµοποιήθηκε για την ανάλυση έδειξε να έχει  IBMP σε συγκέντρωση 

µικρότερη από 15ng/L που είναι και το κατώφλι ανίχνευσης της µεθόδου.
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ΣΥΓΚΕΝΤΡΩΣΕΙΣ
Χυµός
ΘΕΡΜΟΚΡΑΣΙΑ DMMP (ng/lt) IPMP (ng/lt) secBMP (ng/lt) IBMP (ng/lt)
M1 Δεν ανιχνεύεται Δεν ανιχνεύεται <15
M2 Δεν ανιχνεύεται Δεν ανιχνεύεται <15
M3 Δεν ανιχνεύεται Δεν ανιχνεύεται <15
P1 40,4 36,9 50,1
P2 40,3 34,6 47,8
P3 35,5 37,5 49,2
K1 43,3 36,7 50,8
K2 37,4 32,1 48,4
K3 38,2 34,5 48,1
S1 <15 <15 11,4
S2 <15 <15 13,1
S3 <15 <15 13,9
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Επίδραση θερµοκρασίας
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Διάγραµµα  επίδρασης  θερµοκρασίας  στις  MPs,  όπου  P:  θερµοκρασία  περιβάλλοντος.  Κ: 

δείγµατα που θερµάνθηκαν µε καπάκι, S: δείγµατα που θερµάνθηκαν χωρίς καπάκι.

3.5 SPE ΜΕ ΣΤΉΛΕΣ C-18

Η µέθοδος SPE µε στήλες Isolute C-18 (Biotage) που έδωσε τα καλύτερα αποτελέσµατα 

περιλαµβάνει τα παρακάτω βήµατα:

Ενεργοποίηση

1ml οξικός αιθυλεστέρας

1ml αιθανόλη 95%

1ml αιθανόλη 10%

Εισαγωγή 100ml φιλτραρισµένου δείγµατος µε pH=8 (ρύθµιση pH µε προσθήκη NaOH 

1Ν)

Έκλουση µε 1ml διχλωροµεθάνιο και συµπύκνωση µε ρεύµα Ν2 σε τελικό όγκο 100µl.

Με τη βοήθεια της παραπάνω µεθόδου ανιχνεύονται και προσδιορίζονται ποσοτικά οι 

IPMP και IBMP.
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Το κατώφλι ανίχνευσης της συγκεκριµένης µεθόδου τόσο για την IPMP όσο και για την 

IBMP είναι τα 5ng/lt, ενώ το θεωρητικό κατώφλι αντίληψης είναι χαµηλότερο.
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IPMP σε συγκέντρωση 5ng/lt

IBMP σε συγκέντρωση 5ng/lt

3.5.1 ΜΕΤΑΤΡΟΠΈΣ ΜΕ ΤΙΣ C-18

Το κύριο πρόβληµα της αρχικής µεθόδου µε τις στήλες C-18  ήταν η παρουσία πολλών 

κορυφών  από  ακαθαρσίες  στο  χρωµατογράφηµα,  αλλά  και  η  δυσκολία  ανίχνευσης  της 

DMMP. Οι µετατροπές που έγιναν επί της µεθόδου αναλύονται παρακάτω.

 Ενεργοποίηση

Οι αλλαγές στους διαλύτες ενεργοποίησης έγιναν έτσι ώστε να αποµακρυνθούν από το 

φυσίγγιο  της  SPE τυχόν  ακαθαρσίες.   Έτσι  δοκιµάστηκαν  µεγαλύτεροι  όγκοι  των  ήδη 

χρησιµοποιούµενων  διαλυτών.  Επειδή  ο  διαλύτης  που  χρησιµοποιείται  πρώτος  κατά  την 
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ενεργοποίηση  συνήθως  είναι  ίδιος  µε  το  διαλύτη  έκλουσης,  δοκιµάστηκε  τόσο  ο  οξικός 

αιθυλεστέρας όσο και το διχλωροµεθάνιο. Σαν διαλύτης που θα προετοιµάσει την πορώδη 

φάση  χρησιµοποιήθηκε  εκτός  από  αιθανόλη  95%  και  µεθανόλη,  για  να  εξασφαλιστεί  η 

διαβροχή του υλικού προσρόφησης από µεγαλύτερο όγκο δείγµατος 82. 

Δεν υπήρξαν αξιόλογα αποτελέσµατα.

 Όγκος, pH και περιεκτικότητα σε αλκοόλη του δείγµατος

Η µεγαλύτερη  συµπύκνωση του  δείγµατος  κρίθηκε  απαραίτητη  καθώς  ακόµη  και  σε 

συγκεντρώσεις 100ng/lt δεν φαίνονταν οι κορυφές των µεθοξυπυραζινών. Η αλλαγή του pH 

προωθεί τη συγκράτηση των µεθοξυπυραζινών οι οποίες είναι  ελαφρά βασικές, (ή µήπως 

όλων των  υπόλοιπων συστατικών  του  κρασιού)  απο τις  σιλανοειδείς  οµάδες  (Si-O-)  του 

υλικού προσρόφησης82. Η αραίωση του δείγµατος έχει σκοπό την µείωση της περιεκτικότητάς 

του  σε  αλκοόλη,  ώστε  να  επιτρέπεται  η  καλύτερη  κατακράτηση των  ουσιών  στη  στήλη, 

καθώς  η  αλκοόλη  είναι  διαλύτης  οπότε  υπάρχει  ανταγωνισµός  στην  κατακράτηση  των 

ουσιών µεταξύ της C-18 και της αλκοόλης.

Εκτός της αραίωσης, τόσο η συµπύκνωση του δείγµατος όσο και η αλλαγή του pH των 

δειγµάτων  έδωσαν  καθαρότερα  χρωµατογραφήµατα  µε  µεγαλύτερες  κορυφές,  άρα  και 

χαµηλότερο κατώφλι ανίχνευσης. 

Ενδεικτικό χρωµατογράφηµα της IPMP (ιόν προσδιορισµού 137) σε συγκέντρωση 

100ng/L σε δείγµατα µε pH=3,5 και pH=8.

 Καθαρισµός
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Για  τον  καθαρισµό  της  στήλης  από  ανεπιθύµητες  ουσίες  µε  µικρή  ικανότητα 

συγκράτησης δοκιµάστηκε νερό διάφορων όγκων και σε διάφορα pH και διάλυµα 50% 

µεθανόλης µε 1%  NaHCO3.  Με τον τρόπο αυτό επιχειρήθηκε η αποµάκρυνση ουσιών 

που  εκλούονται  µαζί  µε  τη  secBMP (βουτυρικό  ή  ισοβαλερικό  οξύ)  οι  οποίες  είναι 

διαλυτές στο νερό, ενώ το διάλυµα µεθανόλης και  NaHCO3 χρησιµοποιήθηκε λόγω της 

ικανότητάς του να δρα ως επαµφοτερίζουσα ουσία. Γενικά οι C-18 στήλες παρουσιάζουν 

προβλήµατα λόγω ανεπαρκούς αποµάκρυνσης πτητικών φαινολών.

 Έκλουση

Εκτός  από  το  διχλωροµεθάνιο  που  χρησιµοποιήθηκε  σε  όγκους  1  και  1,5ml, 

χρησιµοποιήθηκε και ο οξικός αιθυλεστέρας επίσης στους ίδιους όγκους λόγω µεγαλύτερης 

ικανότητας έκλουσης. 

Δε φαίνεται να χρειάζεται µεγαλύτερος όγκος διαλύτη έκλουσης. Στην περίπτωση του 

οξικού αιθυλεστέρα λαµβάνονταν χρωµατογραφήµατα µε µεγαλύτερες κορυφές.

 Συµπύκνωση

Για τη συµπύκνωση χρησιµοποιήθηκε εκτός από το ρεύµα  N2  θειϊκό νάτριο (Na2SO4), 

αλλά και συµπύκνωση µέχρι ξηρού µε επαναδιάλυση µε προσθήκη 100µl διαλύτη έκλουσης.

Η  συµπύκνωση  µέχρι  ξηρού  µε  επαναδιάλυση,  και  η  συµπύκνωση  µε  θειϊκό  νάτριο 

(Na2SO4) δεν δίνουν αποτελέσµατα, αντίθετα η συµπύκνωση µε ρεύµα N2 δίνει µεγαλύτερες 

κορυφές µεθοξυπυραζινών, µόνο όµως όταν ο διαλύτης έκλουσης είναι το διχλωροµεθάνιο 

(DM), καθώς στην περίπτωση του οξικού αιθυλεστέρα (EtAc) που είναι λιγότερο πτητικός 

φάνηκε πως συµπαρέσυρε και τις µεθοξυπυραζίνες.
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Χρωµατογράφηµα δειγµάτων κρασιού. Με µαύρο φαίνεται δείγµα στο οποίο η έκλουση 

έγινε µε DM ενώ στο ροζ µε EtAc. Και τα δύο δείγµατα συµπυκνώθηκαν σε ρεύµα N2 σε 

τελικό όγκο 100µl.

Με βάση τη µέθοδο Ferreira η µόνη αλλαγή που χρειάστηκε να γίνει ήταν η αύξηση 

του όγκου του διαλύτη καθαρισµού από 25 σε 50ml, εφόσον από την αλλαγή χρώµατος 

της  στήλης  ήταν  εµφανές  ότι  διάφορες  ανεπιθύµητες  ουσίες  δεν  είχαν  αποµακρυνθεί 

(φαινόλες),  και  η  συµπύκνωση  του  δείγµατος  σε  ρεύµα  αζώτου.   Οι  αλλαγές  αυτές 

έδωσαν την τελική µέθοδο που χρησιµοποιήθηκε.

Χρωµατογράφηµα δειγµάτων οίνου µε προσθήκη 100ng/L MPs. Με µαύρο χρώµα 

φαίνεται δείγµα όπου χρησιµοποιήθηκαν 25ml από το διαλύτη καθαρισµού, ενώ µε ροζ 

δείγµα όπου χρησιµοποιήθηκαν 50ml.

4 ΣΥΜΠΕΡΑΣΜΑΤΑ

Η  µέθοδος  που  χρησιµοποιήθηκε  στην  παρούσα  µελέτη,  επιτρέπει  την  ταυτόχρονη 

ανίχνευση και των τεσσάρων µεθοξυπυραζινών, και τον ποσοτικό προσδιορισµό των IPMP, 

secBMP και IBMP, οι οποίες αποτελούν και τις συνηθέστερα συναντώµενες MPs σε γλεύκη 

και  οίνους.  Η  δυνατότητα  χρήσης  στηλών  µε  διαφορετικά  υλικά  πλήρωσης,  αλλά  και  η 

πληθώρα διαλυτών που µπορούν να χρησιµοποιηθούν για  τον καθαρισµό των δειγµάτων, 

δείχνουν  ότι  υπάρχει  περιθώριο  βελτίωσης,  και  στη  συγκεκριµένη  περίπτωση  οι 

προϋποθέσεις για τον ποσοστικό προσδιορισµό και της  DMMP, για την οποία άλλωστε δεν 

υπάρχουν ακόµη αρκετά δεδοµένα που θα βοηθήσουν στην αποτελεσµατική µεταχείρισή της. 
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Από τις  στήλες  που µπορούν  να  χρησιµοποιηθούν  στην  SPE,  οι  C-18  αποτελούν  τις 

στήλες  µε  το  πιο  δηµοφιλές  υλικό  πλήρωσης,  βάση  του  οποίου  είναι  το  πυρίτιο,  το 

περισσότερο  υδροφοβικό  υλικό.  Η  χρήση  τους  προτιµάται  λόγω  της  εξαιρετικά 

συγκρατητικής φύσης του για µη πολικές ενώσεις, αλλά και εξαιτίας της προσιτής του τιµής. 

Οι C-18, αν και δεν επιτρέπουν την ανίχνευση των DMMP και secBMP, ωστόσο δίνουν πολύ 

καλά  αποτελέσµατα  για  τις  IPMP και  IBMP,  οι  οποίες  άλλωστε  αποτελούν  και  τις 

µεθοξυπυραζίνες που απαντούν συνηθέστερα σε γλεύκη και οίνους. Το κύριο πρόβληµα είναι 

η  έκλουση οξέων και  πτητικών φαινολών.  Το κατώφλι  ανίχνευσης  της  µεθόδου είναι  τα 

5ng/lt, µε δυνατότητα βελτίωσης, πολύ κοντά δηλαδή στα επίπεδα στα οποία οι MPs γίνονται 

αντιληπτές οργανοληπτικά στους οίνους. 

Εποµένως η  µέθοδος  αυτή  µπορεί  να  αποδειχθεί  αρκετά  χρήσιµη σε  προκαταρκτικές 

µελέτες στον αµπελώνα, οπότε και η οικονοµική της τιµή θα µπορούσε να οδηγήσει στην 

καθιέρωση  της  ανάλυσης  αυτής  πρό  του  τρύγου.  Οι  υψηλές  τιµές  της  IBMP πρό  της 

ωρίµανσης, καθιστούν τη µέθοδο επαρκή.

Οι  Lichrolut-EN που  επίσης  χρησιµοποιήθηκαν  στην  παρούσα  µελέτη,  ανήκουν  στις 

λεγόµενες  στήλες  νέας  γενιάς.  Το  υλικό  πλήρωσής  τους  είναι  το  αιθυλβινυλβενζένιο-

διβινυλβενζένιο.  Οι  συγκεκριµένες  στήλες  φάνηκε  ότι  υπερέχουν  των  C-18,  καθώς 

επέτρεψαν την ανίχνευση των secBMP και DMMP, αλλά και τον ποσοτικό προσδιορισµό της 

secBMP.  Ωστόσο  ο  ποσοτικός  προσδιορισµός  της  DMMP δεν  ήταν  δυνατός  λόγω 

παρεµβολών.

Το κατώφλι ανίχνευσης της µεθόδου είναι τα 15ng/lt, αλλά υπάρχουν οι προϋποθέσεις να 

φτάσει χαµηλότερα, εφόσον οι κορυφές που δίνουν οι MPs στα 15ng/lt είναι αρκετά καθαρές. 

Τα 200mg υλικού πλήρωσης επιτρέπουν εξάλλου τη χρήση µεγαλύτερου όγκου δείγµατος, 

εποµένως και µεγαλύτερη συµπύκνωση. Στην περίπτωση που η µέθοδος χρησιµοποιηθεί για 

την παρακολούθηση των MPs στον αµπελώνα είναι παραπάνω από επαρκής. 

Από  τους  οίνους  που  αναλύθηκαν  µόνο  σε  έναν  ανιχνεύθηκαν  µεθοξυπυραζίνες  και 

συγκεκριµένα µόνο η IPMP σε συγκέντρωση 40ng/lt. Η απουσία της IBMP η οποία αποτελεί 

τη µεθοξυπυραζίνη που συντίθεται στα σταφύλια σε µεγαλύτερο πσοστό, αποτελεί ένδειξη 

ότι  υπεύθυνη  για  την  παρουσία  µεθοξυπυραζίνης  στο  κρασί  είναι  κάποια  πασχαλίτσα. 

Πράγµατι, η  IPMP απαντά σε µεγαλύτερο ποσοστό σε σχέση µε τις υπόλοιπες τρεις  MPs 

στην αιµολέµφο των Coccinellidae, ενώ η µη ανίχνευση των secBMP και IBMP οδηγεί στο 

συµπέρασµα ότι η πασχαλίτσα που είναι υπεύθυνη για την επιµόλυνση είναι πιθανόν η πιο 

συχνά  απαντώµενη  στην  Ελλάδα,  η  Coccinella septempunctata.  Πράγµατι,  το  κρασί  στο 

οποίο  ανιχνεύθηκε  η  IPMP είναι  Ξινόµαυρο  του  1997,  και  παράγεται  από  έναν  µόνο 
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αµπελώνα 6 στρεµµάτων στη Νάουσα. Οινοποιεία της περιοχής ακολουθούσαν τις αρχές της 

βιολογικής  γεωργίας  από  τότε,  αλλά  ακόµη  και  χωρίς  τη  βιολογική  καλλιέργεια  πολλοί 

οινοποιοί θεωρούν αρκετά σηµαντικό το µικρόκοσµο του αµπελιού (πασχαλίτσες, αράχνη) 

καθώς  αποτελεί  ένδειξη ισορροπίας,  γεγονός  που αυξάνει  την πιθανότητα  παρουσίας  της 

Coccinella septempunctata στον αµπελώνα. Άλλωστε, η πασχαλίτσα στη χώρα µας θεωρείται 

γούρι, πράγµα που αντιτίθεται την αποµάκρυνσή της από τον αµπελώνα. Το υψηλό κατώφλι 

ανίχνευσης της µεθόδου δεν αποκλείει τυπικά την ύπαρξη και των  secBMP και  IBMP οι 

οποίες θα αποτελούσαν ένδειξη ότι οι MPs προέρχονται από την Harmonia axyridis.

Στην περίπτωση του χυµού σταφυλής, ανιχνεύθηκε  IBMP σε συγκέντρωση µικρότερη 

των 15ng/lt, γεγονός που µπορεί να εξηγηθεί από τη σύνθεση των ποικιλιών από τις οποίες 

παράχθηκε: Syrah, Merlot, Cabernet Frank Αγιωργίτικο και Μανδηλαριά.

Η θέρµανση των δειγµάτων χυµού έδειξε µείωση των συγκεντρώσεων και των τεσσάρων 

µεθοξυπυραζινών, πράγµα που θα µπορούσε να βρει εφαρµογή στην αποµάκρυνσή τους µε 

τη βοήθεια της θερµοοινοποίησης. Συγκεκριµένα, µε θέρµανση των δειγµάτων  στους 60°C 

χωρίς καπάκι παρατηρείται µείωση των συγκεντρώσεων των MPs κατά 87,5% (IPMP), 80% 

(secBMP) και 74% (IBMP), ενώ στην περίπτωση που τα δείγµατα θερµανθούν µε κλειστό το 

καπάκι, οι συγκεντρώσεις τους παραµένουν στα ίδια επίπεδα. Φαίνεται λοιπόν πως η αιτία 

της  µείωσης  δεν  είναι  η  διάσπαση,  αλλά  η  εξάτµιση  των  µεθοξυπυραζινών.  Στο  ίδιο 

συµπέρασµα  καταλήγει  µελέτη73 που  έγινε  στην  IBMP,  στην  οποία  το  αέριο  κλάσµα 

συλλέχθηκε, αναλύθηκε µε τη βοήθεια αέριου χρωµατογράφου και βρέθηκε να περιέχει την 

IBMP που εξατµίστηκε. 

Τέλος, όσον αφορά την DMMP, προσδιορίζεται ποσοτικά µόνο σε οξικό αιθυλεστέρα, 

καθώς τόσο σε κρασί, σε χυµό, όσο και σε model wine, παρατηρήθηκε ταυτόχρονη εµφάνιση 

κορυφών από άγνωστες ουσίες. 
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5 ΕΠΙΛΟΓΟΣ

Οι  µεθοξυπυραζίνες  έχουν  ιδιαίτερη  σηµασία  για  τον  κόσµο  του  κρασιού,  λόγω  της 

επίδρασης που έχουν στα οργανοληπτικά χαρακτηριστικά του. Εκτός της θερµοοινοποίησης 

που όπως φάνηκε και στην παρούσα εργασία µπορεί να οδηγήσει σε µείωση των επιπέδων 

τους,  ιδιαίτερο  ενδιαφέρον  θα  είχε  η  εύρεση  µιας  µεθόδου  που  θα  µπορούσε  να 

χρησιµοποιηθεί καθολικά σε όλους τους τύπους των οίνων τόσο κατά την οινοποίηση όσο και 

στο τελικό προϊόν. Η παρουσία τους στην πρώτη ύλη, και σε συγκεκριµένες ποικιλίες αφήνει 

περιθώρια  για  µελέτη  σχετικά  µε  τη  βιοσύνθεση  και  τη  λειτουργία  τους.  Η  αδυναµία 

ποσοτικού  προσδιορισµού  της  DMMP στην  παρούσα  µελέτη  αλλά  και  η  έλλειψη 

βιβλιογραφίας σχετικά µε την αποµόνωσή της µε τη βοήθεια της SPE αποτελούν ένα ακόµη 

τοµέα για µελλοντική έρευνα, όπως επίσης και το αν είναι δυνατός ο διαχωρισµός της από 

την ισοµερή της MDMP µε την οποία παρουσιάζουν σχεδόν το ίδιο φάσµα µάζας και η οποία 

έχει  συνδεθεί  µε  το  «άρωµα  φελλού»  στους  οίνους.  Τέλος,  η  πιθανότητα  χρήσης  των 

µεθοξυπυραζινών  από  τις  πασχαλίτσες  ως  φεροµόνης  «συνάθροισης»  θα  µπορούσε  να 

χρησιµοποιηθεί  για  τον έλεγχο  του πληθυσµού τους  αλλά και  της  παρουσίας  τους  στους 

αµπελώνες κατά τη διάρκεια του τρύγου. 
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6 ΠΑΡΑΡΤΗΜΑ

Πίνακας 1: Μέσες συγκεντρώσεις IBMP, IPMP και secBMP που έχουν αναφερθεί σε 
σταφύλια (ng/L)6

Ποικιλία Προέλευση Στάδιο Έτος 
Τρύγου

Μ.Μ.Θ. IBMP IPMP secBMP

Sauvignon 
Blanc

Αυστραλία 0,5-79
Αυστραλία 19,8 8-16
Αυστραλία 23,9 <3
Ιαπωνία 30α 1997 101,2 48,7
Αυστραλία ε 1987 22,2 35,4 1,1
Αυστραλία ε 1988 27,0 30,7 1,6
Αυστραλία ε 1987 19,4 78,5 6,8 0,6
Αυστραλία ε 1987 20,2 8,6 0,6
Αυστραλία ε 1987 19,6 12,1 0,6 0,1
Αυστραλία ω 1987 22,2 1,3 1,0
Αυστραλία ω 1988 27,0 0,6 0,3
Αυστραλία ω 1987 19,4 13,4 1,3
Αυστραλία ω 1987 20,2 11,5 0,5
Αυστραλία ω 1987 19,6 9,5 0,5 0,5
Ιαπωνία τ 1997 0,5 0,2

Cabernet 
Sauvignon

Αυστραλία 23,9 0,5-189
Ιαπωνία 10α 1997 18,6 6,9
Ιαπωνία 30α 1997 96,2 16,2
Ιαπωνία 50α 1997 143,0 2,7
Ιαπωνία 70α 1997 23,0 0,6
Ισπανία κ 1998 23,5 18,4-42,5 <5,4 4,0-9,6
Γαλλία ε 1997 100
Γαλλία ε 1996 30-45
Ισπανία ε 1998 23,5 10,9-20,0 <8,0 2,4-

13,0
Ισπανία µ 1998 23,5 5,6-18,0 <15,0 3,0-

18,2
Γαλλία ω 1996 10-20
Ισπανία ω 1998 23,5 3,7-7,0 <3,0 2,3-4,6
Ιαπωνία τ 1995 17,5
Ιαπωνία τ 1997 1,5 <0,2
Ισπανία τ 1998 23,5 <3,9 <4,7 <4,1
Γαλλία µούστος 1996 4-20
Ισπανία µούστος 1998 23,5 4,3-10,0 <2,8 <3,4

Merlot Noir Ιαπωνία 30α 1997 227,3 15,4
Γαλλία ε 1997 60
Ισπανία ε 1998 23,5 21,7 15,8 11,2
Ισπανία ω 1998 23,5 10,4 10,7 6,3
Γαλλία ω 1997 20
Ισπανία τ 1998 23,5 5,6 2,7 2,1
Ιαπωνία τ 1997 0,9 <0,2
Γαλλία µούστος 1996 5-12,9
Ισπανία µούστος 1998 23,5 19,4 18,1 8,2

Pinot Noir Ιαπωνία 30α 1997 1,4 0,4±0,2
Ιαπωνία τ 1997 <0,2 <0,2

Muscat Baley A Ιαπωνία 30α 1997 0,3 <0,2
Ιαπωνία τ 1997 <0,2 <0,2
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Semillon Ιαπωνία 30α 1997 307,0 40,3
Ιαπωνία τ 1997 2,6 0,3

Chardonnay Ιαπωνία 30α 1997 33,3 2,3
Ιαπωνία τ 1995 5,3
Ιαπωνία τ 1997 0,2 <0,2

Riesling Ιαπωνία 30α 1997 54,7 6,4
Ιαπωνία τ 1997 0,3 <0,2

ΜΜΘ: Μέση µηνιαία θερµοκρασία κατά την ωρίµανση (°C)
10α, 30α, 50α και 70α:10, 30 ,50 και 70 µέρες µετά την άνθηση, αντίστοιχα
κ: καρπόδεση, ε: έναρξη ωρίµανσης, µ: µέση ωρίµανσης, ω: τέλος ωρίµανσης, τ: τρύγος

Πίνακας 2: Μέσες συγκεντρώσεις IBMP, IPMP και secBMP που έχουν αναφερθεί σε 
οίνους (ng/L) 6

Ποικιλία Προέλευση Έτος τρύγου Μ.Μ.Θ. IBMP IPMP secBMP

Sauvignon Blanc Αυστραλία
19,4-27,0 6,8 1,3 <1

Αυστραλία & 
Νέα Ζηλανδία 1984/85 4,7

Γαλλία 6-38 2-4 0-2
Νέα Ζηλανδία 25,9 4,4
Νέα Ζηλανδία 1985 35 <6 <0,5

Cabernet 
Sauvignon

Αυστραλία
18,0 3,6-56,3

Γαλλία 5-30
Γαλλία 1995 11-15,4
Γαλλία 1996 8-19
Ιαπωνία 1975-1988 5-28
Ιαπωνία 1989 23,5 17
Ιαπωνία 1990 23,3 4
Ιαπωνία 1991 23,2 10
Ιαπωνία 1992 22,6 9
Ιαπωνία 1993 21,7 35
Ιαπωνία 1994 23,6 3
Ιαπωνία 1995 25,3
Ιαπωνία 1996 6,5 0,2
Ισπανία 1998 23,5 3,4-15,3 <1 <5,8

>80% Cabernet 
Sauvignon

Αυστραλία 22,7 3,6
Αυστραλία 23,6 6,2-7,6
Αυστραλία 21,2 9,1
Αυστραλία 19,8 11,2
Αυστραλία 20,0 12,3
Αυστραλία 22,7 17,1
Αυστραλία 18,0 26,1
Νέα Ζηλανδία 17,9-18,8 27,6-28,6

Merlot Noir Γαλλία 4-23
Γαλλία 5,1-10,8
Γαλλία 1993 9-16
Γαλλία 1994 6,5-13
Γαλλία 1995 3,7-7,5
Γαλλία 1996 3-16
Γαλλία 1996 6-12
Ιαπωνία 1989-1994 11
Ιαπωνία 1996 0,8 0,2-0,3
Ισπανία 1998 23,5 25,2-27,3 3,9-4,5 9,8-

10,3
Cabernet Franc Γαλλία 6-34

Γαλλία 8,5-12,1
Γαλλία 1995 4-5
Γαλλία 1996 2-11
Ιαπωνία 1987-1992 14

Pinot Noir Γαλλία
1983 <0.7 0.12-

0.26
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Muscat Baley A Ιαπωνία
1989-1994 1

Chardonnay Ιαπωνία 1995 11,6
Zweigeltrebe Ιαπωνία

1983-1991 3

Ξινόµαυρο Ελλάδα 1995 15-33

ΜΜΘ: Μέση µηνιαία θερµοκρασία κατά την ωρίµανση (°C)

Πίνακας 3: Στοιχεία ασφάλειας IBMP, IPMP και secBMP.
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