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1.1. Περίληψη 

Σκοπός της παρούσας εργασίας ήταν να µελετηθεί η επίδραση του θειώδους ανυδρίτη 

στην αυθόρµητη ερυθρή οινοποίηση µε την χρήση σταφυλιών της ποικιλίας 

Αγιωργήτικο. Το γλεύκος κατανεµήθηκε σε 6 δοχεία 12 λίτρων και ακολούθησε η 

προσθήκη 80 mg/L µεταδιθειώδους καλίου στα 3 εξ’ αυτών. Η εξέλιξη της ζύµωσης 

µελετήθηκε µέσω της µεταβολής της πυκνότητας, του ελεύθερου και ολικού θειώδους 

ανυδρίτη. Παράλληλα χρησιµοποιήθηκαν κλασικές µικροβιολογικές τεχνικές για την 

αρίθµηση του µικροβιακού πληθυσµού αλλά και τεχνικές που δε βασίζονται στην 

καλλιέργεια των µικροοργανισµών (DGGE). Η ταυτοποίηση της επικρατούσας 

µικροχλωρίδας πραγµατοποιήθηκε αρχικά µε οµαδοποίηση µε SDS-PAGE των 

ολικών κυτταρικών πρωτεϊνών, RAPD-PCR και rep-PCR και στη συνέχεια µε 

αλληλούχιση του 26S ριβοσωµικού DNA αντιπροσωπευτικού αριθµού στελεχών. Η 

τιµή του pH και η θερµοκρασία παρέµειναν σταθερές καθ’ όλη τη διάρκεια της 

ζύµωσης στα επίπεδα του 3.4 και των 22οC, αντίστοιχα. Ο ελεύθερος και ο ολικός 

θειώδης ανυδρίτης ήταν 11,5 ppm και 29,4 ppm στην αρχή και 16,6 ppm και 38,4 

ppm στο τέλος της ζύµωσης, αντίστοιχα. Η ολική ογκοµετρούµενη οξύτητα 

κυµάνθηκε από 6 έως 9 (g τρυγικού οξέως ανά λίτρο οίνου). Όπως προέκυψε από τις 

αναλύσεις που στηρίχθηκαν σε τεχνικές µε προηγούµενη καλλιέργεια των 

µικροοργανισµών, απουσία του θειώδους ανυδρίτη συµµετείχαν στη ζύµωση τα είδη 

Saccharomyces cerevisiae, Hanseniaspora uvarum, Metschnikowia pulcherrima και 

Lanchancea thermotolerans µε τελική επικράτηση του είδους S. cerevisiae. Παρουσία 

του θειώδους ανυδρίτη non-Saccharomyces είδη παρατηρήθηκαν µόνο την πρώτη 

µέρα της ζύµωσης, ενώ από τη µέση έως το τέλος επικράτησε το είδος S. cerevisiae. 

Όσον αφορά στην ποικιλοµορφία των στελεχών του είδους S. cerevisiae, ήταν 

µεγαλύτερη απουσία του θειώδους ανυδρίτη. Παράλληλα, µε την PCR-DGGE 

διαπιστώθηκε η ύπαρξη µόνο των ειδών S. cerevisiae και H. uvarum απουσία 

θειώδους ανυδρίτη καθώς επίσης και την πρώτη µέρα της ζύµωσης παρουσία 

θειώδους ανυδρίτη και του είδους S. cerevisiae στις υπόλοιπες φάσεις της ζύµωσης. 

 

Λέξεις κλειδιά: Αυθόρµητη ερυθρή οινοποίηση, Θειώδης ανυδρίτης, Saccharomyces 

cerevisiae 
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1.2. Abstract  

In the present study the effect of sulfur dioxide in the microbial population dynamics 

during spontaneous red wine fermentation from the Greek cultivar Agiorgitiko was 

monitored. Fermentation was carried out in 12 liter bottles without and with 80 mg/L 

metabisulfit, in triplicate. Fermentation was monitored by measuring density, total 

and free sulfur dioxide, as well as by qualitative and quantitative assessment of the 

microbiota. The latter was performed by classical microbiological techniques as well 

as culture-independent ones (DGGE). In addition, clustering of the isolates was 

performed by SDS-PAGE of whole cell proteins, RAPD-PCR and rep-PCR and 

identification by sequencing of the 26S-rRNA gene. Ιnitial pH and temperature 

remained stable at 3.4 and 22 οC, respectively. Total and free sulfur dioxide was 11,5 

ppm and 29,4 ppm in the beginning and 16,6 ppm and 38,4 ppm at the end of 

fermentation, respectively. Total titratable acidity (TTA) was observed between 6 and 

9 (g tartaric acid/liter). In the absence of SO2 Saccharomyces cerevisiae, 

Hanseniaspora uvarum, Metschnikowia pulcherrima and Lanchancea thermotolerans 

were detected during fermentation with S. cerevisiae dominating the yeast population. 

In SO2 presence, non-Saccharomyces species were observed in the first day of 

fermentation, while S. cerevisiae dominated at last. Genotypic diversity of S. 

cerevisiae was larger in the absence of SO2. PCR-DGGE demonstrated only S. 

cerevisiae and H. uvarum in the absence of SO2 and also in the first day of the 

fermentation with SO2, while S. cerevisiae prevailed in the rest sampling points of the 

fermentation with SO2. 

 

 

 

 

 

Keywords: Red wine spontaneous fermentation, Sulfur dioxide, Saccharomyces 

cerevisiae 
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2. Εισαγωγή 

2.1. Αγιωργήτικο 

 

Μια από τις σηµαντικότερες ελληνικές ποικιλίες για την παραγωγή οίνου είναι 

η ποικιλία Αγιωργήτικο. Καλλιεργείται κυρίως στη Νεµέα (εικόνα 1). Η ζώνη 

παραγωγής οίνων ΟΠΑΠ οριοθετήθηκε το 1971 µε το Β.∆ 539/71 και αναγνωρίστηκε 

ως ονοµασία προέλευσης για τους ξηρούς και γλυκούς οίνους της ποικιλίας 

Αγιωργήτικο.  

 

Εικόνα 1 : Φωτογραφία από το Google earth 

Η περιοχή χαρακτηρίζεται από έντονο πολυµορφισµό, το έδαφος είναι 

αργιλοπηλώδες, µε καλή στράγγιση και γονιµότητα. Έχει έντονη υψοµετρική 

διακύµανση και η µέση ετήσια θερµοκρασία κυµαίνεται µεταξύ 16 oC.  και 18 oC.  

Η ποικιλία Αγιωργήτικο είναι πολύ πλούσια σε φαινολικά συστατικά, που 

συντελούν στο βαθύ κόκκινο χρώµα του οίνου. Από την ποικιλία αυτή µπορούν να 

παραχθούν οίνοι µε αρµονική γεύση, έντονο αρωµατικό χαρακτήρα και υψηλό 

αλκοολικό τίτλο. 
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2.2. Οινοποίηση 

 

Εξωτερικά, στον φλοιό των σταφυλιών υπάρχουν µικροοργανισµοί οι οποίοι 

µπορούν να µετατρέψουν τα σάκχαρα σε αλκοόλη. Η οινοποίηση µπορεί να γίνει µε 

δύο τρόπους, είτε αυθόρµητα, είτε µε την προσθήκη εξωγενών ζυµοµυκήτων που 

πωλούνται στο εµπόριο. Σε αντίθεση µε τις περισσότερες ζυµώσεις, όπου το θρεπτικό 

µέσο αποστειρώνεται πριν τον εµβολιασµό, στην οινοποίηση ο µούστος δεν 

αποστειρώνεται. Στην Ευρώπη συνήθης πρακτική σε πολλά οινοποιεία είναι η 

αυθόρµητη ζύµωση µε αυτόχθονες ζύµες, που υπάρχουν εξωτερικά στην επιφάνεια 

των σταφυλιών και στο περιβάλλον του οινοποιείου και δεν είναι προβλέψιµη 

(Pretorius, 2000). Τα τελευταία χρόνια η οινοποίηση πραγµατοποιείται µε εµπορικά 

σκευάσµατα επιλεγµένων στελεχών (Barre and Vezinhet, 1984) µε σκοπό να 

εξασφαλιστεί σταθερότητα στο παραγόµενο προϊόν. 

Πριν τον εµβολιασµό, προστίθεται διοξείδιο του θείου, που έχει αντιµικροβιακή 

δράση, µε σκοπό την µείωση του ενδογενούς πληθυσµού. Η επίδραση δεν είναι 

πλήρως αποτελεσµατική (Martinez et al., 1989; Henick-Kling et al., 1998). Τα 

εµπορικά σκευάσµατα ζυµοµυκήτων ενοφθαλµίζονται στον µούστο µετά την 

διαδικασία της πίεσης των σταφυλιών. Το αποτέλεσµα είναι η γρήγορη παραγωγή 

ενός επαναλήψιµου προϊόντος. (Rankine and Lloyd, 1963; Querol et al., 1992b; 

Degre, 1993; Pretorius, 2000; Mannazzu et al., 2002; Romano et al., 2003b). Όσον 

αφορά την ποιότητα του οίνου, υπάρχει διαφωνία όσον αφορά τη χρήση ή όχι 

εµπορικών σκευασµάτων ζυµών και το πώς οι αυτόχθονες ζύµες µπορούν να δώσουν 

έναν ιδιαίτερο χαρακτήρα (Fleet and Heard, 1993). 

 

 

2.3. Ερυθρή οινοποίηση  

 

Στην ερυθρή οινοποίηση σηµαντικό ρόλο έχει και η διαδικασία της εκχύλισης, 

από το σταφύλι, των φαινολικών συστατικών και ιδιαίτερα των ανθοκυανών και των 

ταννινών που συµβάλλουν στο κόκκινο χρώµα του οίνου.  Το στάδιο ωριµότητας του 

σταφυλιού είναι κρίσιµο για την περιεκτικότητά του σε φαινολικά συστατικά και κατ’ 

επέκταση για τη διαµόρφωση του οίνου. Εξαρτάται από το αµπέλι, το κλίµα, τη 
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σύσταση του εδάφους και των φυσιολογικών και βιοχηµικών διεργασιών, µέσω των 

οποίων επιτυγχάνεται η ωρίµανση (Peynaud and Ribereau-Gayon, 1971; Ribereau-

Gayon et al., 1975; Champagnol, 1984; Huglin, 1986; Kanellis and Roubelakis-

Angelakis, 1993; Flanzy, 2000; Roubelakis-Angelakis, 2001). 

 

 

 

Εικόνα 2 : Κατανοµή ανθοκυανών, σακχάρων και οργανικών οξέων στα µέρη της ράγας σταφυλιού, 

(Coombe, 1987). 

 

Όπως σε όλους τους οίνους, έτσι και στην ερυθρή οινοποίηση, η πρώτη ύλη 

καθορίζει σε µεγάλο βαθµό το παραγόµενο προϊόν. Το σταφύλι περιέχει φαινολικά 

συστατικά τόσο στους φλοιούς όσο και στα γίγαρτα (εικόνα 2). Η εκχύλισή τους 

εξαρτάται από πολλούς παράγοντες όπως η µέθοδος οινοποίησης, ο χρόνος 

εκχύλισης, η θερµοκρασία, η προσθήκη θειώδους ανυδρίτη, η δράση πηκτινολυτικών 

ενζύµων. Η επιλογή της κατάλληλης µεθόδου και η ρύθµιση των υπόλοιπων 

παραµέτρων θα πρέπει να γίνει ανάλογα µε την ποικιλία της πρώτης ύλης και µε την 

ποιότητα του οίνου που είναι επιθυµητό να παραχθεί.  

 

 

 

Φλοιός 

Ανθοκυάνες 

Προανθοκυανιδίνες 

Γλεύκος 

Νερό 

Οργανικά οξέα 

Σάκχαρα 

Γίγαρτα 

Προανθοκυανιδίνες 
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2.4. Χρήση του θειώδη ανυδρίτη στην οινοποίηση 

 

Το διοξείδιο του θείου χρησιµοποιείται ευρέως στην οινοποίηση, έχει 

αντιµικροβιακές και αντιοξειδωτικές ιδιότητες και προστατεύει τον οίνο από την 

προσβολή από µη επιθυµητούς µικροοργανισµούς τόσο στην αρχή της ζύµωσης, όσο 

και κατά την εµφιάλωση. Συνήθης οινολογική πρακτική είναι η προσθήκη διοξειδίου 

του θείου πριν την έναρξη της αλκοολικής ζύµωσης. Η ποσότητα, που πρόκειται να 

προστεθεί στο µούστο εξαρτάται από την υγεία των σταφυλιών και τη θερµοκρασία 

που λαµβάνει χώρα η εκχύλιση. Η προσθήκη αυτή προσφέρει τον έλεγχο της 

ανάπτυξης ενδογενών µικροοργανισµών, ενώ παράλληλα προστατεύει το µούστο από 

οξειδώσεις. Με αυτόν τον τρόπο µειώνεται ο πληθυσµός των αυτοχθόνων 

µικροοργανισµών που υπάρχουν στο µούστο.  

Μετά την προσθήκη θειώδους ανυδρίτη προστίθενται οι εξωγενείς ζύµες για να 

ξεκινήσει η αλκοολική ζύµωση. Ένα ακόµη στάδιο της οινοποίησης που προστίθεται 

θειώδης ανυδρίτης είναι στη λήξη της αλκοολικής ζύµωσης. Προσφέρει προστασία 

από την προσβολή από βακτήρια, που µπορεί να αλλοιώσουν την ποιότητα του οίνου. 

Η επίδραση του θειώδους ανυδρίτη στους µικροοργανισµούς εξαρτάται από το είδος 

και το στέλεχος του µικροοργανισµού. Προκαλεί την καταστολή της ανάπτυξης τόσο 

των ζυµών που δεν ανήκουν στο γένος Saccharomyces, όσο και αυτών που ανήκουν 

σε αυτό το γένος (Suzzi and Romano, 1982). Βέβαια, η προσθήκη εξωγενών ζυµών 

µπορεί από µόνη της να αναστείλει την ανάπτυξη άλλων ζυµοµυκήτων (Henick-Kling 

et al., 1998). και επιταχύνει την επικράτηση αναερόβιων συνθηκών. Αν και οι 

µικροοργανισµοί που βρίσκονται στην επιφάνεια των σταφυλιών και στο περιβάλλον 

του οινοποιείου µπορεί να συµµετέχουν στη ζύµωση (Bouix et al., 1981), τα 

εµβολιασµένα στελέχη είναι αυτά που επικρατούν και ολοκληρώνουν τη ζύµωση. 

Εκτός από τις αντιµικροβιακές ιδιότητες, το διοξείδιο του θείου διευκολύνει την 

εκχύλιση φαινολικών συστατικών από τους φλοιούς και τα γίγαρτα. Με αυτόν τον 

τρόπο συµβάλει στην αύξηση της έντασης και της σταθεροποίησης του χρώµατος. 

Αυξάνει την εκχυλισµατικότητα των ανθοκυανών από τους φλοιούς και επιδρά στις 

ανθοκυάνες οι οποίες µεταπίπτουν στην άχρωµη µορφή, αν και αυτή η επίδραση είναι 

αναστρέψιµη. Επιδρά επίσης στα φλαβονοειδή και καθυστερεί τη δηµιουργία 

σταθερών συµπλόκων µεταξύ ανθοκυανών και ταννινών. 
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Κεφάλαιο 1: Φαινολικά συστατικά του οίνου 

 

1. Εισαγωγή 

 

Τα φαινολικά συστατικά παίζουν πολύ σηµαντικό ρόλο στην ερυθρή 

οινοποίηση συµµετέχοντας κυρίως στο χρώµα και τη γεύση του οίνου. Έχουν 

αντιβακτηριδιακή και αντιοξειδωτική δράση καθώς οι οµάδες υδροξυλίου στα µόρια 

των πολυφαινολών µπορούν να δεχτούν ένα ηλεκτρόνιο και να σχηµατίσουν 

σταθερές ρίζες. Παρέχουν προστασία από καρδιοαγγειακές παθήσεις στους 

καταναλωτές κυρίως του ερυθρού οίνου. Προέρχονται από διαφορετικά µέρη της 

σταφυλής και εκχυλίζονται κατά τη διάρκεια της οινοποίησης. Η δοµή τους αλλάζει 

κατά την παλαίωση και την παραµονή του οίνου σε βαρέλι ή στη φιάλη. Στο κρασί 

κατηγοριοποιούνται στα φλαβονοειδή και στα µη φλαβονοειδή. 

 Η περιεκτικότητα του οίνου σε φλαβονοειδή εξαρτάται από την συγκέντρωσή 

τους στο σταφύλι, από τη διαδικασία εκχύλισης καθώς και από την επίδραση χηµικών 

πρόσθετων όπως το διοξείδιο του θείου. Στην ερυθρή οινοποίηση τα φλαβονοειδή 

προέρχονται από τους φλοιούς, τα γίγαρτα, τους βόστρυχες ή/και τα φύλλα αν 

υπάρχουν στη δεξαµενή. Η εκχύλιση διαρκεί µέχρι τα στέµφυλα να αποµακρυνθούν 

από τη δεξαµενή. Επίσης η εκχύλιση τους εξαρτάται από τη διαλυτότητα των ουσιών, 

από το στάδιο ωρίµανσης του σταφυλιού, από τη συγκέντρωση της αλκοόλης και από 

τη θερµοκρασία. 

Το χρώµα των ερυθρών οίνων οφείλεται κυρίως στο περιεχόµενο των 

ανθοκυανών. Ο πολυµερισµός των ελεύθερων ανθοκυανών είναι ουσιώδης για τη 

σταθερότητα του χρώµατος καθώς η ελεύθερη µορφή των ανθοκυανών είναι 

ασταθής. 
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1.1. Κατάταξη φαινολικών συστατικών 

Τα φαινολικά συστατικά διακρίνονται στα φλαβονοειδή και τα µη 

φλαβονοειδή. 

• Φλαβονοειδή: φλαβανόλες, φλαβονόλες, προκυανιδίνες, ταννίνες, 

ανθοκυάνες 

• Μη φλαβονοειδή: βενζοϊκά οξέα, υδροξυκινναµωµικά οξέα 

 

Τα φλαβονοειδή χαρακτηρίζονται από ένα ανθρακικό σκελετό C6 - C3 –C6 που 

αποτελείται από δύο φαινολικούς δακτυλίους (Α και Β) ενωµένους µε έναν κεντρικό 

πυρανικό (περιέχει οξυγόνο) δακτύλιο (C). Περιέχουν µία ή περισσότερες 

υδροξυοµάδες στον δακτύλιο. Αν και εµπεριέχουν οµάδες αλκοολών δεν έχουν 

ιδιότητες όµοιες µε των αλιφατικών αλκοολών. 

Τα κυριότερα φλαβονοειδή στο κρασί είναι οι κατεχίνες (φλαβαν-3-όλες) και οι 

ανθοκυάνες. Συναντώνται ελεύθερα ή δεσµευµένα σε άλλες φλαβονοειδείς ενώσεις, 

σε σάκχαρα, και σε µη φλαβονοειδείς ενώσεις ή σε συνδυασµό των παραπάνω. Η 

βιολογική τους δράση στον καρπό τόσο των σταφυλιών όσο και άλλων φυτών είναι η 

πρώτη γραµµή άµυνας ενάντια σε παθογόνα µικρόβια, έντοµα και φυτοφάγα ζώα. 

Τα µη φλαβονοειδή συστατικά του οίνου κατηγοριοποιούνται στα 

υδροξυβενζοικά και τα υδροξυκινναµωµικά οξέα, της πτητικές φαινόλες, τα 

στιλβένια και κάποια άλλα χηµικά στοιχεία (κουµαρίνες). Παρόλο που δεν είναι 

έγχρωµες ενώσεις, συµβάλλουν στην ένταση και τη σταθερότητα του χρώµατος µε 

αντιδράσεις µεταξύ τους ή µε άλλες χηµικές ενώσεις.  

 

 

1.2. Κυριότερες φαινολικές ενώσεις σταφυλιών  

1.2.1. Ανθοκυάνες 

 

Οι ανθοκυάνες συναντώνται στους φλοιούς των σταφυλιών και στα Vitis 

vinifera βρίσκονται µε τη µορφή 3-Ο-µονογλυκοζιτών των πέντε κυριότερων 

ανθοκυανιδινών: δελφινιδίνης, κυανιδίνης, πετουνιδίνης, πεονιδίνης και µαλβιδίνης. 

∆ιαφέρουν µεταξύ τους στη θέση των υδροξυλίων και των µεθοξυ-οµάδων του Β 

δακτυλίου (εικόνα 3). Η αλκυλίωση γίνεται στo έκτο άτοµο άνθρακα του µορίου της 
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γλυκόζης µε εστεροποίηση µε οξικό, κουµαρικό και καφεϊκό οξύ (Mazza and Miniati, 

1993). Πρόσφατα βρέθηκε και η ύπαρξη αλκυλιωµένων ανθοκυανών µε γαλακτικό 

οξύ (Alcalde-Eon et al. 2006).  

 
Εικόνα 3 : Χηµικός σκελετός και διαφοροποίηση ανθοκυανών. 

 

Το περιεχόµενο των ανθοκυανών µπορεί να χρησιµοποιηθεί για την ταξινόµηση 

βασισµένη σε χηµικά κριτήρια κάποιων ποικιλιών. Η σχέση που υπάρχει µεταξύ του 

συνόλου των ανθοκυανών και της συγκέντρωσης της κάθε ένωσης ξεχωριστά µπορεί 

να χρησιµοποιηθεί για τον χαρακτηρισµό µιας ποικιλίας (Roggero et al. 1986b; 

Ortega Meder et al. 1994; Baldi et al. 1993; Roggero et al. 1988; Mattivi et al. 2006). 

Η περιεκτικότητα της κάθε ποικιλίας σε ανθοκυάνες εξαρτάται από πολλούς 

παράγοντες: την ποικιλία, την ωριµότητα των πρέµνων, το κλίµα και την περιοχή 

όπου καλλιεργούνται και από την απόδοση (Roggero et al. 1986a; Gonzalez-San Jose 

et al. 1990; Vivas et al. 2001). Όσον αφορά τη σύσταση του οίνου σε ανθοκυάνες, 

εξαρτάται από την εκχύλιση και τις οινοποιητικές τεχνικές. Η εκχύλιση των 
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ανθοκυανών από τους φλοιούς µπορεί να λάβει µέρος πριν ή κατά τη διάρκεια της 

οινοποίησης. 

Οι ανθοκυάνες µεταπίπτουν σε τέσσερις διαφορετικές µορφές, τη µορφή του 

φλαβυλίου (κόκκινο), τη µορφή της κινόνης (µπλε), τη µορφή της ηµιακετάλης 

(άχρωµη) και τη µορφή της χαλκόνης (άχρωµη) (Brouillard, 1982). Στο κρασί που το 

pH κυµαίνεται κοντά στο 3,5 η ισορροπία τείνει προς τη µορφή της ηµιακετάλης. 

Όσο προχωράει η εκχύλιση, το περιεχόµενο των ελεύθερων ανθοκυανών µειώνεται 

αλλά η σταθερότητα του χρώµατος αυξάνεται καθώς οι ανθοκυάνες πολυµερίζονται 

µε τις προκυανιδίνες. Στην αρχή, η εκχύλιση των φλαβονοειδών από τους φλοιούς 

δεν εξαρτάται από το περιεχόµενο της αλκοόλης. Στην τελική συγκέντρωση όµως, 

όταν αυξάνεται η αλκοόλη γίνεται πιο εύκολη η εκχύλιση των φλαβονοειδών τόσο 

στους φλοιούς όσο και στα γίγαρτα (Canals et al. 2005).. 

 

 

1.2.2. Φλαβανόλες, φλαβονόλες 

 

Οι φλαβονόλες και οι φλαβανόλες επίσης ανήκουν στην οικογένεια των 

φλαβονοειδών ενώσεων. Οι φλαβανόλες (φλαβαν-3-όλες), είναι υδροξυλιωµένες 

στην 3η θέση και συναντώνται ως µονοµερή, ολιγοµερή και πολυµερή. Οι κύριες 

ενώσεις αυτής της οµάδας είναι η (+) κατεχίνη και το ισοµερές της, η (-) επικατεχίνη 

(Su and Singleton 1969).  

Τα ολιγοµερή και τα πολυµερή των φλαβανολών που αλλιώς ονοµάζονται 

συµπυκνωµένες ταννίνες η προανθοκυανιδίνες έχουν την ιδιότητα να αλληλεπιδρούν 

µε πρωτεΐνες και να τις καταβυθίζουν. Οι φλαβονόλες έχουν προστατευτικό ρόλο 

έναντι στη UV ακτινοβολία, και βρίσκονται στο φλοιό των σταφυλιών και στα 

φύλλα. Κάποιες φλαβονόλες µπορούν να βρεθούν στο γλεύκος (Pereira et al. 

2006),αλλά όχι στα γίγαρτα. (Rodriguez Montealegre et al. 2006). Η κυριότερη οµάδα 

είναι οι 3-γλυκοζίτες της κερκετίνης που είναι δι-υδροξυλιωµένη στον Β δακτύλιο. 
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1.2.3. Υδροξυβενζοικά οξέα 

 

Τα υδροξυβενζοϊκά οξέα χαρακτηρίζονται από έναν C6-C1 σκελετό. Στον οίνο 

συναντώνται κυρίως στην ελεύθερη τους µορφή (Drawert et al. 1974; Fernandez de 

Simon et al. 1992; Garcia-Viguera and Bridle 1995; Guntert et al. 1986; Monagas et 

al. 2005a,b; PenaNeira et al. 2000; Pozo-Bayon et al. 2003; Salagoıty-Auguste and 

Bertrand 1984; Vanhoenacker et al. 2001). Το γαλλικό οξύ βρίσκεται σε ιδιαίτερα 

υψηλές συγκεντρώσεις ανάµεσα στα υδροξυβενζοϊκά οξέα και προέρχεται από το 

σταφύλι αλλά και από την υδρόλυση ταννινών. Η συγκέντρωσή του µπορεί να 

ποικίλει ανάλογα µε την ποικιλία του αµπελιού και τις συνθήκες ανάπτυξης 

 

 

1.2.4. Υδροξυκινναµωµικά οξέα 

 

Τα υδροξυκινναµωµικά οξέα χαρακτηρίζονται από έναν C6-C3 σκελετό (εικόνα 

4). Το καφταρικό οξύ κυριαρχεί σε σχέση µε τα υπόλοιπα υδροξυκινναµωµικά οξέα 

σε ποσοστό περίπου 50% 

.  

Εικόνα 4 : Χηµικός σκελετός υδροξυκινναµωµικών οξέων. 
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Η συγκέντρωση των υδροξυκινναµωµικών οξέων εξαρτάται από την ποικιλία 

της αµπέλου, τις συνθήκες ανάπτυξης, το κλίµα. Και αυτή η αµάδα εµφανίζει µεγάλη 

ποικιλοµορφία στη συγκέντρωση. έχουν αναφερθεί συγκεντρώσεις 100 mg/L.  

 

1.3. Επιπτώσεις της κατανάλωσης ερυθρού οίνου στην υγεία του 

ανθρώπου 

 

Η κατανάλωση οίνου και ιδιαίτερα ερυθρού που έχει µεγαλύτερη 

περιεκτικότητα σε φαινολικά έχει τροµερές επιπτώσεις στην αρτηριοσκλήρωση και 

στη στεφανιαία νόσο. Ιδιαίτερα στον δυτικό κόσµο, όπου οι ασθένειες της καρδιάς 

είναι υπαίτιες για µεγάλη θνησιµότητα, η κατανάλωση ερυθρού οίνου έχει 

συσχετιστεί µε τη µείωση των καρδιακών νοσηµάτων (Wine Institute, 1997). Η 

κατεχίνη και η κερκετίνη, που είναι φυσικά αντιοξειδωτικά φαίνεται να έχουν 

σηµαντικό ρόλο στη µείωση των καρδιαγγειακών νοσηµάτων. Η ρεσβερατρόλη 

θεωρείται ότι έχει ισχυρή αντικαρκινική δράση. Επίσης η κερκετίνη και η trans 

ρεσβερατρόλη έχουν βρεθεί να µειώνουν τα καρκινικά κύτταρα στο µαστό. Τα 

φαινολικά συστατικά του κρασιού απορροφώνται από τον οργανισµό και αυξάνουν 

τη συγκέντρωση των αντιοξειδωτικών ουσιών στο αίµα. 
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2. Υλικά και Μέθοδοι 

2.1. ∆ιαδικασία ζύµωσης 

 

Τα σταφύλια προήλθαν από την περιοχή του Ασπρόκαµπου Νεµέας µε υψόµετρο 

807 µέτρα. Ο τρύγος πραγµατοποιήθηκε στις 15 Οκτώβρη 2012, όταν τα σταφύλια 

είχαν φτάσει στη φαινολική ωριµότητα. Πραγµατοποιήθηκε σπάσιµο των ραγών στο 

οινοποιείο. Ο µούστος µαζί µε τα στέµφυλα ισοµοιράστηκε σε 6 δοχεία 12 λίτρων. 

Στα 3 από αυτά, προστέθηκε 80mg/L µετα-διθειώδες κάλιο, στο καθένα. Έπειτα 

µεταφέρθηκαν στις εγκαταστάσεις του Γεωπονικού Πανεπιστηµίου Αθηνών και 

αφέθηκαν για ζύµωση σε θερµοκρασία περιβάλλοντος, η οποία δεν ξεπέρασε τους 

22oC µέσα στα βαρέλια. Την πρώτη και την τρίτη µέρα της ζύµωσης προστέθηκαν 

100mg/L και 200mg/L θρεπτικά υλικά, αντίστοιχα. Καθ όλη τη διάρκεια της 

οινοποίησης γινόταν ανάδευση του µούστου µε τα στέµφυλα 2 φορές την ηµέρα (ανά 

12 ώρες) µε ανακίνηση του βαρελιού. Την 11η µέρα, όταν η πυκνότητα (density) 

έφτασε στο 1000, τα στέµφυλα αποµακρύνθηκαν. Την τελευταία µέρα της ζύµωσης 

προστέθηκε 80mg/L µετα-διθειώδες κάλιο στο κάθε βαρέλι για να σταµατήσει η 

ζύµωση. 

 

2.2. Φυσικοχηµικές αναλύσεις 

 

Σε κάθε δειγµατοληψία για την παρατήρηση της πληθυσµιακής αύξησης (ανά 12 

ώρες) γινόταν προσδιορισµός της θερµοκρασίας, της πυκνότητας, του pH και της 

ολικής ογκοµετρούµενης οξύτητας. Την 1η και την 14η (τελευταία) µέρα έγινε 

ποσοτικός προσδιορισµός ολικού και ελεύθερου θειώδους ανυδρίτη. Την 14η 

(τελευταία) µέρα της ζύµωσης προσδιορίστηκε ο αλκοολικός βαθµός µε τη µέθοδο 

της απόσταξης. 
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2.2.1. Μέτρηση ελεύθερου θειώδους ανυδρίτη 

 

• σε κωνική φιάλη των 250 mL προστίθενται 

• 50 mL οίνου  

• 5 mL διαλύµατος H2SO4 25%   

• 1 mL δείκτη αµύλου 

• αναδεύση 

• τιτλοδότηση µε πρότυπο διάλυµα ιωδίου 0.02 Ν (εµφάνιση µπλε χροιάς 

σταθερής για 20-30 sec) 

Έστω Α τα mL του διαλύµατος ιωδίου που καταναλώθηκαν.  

Ελεύθερος SO2 (mg/L) = 12.8 * A 

* Ο προσδιορισµός πρέπει να γίνεται αµέσως µετά το άνοιγµα της φιάλης γιατί ο 

θειώδης ανυδρίτης οξειδώνεται από τον αέρα. 

 

2.2.2. Μέτρηση ολικού θειώδους ανυδρίτη 

 

• σε κωνική φιάλη των 250 mL προστίθενται 

• 50 mL οίνου  

• 25 mL διαλύµατος ΚΟΗ 1Ν  

• ανακίνηση και παραµονή για 10 min 

• προσθήκη 10 mL διαλύµατος H2SO4 25%   

• 1 mL δείκτη αµύλου 

• αναδεύση 

• τιτλοδότηση µε πρότυπο διάλυµα ιωδίου 0.02 Ν (εµφάνιση µπλε χροιάς 

σταθερής για 20-30 sec) 

Έστω Β τα mL του διαλύµατος ιωδίου που καταναλώθηκαν.  

Ολικός SO2 (mg/L) = 12.8 * Β 
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2.2.3. Μέτρηση ολικής οξύτητας (µε δείκτη φαινολοφθαλεϊνης) 

Σε κωνική φιάλη µεταφέρονται: 

• 10 mL δείγµατος (αποµάκρυνση του διοξειδίου του άνθρακα µε αντλία κενού) 

• 40 mL αποσταγµένο νερό  

• 3-4 σταγόνες δείκτη φαινολοφθαλεϊνης 

• ανάδευση 

• τιτλοδότηση µε διάλυµα υδροξειδίου του νατρίου (NaOH 0,1 Ν) 

• εµφάνιση ρόδινης χροιάς σταθερής για 30 sec 

 

Έστω n τα mL του διαλύµατος ιωδίου που καταναλώθηκαν.  

Ολική οξύτητα (g/L τρυγικού οξέος)= 0.75 * n 

 

2.2.4. Μέτρηση αλκοολικού βαθµού 

 

• Προσθήκη 200mL οίνου σε ογκοµετρική φιάλη 

• Μέτρηση θερµοκρασίας 

• Μετάγγιση δείγµατος στη σφαιρική φιάλη της αποστακτικής συσκευής 

• Ξέπλυµα 4 φορές µε 5mL νερού κάθε φορά 

• Προσθήκη 10mL εναιωρήµατος CaOH 

• Προσθήκη µερικών τεµαχίων πορώδους ανενεργού υλικού (ελαφρόπετρα) 

• Σύνδεση σφαιρικής φιάλης στην αποστακτική συσκευή 

• Συγκέντρωση αποστάγµατος στην ογκοµετρική των 200mL 

• Συλλογή ¾ του αρχικού όγκου του αποστάγµατος 

• Συµπλήρωση έως τα 200mL µε απιονισµένο νερό 

• Μεταφορά σε ογκοµετρικό κύλινδρο 

• Μέτρηση αλκοολικού βαθµού µε αλκοολόµετρο 

• Μέτρηση θερµοκρασίας 

• ∆ιόρθωση αλκοολικού βαθµού µε τη βοήθεια του παρακάτω πίνακα 
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*η θερµοκρασία του αποστάγµατος δεν πρέπει να αποκλίνει από την αρχική 

θερµοκρασία πάνω από ± 2 οC και του αραιωµένου από στάγµατος, από τη 

θερµοκρασία περιβάλλοντος πάνω από ± 5 οC. 

 

2.3. Προσδιορισµός χρώµατος 

2.3.1. Ένταση / Απόχρωση (420, 520, 620nm) 

Στους ερυθρούς οίνους το µέγιστο απορρόφησης παρουσιάζεται στα 520 nm 

(ερυθρό). Με την πάροδο του χρόνου, παλαίωση, η απορρόφηση στα 520 nm 

µειώνεται και αυξάνεται η απορρόφηση στα 420 nm (κίτρινο). Για την αξιολόγηση 

αυτών των χρωµάτων, λαµβάνεται υπόψη η απορρόφηση στα 620 nm (κυανό), που 

αποδίδεται στις µορφές της βάσης, της κινόνης, των ελευθέρων και των ενωµένων 

ανθοκυανών. Η ένταση του χρώµατος στον οίνο αντικατοπτρίζεται από την αναλογία 

των απορροφήσεων Α420, Α520 και Α620 (Glories 1984) και το άθροισµα της Α420 και 

Α520 (Sudraud 1958). Η απόχρωση υπολογίζεται από την αναλογία των 

απορροφήσεων Α420 και Α520 (Glories 1984, Sudraud 1958). 

 

• Φυγοκέντρηση οίνου ή γλεύκους σε 4000rpm για 5 λεπτά 

• Μέτρηση απορρόφησης στα 420nm, 520nm και 620nm µε κυψελίδες γυαλιού 

10mm ή 1mm 

• Ένταση = Α420 + Α520 + Α620 

• Απόχρωση = Α420 / Α520 

*Πολλαπλασιασµός αποτελεσµάτων *10 αν η µέτρηση γίνει µε κυψελίδες 1mm 

 

2.3.2. ∆είκτης Ολικών Φαινολικών (∆.Φ.Ο) 

Η µέθοδος βασίζεται στην στο γεγονός ότι οι αρωµατικοί δακτύλιοι 

παρουσιάζουν ισχυρή απορρόφηση στο υπεριώδες φως. Το µέγιστο της απορρόφησης 

παρατηρείται στα 280nm. Μετρά την περιεκτικότητα των φλαβανοειδών 

(ανθοκυάνες, ταννίνες), των µη φλαβανοειδών φαινολών (φαινολικά οξέα) και 

κάποιων µη φαινολικών ουσιών. Μειονεκτήµατα της µεθόδου είναι ότι ορισµένες 

ενώσεις, (κινναµωµικά οξέα και χαλκόνες) δεν παρουσιάζουν µέγιστο απορρόφησης 
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στα 280nm, ότι στην απορρόφηση παρεµβάλλονται και ενώσεις που περιέχουν 

αρωµατικό δακτύλιο στο µόριό τους (πεπτίδια) και ότι δεν προσφέρει πληροφορίες 

για το είδος των φαινολών που συµµετέχουν. Τα σφάλµατα αυτά δεν θεωρούνται 

σηµαντικά καθώς η περιεκτικότητα των παραπάνω ουσιών στα σταφύλια και στους 

οίνους είναι χαµηλή. (Am. J. Enol. Vitic. 57(3):280-288. 2006) 

 

• Φυγοκέντρηση οίνου ή γλεύκους σε 4000rpm για 5 λεπτά 

• Αραίωση 1:100 σε ογκοµετρική φιάλη των 100mL 

• Μέτρηση απορρόφησης στα 280nm µε κυψελίδες χαλαζία 1cm 

• ∆.Φ.Ο. = OD * αραίωση δείγµατος 

 

2.4. Folin-Ciocalteu (765nm) 

Η µέθοδος βασίζεται στον ιονισµό των φαινολών σε αλκαλικό περιβάλλον, στο 

οποίο µπορούν να οξειδωθούν εύκολα µε την προσθήκη του αντιδραστηρίου Folin-

Ciocalteu. Η οξείδωση µετατρέπει το κίτρινο χρώµα σε µπλε µε την πάροδο του 

χρόνου. Η αλλαγή αυτή παρατηρείται σε φασµατοφωτόµετρο στα 765nm. 

• Φυγοκέντρηση οίνου ή γλεύκους σε 4000rpm για 5 λεπτά 

• Αραίωση οίνου 1:10 σε ογκοµετρική φιάλη των 10mL 

• Σε ογκοµετρική φιάλη των 20mL προστίθενται: 

• 10mL απιονισµένο Η2Ο 

• 200µL αραιωµένου οίνου 

• 1mL αντιδραστήριο Folin-Ciocalteu 

• Φυγοκέντρηση και παραµονή για 1 µε 8 λεπτά σε θερµοκρασία δωµατίου 

• Προσθήκη 3mL άνυδρου ανθρακικού νατρίου 20% (Na2CO3) 

• Προσθήκη απιονισµένου Η2Ο µέχρι τα 20mL 

• Μέτρηση απορρόφησης στα 765nm µε πλαστική κυψελίδα 1cm σε λάµπα 

αλογόνου 

• Παραµονή για 30 λεπτά σε θερµοκρασία δωµατίου 

• Μέτρηση απορρόφησης στα 765nm µε πλαστική κυψελίδα 1cm σε λάµπα 

αλογόνου 

• Πρότυπη καµπύλη γαλλικού οξέος 
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2.5. Προσδιορισµός αντιοξειδωτικής δράσης µε τη µέθοδο DPPH 

Η µέθοδος αυτή προσδιορίζει την αντιοξειδωτική ικανότητα του οίνου. 

• ∆ιήθηση σε φίλτρο 0,45µL 

• Σε ependorf προστίθενται: 

• 25µL αραιωµένου οίνου (1:10) 

• 975µL διαλύµατος DPPH 

• Vortex για 1 λεπτό 

• Μέτρηση απορρόφησης στα 515nm µε πλαστική κυψελίδα στένωσης σε 

λάµπα αλογόνου (blank: H2O) 

• Παραµονή για 30 λεπτά σε θερµοκρασία δωµατίου 

• Μέτρηση απορρόφησης στα 515nm µε πλαστική κυψελίδα στένωσης σε 

λάµπα αλογόνου 

• %∆Α = (Ααρχική – Ατελική) * 100 / Ααρχική 

• Πρότυπη καµπύλη trolox 
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2.6. Προσδιορισµός φαινολικών συστατικών του οίνου µε υγρή 

χρωµατογραφία υψηλής πίεσης – HPLC (High Pressure Liquid 

Chromatography) 

Στήλη: LiCrosphere (250mm * 4mm * 5µm) RP18 

∆ιαλύτης Α: 1mL/L Ορθοφοσφωρικό οξύ 

∆ιαλύτης Β: Ακετονιτρίλιο και ∆ιαλύτης Α σε αναλογία, 4:6 

Φιλτράρισµα µε διάµετρο πόρων 0,2µm  

 

2.7. Προσδιορισµός ανθοκυανών του οίνου µε υγρή χρωµατογραφία 

υψηλής πίεσης – HPLC (High Pressure Liquid Chromatography) 

Στήλη: LiCrosphere (250mm * 4mm * 5µm) RP18 

∆ιαλύτης Α: 10% Μυρµηγκικό οξύ 

∆ιαλύτης Β: Μεθανόλη 

Φιλτράρισµα µε διάµετρο πόρων 0,2µm  

 

 

y = 0.0172x + 0.0975
R² = 0.9544
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2.8. Προσδιορισµός φαινολικών συστατικών στις ράγες µε 

φασµατοφωτοµετρικές µεθόδους 

2.8.1. Μέθοδος Illand 

∆ιαδικασία 

• Μέτρηση βάρους 50 ραγών 

• Οµογενοποίηση µε ultra turex στις 24.000 rpm για (περίπου) 30 sec  

• Μεταφορά 1gr οµογενοποιηµένων ραγών σε σωλήνα φυγοκέντρησης 

• Προσθήκη 10mL υδατικού διαλύµατος αιθανόλης 50% v/v, PH2 

• Ανάδευση για 1ώρα µε parafilm και αλουµινόχαρτο 

• Φυγοκέντρηση σε 4000rpm για 10 λεπτά 

• Μεταφορά 0,5mL εκχυλίσµατος σε δοκιµαστικό σωλήνα 

• Προσθήκη 10mL διαλύµατος HCl (1M). 

• Ανάδευση µε vortex 

• Παραµονή για 3 ώρες σε σκοτάδι και σε θερµοκρασία δωµατίου 

• Φωτοµέτρηση σε 520nm και 700nm, (πλαστική κυψελίδα, λάµπα αλογόνου) 

και στα 280nm (κυψελίδα χαλαζία, λάµπα δευτερίου). 

 

Μετρήσεις 

 

Στα 700nm: Η τιµή πρέπει να είναι <0.01. 
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2.8.2. Μέθοδος Methyl cellulose  

∆ιαδικασία 

1. Μέτρηση βάρους 50 ραγών 

2. Οµογενοποίηση µε ultra turex στις 24.000 rpm για (περίπου) 30 sec 

3. Μεταφορά 1g του οµογενοποιηµένου δείγµατος σε σωλήνα φυγοκέντρησης 

4. Προσθήκη 10mL υδατικού διαλύµατος αιθανόλης 50% (όχι οξινισµένης). 

5. Ανάδευση για 1h µε parafilm και αλουµινόχαρτο 

6. Φυγοκέντρηση για 10min σε 4000rpm. 

7. Παίρνουµε 2 πλαστικούς σωλήνες φυγοκέντρου (control και sample): 

 

a. control:  

 

1mL εκχυλίσµατος (ή 250µL οίνου) + 2mL ammonium sulfate + H2O (τελ. V = 10mL) 
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b. treatment:  

 

1mL εκχυλίσµατος (ή 250µL οίνου) + 3mL methyl cellulose  

ανάδευση σε vortex και παραµονή για 2-3 λεπτά 

+ 2mL ammonium sulfate + H2O (τελ. V = 10mL) 

 

8. Φυγοκέντρηση για 5min σε 4000rpm 

9. Φωτοµέτρηση στα 280nm (κυψελίδα χαλαζία, λάµπα δευτερίου). 

 

Μετρήσεις 

Α280 = Αcontrol – Atreatment 

Μετατροπή σε mg/L κατεχίνης µε καµπύλη αναφοράς κατεχίνης (Ctannin) 

 

Συγκέντρωση ταννινών = Ctannin * 10 (mg/L κατεχίνης) 

Συγκέντρωση ταννινών σε πολτό (mg/g) = Ctannin * 10 * Ve / Wh 

 

Ve: τελικός όγκος εκχυλίσµατος (L) 

Wh: βάρος οµογενοποιηµένου δείγµατος (g) 

Καµπύλη αναφοράς κατεχίνης 

Η καµπύλη αναφοράς κυµαίνεται από 10 έως 200 mg/L κατεχίνη. 

Συγκεντρώσεις 10, 50, 100, 150, 200 mg/L 

Προσθήκη 100µL, 500µL, 1mL, 1,5mL και 2mL κατεχίνης σε τελικό όγκο 10 mL H2O. 

Φωτοµέτρηση στα 280 nm (κυψελίδα χαλαζία, λάµπα δευτερίου) 



28 
 

 

 

2.9. Προσδιορισµός ανθοκυανών των ραγών µε υγρή χρωµατογραφία 

υψηλής πίεσης – HPLC (High Pressure Liquid Chromatography) 

∆ιαδικασία 

• Μέτρηση βάρους 100 ραγών 

• Ξεφλούδισµα 100 ραγών 

• Αναµονή µέχρι να αποµακρυνθεί η υγρασία 

• Μέτρηση βάρους φλοιών 

• Συσκευασία φλοιών και µέτρηση βάρους µαζί µε τη συσκευασία 

• Αποθήκευση στους -2oC, 

• Λυοφυλίωση  

• Μέτρηση βάρους µαζί µε τη συσκευασία 

• ∆ηµιουργία σκόνης φλοιών 

• Προσθήκη σε falcon 0,5gr σκόνης φλοιών + 20mL οξινισµένης µεθανόλης 

• Ανάδευση σε shaker στις 60rpm για 4 ώρες στους 20oC 

• Φυγοκέντρηση στις 9000rpm για 15 λεπτά στους 20oC 

• Αποθήκευση υπερκειµένου στους -2oC, 

• Προσθήκη στο ίζηµα 10mL οξινισµένης µεθανόλης 

• Ανάδευση σε shaker στις 60rpm για 18 ώρες στους 20oC 

• Φυγοκέντρηση στις 9000rpm για 15 λεπτά στους 20oC 

y = 77.986x - 2.2093
R² = 0.9989
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• Αποθήκευση υπερκειµένου στους -2oC 

• Προσθήκη στο ίζηµα 10mL οξινισµένης µεθανόλης 

• Ανάδευση σε shaker στις 60rpm για 24 ώρες στους 20oC 

• Φυγοκέντρηση στις 9000rpm για 15 λεπτά στους 20oC 

• Αποθήκευση υπερκειµένου στους -2oC 

• Φιλτράρισµα µε διάµετρο πόρων 0,2µm  

 

Στήλη: LiCrosphere (250mm * 4mm * 5µm) RP18 

∆ιαλύτης Α: 10% Μυρµηγκικό οξύ 

∆ιαλύτης Β: Μεθανόλη 
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3. Αποτελέσµατα και συζήτηση 

3.1. Φυσικοχηµικές αναλύσεις 

Η εξέλιξη της ζύµωσης, όπως παρατηρήθηκε από τη µεταβολή της πυκνότητας 

ήταν οµαλή. 

 
Σχήµα 1: Εξέλιξη ζύµωσης µέσω της µεταβολής της πυκνότητας. 

Το pH παρέµεινε σταθερό (µεταξύ του 3,3 και 3,4) καθ’ όλη τη διάρκεια της 

ζύµωσης. 

 
Σχήµα 2: Μεταβολή του pH. 
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Η θερµοκρασία κυµάνθηκε από 20 έως 22 oC σε όλη τη διάρκεια της 

µικροοινοποίησης. 

 
Σχήµα 3: Μεταβολή της θερµοκρασίας. 

Η ολική ογκοµετρούµενη οξύτητα κυµάνθηκε από 6 έως 9 gr τρυγικού οξέος 

ανά λίτρο οίνου. 

 
Σχήµα 4: Μεταβολή της ολικής ογκοµετρούµενης οξύτητας. 
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3.1.1. Θειώδης ανυδρίτης και αλκοολικός βαθµός 

Ο ελεύθερος και ο ολικός θειώδης ανυδρίτης ήταν 11,5 mg/L στη 

µικροοινοποίηση χωρίς την προσθήκη SO2 και 29,4 mg/L στη µικροοινοποίηση µετά 

την προσθήκη SO2 και 16,6 mg/L στη µικροοινοποίηση χωρίς την προσθήκη SO2 και 

38,4 mg/L στη µικροοινοποίηση µετά την προσθήκη SO2, την πρώτη και την 

τελευταία µέρα της ζύµωσης, αντίστοιχα. Ο αλκοολικός βαθµός στο τέλος της 

ζύµωσης ήταν 13% v/v. 

 

3.2. Προσδιορισµός φαινολικών συστατικών 

Στο σχήµα 5 φαίνεται ο η πορεία της συγκέντρωσης των ολικών φαινολών κατά 

τη διάρκεια της οινοποίησης. Ο ∆είκτης Ολικών Φαινολικών (∆.Φ.Ο) δίνει µια 

ένδειξη για την περιεκτικότητα του οίνου σε των φλαβονοειδή (ανθοκυάνες, 

ταννίνες), σε µη φλαβανοειδείς φαινόλες (φαινολικά οξέα) και κάποιες µη φαινολικές 

ουσίες. 

 
Σχήµα 5: Περιεκτικότητα ολικών φαινολικών στο οίνο απουσία και παρουσία SO2. 

 

Παρατηρείται αύξηση στην περιεκτικότητα των φαινολικών στον οίνο και στις 

δύο επεµβάσεις, ενώ στο τέλος της οινοποίησης τα φαινολικά συστατικά είναι 
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περισσότερα στην οινοποίηση παρουσία SO2, δεν έχουν όµως στατιστικά σηµαντική 

διαφορά από την οινοποίηση που πραγµατοποιήθηκε χωρίς την προσθήκη SO2. Αυτό 

οφείλεται στην αύξηση της αλκοόλης κατά τη διάρκεια της οινοποίησης που βοηθά 

την εκχύλιση των φαινολικών ουσιών. 

Στο σχήµα 6 φαίνεται η ένταση του χρώµατος του οίνου που εκφράζεται από το 

σύνολο των ανθοκυανών, είτε στη µορφή της άνυδρης βάσης (620nm), είτε στην 

ελεύθερη µορφή τους (520nm), είτε όταν δεσµεύονται µε ταννίνες (420nm). 

 
Σχήµα 6: Ένταση του χρώµατος κατά την πορεία της οινοποίησης απουσία και 

παρουσία SO2. 

Τις πρώτες µέρες της οινοποίησης αυξάνεται µε ταχύ ρυθµό η ένταση του 

χρώµατος και στις δύο επεµβάσεις. Από την 3η έως την 8η µέρα παραµένει σε 

σταθερά υψηλά επίπεδα ενώ παρατηρείται αυξηµένη ένταση στην οινοποίηση 

παρουσία SO2 µε στατιστικά σηµαντική διαφορά από την οινοποίηση απουσία SO2. 

Από την 8η µέρα και µέχρι το τέλος η ένταση µειώνεται. 

Η αύξηση της έντασης στην αρχή της οινοποίησης οφείλεται στην εκχύλιση 

των ανθοκυανών και στην παραµονή τους για µερικές µέρες στην ελεύθερη τους 

µορφή. Η επίδραση του διοξειδίου του θείου βοηθά στην εκχύλιση περισσότερων 

ανθοκυανών παρόλο που τις αποχρωµατίζει. Από την 8η µέρα και έπειτα αρχίζει η 

δέσµευση των ανθοκυανών από άλλα µόρια, κυρίως ταννίνες. Αποτέλεσµα αυτού 

είναι η µείωση της έντασης του χρώµατος. 

Στο σχήµα 7 φαίνεται η απόχρωση του οίνου που ουσιαστικά εκφράζεται από 

την αναλογία ανθοκυανών δεσµευµένων µε ταννίνες προς ελεύθερες ανθοκυάνες. 
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Σχήµα 7: Απόχρωση κατά τη διάρκεια της οινοποίησης απουσία και παρουσία SO2. 

Τις πρώτες µέρες της οινοποίησης η απόχρωση στην επέµβαση παρουσία SO2 

µειώνεται περισσότερο από ότι απουσία του SO2. Μετά την 4η µέρα της οινοποίησης 

η απόχρωση παραµένει σταθερή και στις δύο επεµβάσεις. Οι διαφορές τους δεν 

εµφανίζουν στατιστικά σηµαντική διαφορά. 

Στην αρχή της οινοποίησης εκχυλίζονται περισσότερες ανθοκυάνες µε την 

ελεύθερη µορφή τους, οι οποίες όµως είναι ασταθείς. Από τη  5η µέρα και έπειτα η 

δέσµευσή τους µε ταννίνες βοηθά στη σταθερότητα του χρώµατος. 

 

Στο σχήµα 8 φαίνεται η συγκέντρωση των φαινολικών εκφρασµένων σε mg 

γαλλικού οξέος ανά λίτρο οίνου, στην τελευταία µέρα της οινοποίησης. 

 
Σχήµα 8: Συγκέντρωση φαινολικών εκφρασµένων σε mg/L γαλλικού οξέος απουσία 

και παρουσία SO2. 
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Με τη µέθοδο Folin – Ciocalteu παρατηρείται µεγαλύτερη συγκέντρωση στην 

οινοποίηση παρουσία SO2 αλλά δεν έχει στατιστικά σηµαντική διαφορά από την 

οινοποίηση απουσία SO2. 

 

3.3. Προσδιορισµός αντιοξειδωτικής δράσης 

Στο σχήµα 9 φαίνεται η αντιοξειδωτική δράση εκφρασµένη σε mM trolox  

 
Σχήµα 9: Αντιοξειδωτική δράση απουσία και παρουσία SO2. 

Η αντιοξειδωτική δράση εµφανίζει ένα µέγιστο στη µέση της οινοποίησης ενώ 

σταδιακά µειώνεται και στις δύο επεµβάσεις. Η επίδραση του διοξειδίου του θείου 

φαίνεται να αυξάνει την αντιοξειδωτική δράση. Ιδιαίτερα στη µέση της οινοποίησης 

παρατηρείται έντονη και στατικώς σηµαντική διαφορά στην αντιοξειδωτική δράση 

στην οινοποίηση µε την προσθήκη θειώδους ανυδρίτη. Προς το τέλος της 

οινοποίησης η αντιοξειδωτική δράση µειώνεται και η διαφορά µεταξύ των 

επεµβάσεων δεν είναι στατιστικά σηµαντική σε σχέση µε την οινοποίηση χωρίς 

διοξείδιο του θείου.  
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3.4. Προσδιορισµός φαινολικών συστατικών του οίνου µε υγρή 

χρωµατογραφία υψηλής πίεσης – HPLC (High Pressure Liquid 

Chromatography) 

 

3.4.1. Προσδιορισµός γαλλικού οξέος 

Στο σχήµα 10 φαίνεται η συγκέντρωση του γαλλικού οξέος κατά τη διάρκεια 

της ζύµωσης. 

 
Σχήµα 10: Μεταβολή της συγκέντρωσης του γαλλικού οξέος κατά τη διάρκεια της 
οινοποίησης. 
 

Η συγκέντρωση του γαλλικού οξέος απουσία SO2 ακολουθεί µια µικρή αύξηση 

και σταθερή πορεία κατά τη διάρκεια της οινοποίησης. Αντίθετα παρουσία SO2, η 

συγκέντρωση έχει αρκετές διακυµάνσεις. Στο τέλος όµως της οινοποίησης τα επίπεδα 

11,08 mg/L απουσία SO2 και 12,61 mg/L παρουσία SO2 της συγκέντρωσης είναι 

σχεδόν όµοια. Οι Pozo-Bayon et al. (2003) έχουν αναφέρει συγκέντρωση από 0.3 έως 

1.3 mg/L του γαλλικού οξέος σε λευκούς και ερυθρούς ισπανικούς αφρώδεις οίνους, 

αντίστοιχα. 

Οι Pena-Neira et al. (2000) έχουν αναφέρει συγκέντρωση µέχρι 2,29 mg/L σε 

οίνους από την περιοχή La Rioja ενώ οι Sladkovsky et al. (2004) σε 4.8 mg/L. και οι 

Hernandez et al. (2007) µέχρι 46,6 mg/L. Βέβαια σε σύγκριση µε τα 

υδροξυκινναµωµικά οξέα οι συγκεντρώσεις των υδροξυβενζοϊκών οξέων είναι σε 

χαµηλά επίπεδα. 
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3.4.2. Προσδιορισµός φλαβανολών 

 

3.4.2.1. Προκυανιδίνη Β1 

 

Σχήµα 11: Μεταβολή της προκυανιδίνης Β1 κατά τη διάρκεια της οινοποίησης. 

Παρατηρείται αύξηση της προκυανιδίνης Β1 στην οινοποίηση µε την επίδραση 

θειώδους ανυδρίτη. Ενώ στην αρχή βρίσκεται σε χαµηλότερα επίπεδα στην επέµβαση 

µε SO2, µετά τη ν 11η µέρα της οινοποίησης αυξάνεται σηµαντικά, ενώ στην 

επέµβαση χωρίς SO2 µειώνεται λίγο. Και στο τελικό κρασί έχουµε µεγαλύτερα ποσά 

προκυανιδίνης στην επέµβαση µε το SO2, της τάξης των 33 mg/L από την επέµβαση 

χωρίς SO2 που πέφτει στα 18,8 mg/L. 

 

 

 

 

 

 

 

 

0
5

10
15
20
25
30
35
40
45

0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14

Χωρίς SO2
Με SO2

Μέρες Μικροοινοποίησης

m
g/

L

Προκυανιδίνη Β1



38 
 

3.4.2.2. Κατεχίνη 

 

Σχήµα 12: Μεταβολή της κατεχίνης κατά τη διάρκεια της οινοποίησης  

Ενώ παρατηρούνται διακυµάνσεις στα επίπεδα της κατεχίνης κατά τη διάρκεια 

της οινοποίησης και στις δύο επεµβάσεις, στο τέλος τα τείνουν προς τα αρχικά µε 

ελάχιστη διαφορά µεταξύ των δύο επεµβάσεων. Στο τελικό κρασί έχουµε 27,1 mg/L 

κατεχίνης στην επέµβαση χωρίς το SO2, και 29,9 mg/L στην επέµβαση µε SO2. 

 

3.4.2.3. Προκυανιδίνη Β2. 

 
Σχήµα 13: Μεταβολή της προκυανιδίνης Β2 κατά τη διάρκεια της οινοποίησης. 
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Παρατηρείται αρχικά µείωση και µετά αύξηση της προκυανιδίνης Β2 στην 

οινοποίηση µε την επίδραση θειώδους ανυδρίτη. Στην επέµβαση χωρίς SO2 υπάρχουν 

διακυµάνσεις στην διάρκεια της οινοποίησης όµως στο τελικό προϊόν τα επίπεδα 

τείνουν στα αρχικά. Στο τελικό κρασί έχουµε µεγαλύτερα ποσά προκυανιδίνης Β2 

στην επέµβαση µε το SO2, της τάξης των 4 mg/L από την επέµβαση χωρίς SO2 της 

τάξης των 2,6 mg/L. 

 

3.4.2.4. Επικατεχίνη 

 
Σχήµα 14: Μεταβολή της επικατεχίνης κατά τη διάρκεια της οινοποίησης. 

 

Στα επίπεδα της επικατεχίνης παρατηρείται αύξηση καθ’ όλη τη διάρκεια της 

οινοποίησης και στις δύο επεµβάσεις. Στο τελικό κρασί έχουµε 13,6  mg/L 

επικατεχίνης στην επέµβαση χωρίς το SO2, και 12,5 mg/L στην επέµβαση µε SO2. 

Σε µια έρευνα που έγινε (Stephane Carando et al, 1999) για ερυθρούς οίνους που 

παράγονται στη Γαλλία τα επίπεδα των φλαβανολών προσδιορίστηκαν µε HPLC. Τα 

επίπεδα της κατεχίνης σε 95 οίνους κυµάνθηκαν από 8 έως 209.8 mg/L (µέσος όρος 

114.5 mg/L) και της επικατεχίνης από 7,8 έως 39,1 mg/L (µέσος όρος 25,4 mg/L). Η 

συγκέντρωση της κατεχίνης και της επικατεχίνης του Αγιωργήτικου είναι σε χαµηλά 

επίπεδα σε σχέση µε τους µέσους όρους των γαλλικών κρασιών που µελετήθηκαν. 

 

 

0

5

10

15

20

0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14

Χωρίς SO2

Με SO2

Μέρες Μικροοινοποίησης

m
g/

L

Επικατεχίνη



40 
 

3.4.2.5. Σύνολο φλαβανολών 

 
Σχήµα 15: Φλαβανόλες: Προκυανιδίνη Β1, κατεχίνη, προκυανιδίνη Β2, επικατεχίνη 

Το σύνολο των φλαβανολών επηρεάζεται από την συγκέντρωση κυρίως της 

προκυανιδίνης Β1 και της κατεχίνης αφού έχουν µεγάλες διαφορές σε σχέση µε τις 

υπόλοιπες φλαβανόλες. Στο τελικό προϊόν η συγκέντρωση των φλαβανολών είναι 

µεγαλύτερη στην επέµβαση µε την προσθήκη SO2 και έχει στατιστικώς σηµαντική 

διαφορά από την οινοποίηση χωρίς την προσθήκη SO2. 

 

3.4.3. Προσδιορισµός εστέρων και υδροξυκινναµωµικών οξέων 

 

3.4.3.1. Τρυγικός εστέρας του καφεϊκού οξέος 

 
Σχήµα 16: Μεταβολή του τρυγικού εστέρα του καφεϊκού οξέος κατά τη διάρκεια της 

οινοποίησης. 
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Ο τρυγικός εστέρας του καφεϊκού οξέος (caftaric acid) εκχυλίζεται σε 

µεγαλύτερο βαθµό µε την παρουσία SO2 από την αρχή της οινοποίησης, ενώ στο 

τέλος της οινοποίησης δεν έχει στατιστικώς σηµαντική διαφορά από την οινοποίηση 

χωρίς SO2. Και στο τέλος παρατηρείται συγκέντρωση 21,9 mg/L απουσία SO2 και 

26,5 mg/L παρουσία SO2. 

3.4.3.2. Τρυγικός εστέρας του κουµαρικού οξέος 

 
Σχήµα 17: Μεταβολή του τρυγικού εστέρα του καφεϊκού οξέος κατά τη διάρκεια της 

οινοποίησης. 

Ο τρυγικός εστέρας του κουµαρικού οξέος (coutaric acid) συναντάται σε 

µεγαλύτερο βαθµό µε την παρουσία SO2 από την αρχή της οινοποίησης, ενώ και στο 

τέλος της οινοποίησης έχει στατιστικώς σηµαντική διαφορά από την οινοποίηση 

χωρίς SO2. Στο τέλος παρατηρείται συγκέντρωση 4,3 mg/L απουσία SO2 και 5,8 

mg/L παρουσία SO2. Το κουµαρικό σε συγκέντρωση 55 mg/L (Andres-Lacueva et al. 

1996; Baldi et al. 1993; Boursiquot et al. 1986; Cheynier et al. 1989; Herrick and 

Nagel 1985; Herrmann 1989; Lao et al. 1996; Lee and Jaworski 1989; Okamura and 

Watanabe 1981; Ricardo-da-Silva et al. 1993; Singleton et al. 1978; Singleton et al. 

1986) Wurdig and Woller 1989). 

Τόσο στον τρυγικό εστέρα του καφεϊκού οξέος όσο και στον τρυγικό εστέρας 

του κουµαρικού οξέος παρατηρείται µείωση της συγκέντρωσής τους από την 7η µέρα 

της οινοποίησης. Αυτό οφείλεται στην υδρόλυση των εστέρων. 
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3.4.3.3. Καφεϊκό οξύ 

 
Σχήµα 18: Μεταβολή του καφεϊκού οξέος κατά τη διάρκεια της οινοποίησης. 

Όσον αφορά τη συγκέντρωση του καφεϊκού οξέος, παρατηρούνται 

διακυµάνσεις κατά τη διάρκεια της οινοποίησης απουσία SO2 ενώ παρουσία SO2 

παρατηρείται συνεχής αύξηση του καφεϊκού οξέος ιδιαίτερα από την 7η µέχρι τη 10η 

µέρα της οινοποίησης. Τα επίπεδα του καφεϊκού οξέος στο τέλος της οινοποίησης 

είναι υψηλότερα χωρίς την επίδραση του SO2 (0,9 mg/L) από ότι µε την επίδραση 

SO2 (1,8 mg/L) αλλά δεν διαφέρουν στατιστικά. 

3.4.3.4. Κουµαρικό οξύ 

 
Σχήµα 18: Μεταβολή του κουµαρικού οξέος κατά τη διάρκεια της οινοποίησης. 
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Όσον αφορά το κουµαρικό οξύ, φαίνεται να µην έχει µεγάλες διαφορές κατά τη 

διάρκεια της οινοποίησης και η διαφορά µεταξύ των επεµβάσεων δεν είναι 

στατιστικά σηµαντική. Στο τέλος της οινοποίησης παρατηρείται συγκέντρωση 0,8 

mg/L απουσία SO2 και 0,7 mg/L παρουσία SO2.  

 

3.4.3.5. Φερουλικό οξύ 

 
Σχήµα 19: Μεταβολή του φερουλικού οξέος κατά τη διάρκεια της οινοποίησης. 

Το φερουλικό οξύ, είναι σε υψηλότερα επίπεδα απουσία SO2 και η διαφορά µεταξύ 

των επεµβάσεων είναι στατιστικά σηµαντική καθ’ όλη τη διάρκεια της οινοποίησης. 

Στο τέλος της οινοποίησης παρατηρείται συγκέντρωση 0,6 mg/L απουσία SO2 και 0,3 

mg/L παρουσία SO2. 
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3.4.3.6. Σύνολο υδροξυκινναµωµικών οξέων 

 
Σχήµα 20: Μεταβολή του συνόλου των υδροξυκινναµωµικών οξέων κατά τη διάρκεια της 

οινοποίησης. 

Συνολικά παρουσία SO2 η συγκέντρωση των υδροξυκινναµωµικών οξέων είναι 

µεγαλύτερη από ότι χωρίς την προσθήκη SO2. Το καφταρικό οξύ είναι αυτό που 

κυριαρχεί στο σύνολό τους σε ποσοστό περίπου 76% και στις δύο επεµβάσεις.  

 

3.4.4. Προσδιορισµός φλαβονολών 

 

3.4.4.1. Ρουτίνη 

 
Σχήµα 21: Μεταβολή της ρουτίνης κατά τη διάρκεια της οινοποίησης. 
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Παρουσία SO2 η συγκέντρωση της ρουτίνης είναι µεγαλύτερη στην αρχή της 

οινοποίησης και µειώνεται όσο προχωρούν οι µέρες. Αντίθετα απουσία SO2 

αυξάνεται και φτάνει σε επίπεδα υψηλότερα από ότι χωρίς την προσθήκη SO2. Στο 

τέλος της οινοποίησης παρατηρείται συγκέντρωση 15 mg/L απουσία SO2 και 11,5 

mg/L παρουσία SO2. 

3.4.4.2. Μυρικετίνη 

 
Σχήµα 22: Μεταβολή της µυρικετίνης κατά τη διάρκεια της οινοποίησης. 

Η µυρικετίνη ακολουθεί περίπου το ίδιο πρότυπο µε αυτό της ρουτίνης µε τη 

διαφορά ότι παρατηρούνται περισσότερες διακυµάνσεις µε την επίδραση του SO2. 

οξέων είναι µεγαλύτερη από ότι χωρίς την προσθήκη SO2. Στο τέλος της οινοποίησης 

παρατηρείται συγκέντρωση 1,13 mg/L απουσία SO2 και 1,07 mg/L παρουσία SO2. 

3.4.4.3. Κερκετίνη 

 
Σχήµα 23: Μεταβολή της κερκετίνης κατά τη διάρκεια της οινοποίησης. 
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Η κερκετίνη παρουσιάζει µια έντονη αύξηση παρουσία SO2 στην αρχή της ενώ 

απουσία SO2 αυξάνεται συνεχώς µε σταθερότερο ρυθµό. Στο τέλος της οινοποίησης 

φτάνουν ακριβώς στα ίδια επίπεδα, 1,13 mg/L αµφότερα. 

 

3.4.4.4. Σύνολο φλαβονολών 

 
Σχήµα 24: Μεταβολή του συνόλου των φλαβονολών κατά τη διάρκεια της οινοποίησης. 

Όσον αφορά τη συγκέντρωση του συνόλου των φλαβονολών αυτές 

επηρεάζονται κυρίως από τη συγκέντρωση της ρουτίνης που αποτελεί περίπου το 

85% των ολικών φλαβονολών. Παρατηρείται αύξηση στην αρχή της οινοποίησης 

απουσία SO2 ενώ παρουσία SO2 παρατηρείται αύξηση στην αρχή της οινοποίησης 

και από τη µέση έως το τέλος µείωση σε επίπεδα  χαµηλότερα από την οινοποίηση 

απουσία SO2. Τα επίπεδα των ολικών φλαβονολών στο τέλος της οινοποίησης είναι 

υψηλότερα χωρίς την επίδραση του SO2 (17,3 mg/L) από ότι µε την επίδραση SO2 

(13,7 mg/L) αλλά δεν διαφέρουν στατιστικά. 
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3.5. Προσδιορισµός ανθοκυανών του οίνου µε υγρή χρωµατογραφία 

υψηλής πίεσης – HPLC (High Pressure Liquid Chromatography Οι 

ανθοκυάνες αποτελούν τις χηµικές ενώσεις που επηρεάζουν κατά 

κύριο λόγο το χρώµα του οίνου.  

 

3.5.1. ∆ελφινιδίνη 

 
Σχήµα 25: Μεταβολή της δελφινιδίνης κατά τη διάρκεια της οινοποίησης. 

Η δελφινιδίνη παρουσιάζει συνεχή αύξηση καθ’ όλη τη διάρκεια της 

οινοποίησης και ιδιαίτερα τις πρώτες ηµέρες και στις δύο επεµβάσεις. Την τελευταία 

ηµέρα η συγκέντρωση φτάνει σε 4,7 mg/L παρουσία SO2 και 3,3 mg/L απουσία SO2. 

3.5.2. Κυανιδίνη 

 
Σχήµα 26: Μεταβολή της κυαινιδίνης κατά τη διάρκεια της οινοποίησης. 
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Η κυανιδίνη παρουσιάζει µείωση τις πρώτες ηµέρες της οινοποίησης παρουσία 

SO2 ενώ απουσία SO2 αυξάνεται ελαφρά τις πρώτες ηµέρες. Αντίθετα από τη µέση 

της οινοποίησης παρατηρείται µια µικρή αύξηση παρουσία SO2 και µείωση απουσία 

SO2. Την τελευταία ηµέρα η συγκέντρωση φτάνει σε 0,56 mg/L παρουσία SO2 και 

0,33 mg/L απουσία SO2. 

3.5.3. Πετουνιδίνη 

 
Σχήµα 27: Μεταβολή της πετουνιδίνης κατά τη διάρκεια της οινοποίησης. 

Η πετουνιδίνη παρουσιάζει συνεχή αύξηση καθ όλη τη διάρκεια της 

οινοποίησης και στις δύο επεµβάσεις. Την τελευταία ηµέρα η συγκέντρωση 

φτάνει σε 5,7 mg/L απουσία SO2 και 7,5 mg/L παρουσία SO2. 

3.5.4. Πεονιδίνη 

 
Σχήµα 28: Μεταβολή της πεονιδίνης κατά τη διάρκεια της οινοποίησης. 
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Η πεονιδίνη παρουσιάζει συνεχή αύξηση καθ όλη τη διάρκεια της 

οινοποίησης απουσία SO2 ενώ παρουσία SO2 αρχικά µειώνεται και από τη µέση 

της οινοποίησης αυξάνεται. Την τελευταία ηµέρα η συγκέντρωση φτάνει σε 6 

mg/L απουσία SO2 και 6,8 mg/L παρουσία SO2. 

 

3.5.5. Μαλβιδίνη 

 
Σχήµα 29: Μεταβολή της µαλβιδίνης κατά τη διάρκεια της οινοποίησης. 

Η µαλβιδίνη είναι βρίσκεται σε µεγαλύτερη συγκέντρωση σε σύγκριση µε 

τις υπόλοιπες ανθοκυάνες παρουσιάζει συνεχή αύξηση καθ’ όλη τη διάρκεια της 

οινοποίησης. Την τελευταία ηµέρα η συγκέντρωση φτάνει σε 83,3 mg/L 

απουσία SO2 και 104,2 mg/L παρουσία SO2. 
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3.5.6. Οξικός εστέρας της µαλβιδίνης 

 
Σχήµα 30: Μεταβολή του οξικού εστέρα της µαλβιδίνης κατά τη διάρκεια της 

οινοποίησης. 

Ο οξικός εστέρας της µαλβιδίνης παρουσιάζει αύξηση τις πρώτες ηµέρες της 

οινοποίησης και στις δύο επεµβάσεις ενώ από τη µέση της οινοποίησης µειώνεται 

απουσία SO2 και συνεχίζει να αυξάνεται παρουσία SO2. Την τελευταία ηµέρα η 

συγκέντρωση φτάνει σε 1,87 mg/L απουσία SO2 και 3,09 mg/L παρουσία SO2. 

3.5.7. Κουµαρικός εστέρας της µαλβιδίνης 

 

Σχήµα 31: Μεταβολή του κουµαρικού εστέρα της µαλβιδίνης κατά τη διάρκεια της 

οινοποίησης. 
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Ο κουµαρικός εστέρας της µαλβιδίνης παρουσιάζει το ίδιο πρότυπο αύξησης 

και στις δύο επεµβάσεις ενώ την τελευταία ηµέρα η συγκέντρωση φτάνει σε 3,38 

mg/L απουσία SO2 και 4,77 mg/L παρουσία SO2. 

 

3.5.8. Σύνολο ανθοκυανών 

 
Σχήµα 32: Μεταβολή του συνόλου των ανθοκυανών κατά τη διάρκεια της οινοποίησης. 

Η συγκέντρωση των ολικών ανθοκυανών διαµορφώνεται κυρίως από τη 

συγκέντρωση της µαλβιδίνης που αποτελεί περίπου το 84% του συνόλου τους. 

Παρατηρείται αύξηση στην αρχή της οινοποίησης απουσία SO2 ενώ παρουσία SO2 

παρατηρείται αύξηση από τη µέση της οινοποίησης. Τα επίπεδα των ολικών 

ανθοκυανών στο τέλος της οινοποίησης είναι υψηλότερα µε την επίδραση του SO2 

(124 mg/L) από ότι χωρίς την επίδραση SO2 (98,8 mg/L) αλλά δεν διαφέρουν 

στατιστικά. 
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3.5.9. Σύνολο εστέρων 

 
Σχήµα 33: Μεταβολή του συνόλου των εστέρων κατά τη διάρκεια της οινοποίησης. 

Το σύνολο των εστέρων είναι υψηλότερο στην επέµβαση παρουσία SO2. Τα 

επίπεδα των ολικών εστέρων στο τέλος της οινοποίησης είναι υψηλότερα µε την 

επίδραση του SO2 (7,87 mg/L) από ότι χωρίς την επίδραση SO2 (5,25 mg/L) και 

διαφέρουν στατιστικά. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

0

3

6

9

12

0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14

Χωρίς SO2

Με SO2

Μέρες Μικροοινοποίησης

m
g/

L
Εστέρες



53 
 

3.6. Προσδιορισµός φαινολικών συστατικών στη ράγα µε 

φασµατοφωτοµετρικές µεθόδους 

Παράλληλα µε τις αναλύσεις στον οίνο πραγµατοποιήθηκαν κάποιες αναλύσεις 

στο σταφύλι που χρησιµοποιήθηκε για την οινοποίηση. Στον παρακάτω πίνακα 

φαίνεται η περιεκτικότητα των φαινολικών στην πρώτη ύλη, το σταφύλι. 

Αποτελέσµατα Illand 

Ολικά φαινολικά /ράγα 0,7383903 

Ολικά φαινολικά / gr ράγας 0,4169655 

Ανθοκυάνες (mg)/ράγα 0,5898141 

Ανθοκυάνες (mg) / gr ράγας 0,3330653 

 Αποτελέσµατα Methyl cellulose 

Συγκέντρωση ταννινών (mg/L κατεχίνης) 254,48435 

Συγκέντρωση ταννινών στον πολτό (mg/g) 2544,8435 

Πίνακας 1: Περιεκτικότητα φαινολικών συστατικών στη ράγα, σύµφωνα µε φασµατοφωτοµετρικές 

µεθόδους. 

Σύµφωνα µε τη µέθοδο του Illand τα ολικά φαινολικά ανά ράγα ήταν 0,74 mg. 

Τα ολικά φαινολικά ανά γραµµάριο ράγας 0,42 mg. Οι ανθοκυάνες ανά ράγα 0,59 mg 

και 0,33 mg/gr ράγας. Σύµφωνα µε τη µέθοδο Methyl cellulose η συγκέντρωση των 

ταννινών ήταν 254,48 mg/L κατεχίνης. Η συγκέντρωση ταννινών στον πολτό 2544,84 

mg/gr. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



54 
 

Στο σχήµα 34 φαίνεται η περιεκτικότητα των ανθοκυανών και των εστέρων της 

µαλβιδίνης σε µg/L που εκχυλίστηκαν µε µεθανόλη από 1gr λυοφιλιωµένου φλοιού. 

 
Σχήµα 34: Συγκέντρωση ανθοκυανών στον φλοιό του σταφυλιού. 

Στον παρακάτω πίνακα φαίνονται οι συγκεντρώσεις των ανθοκυανών που 

µελετήθηκαν στο φλοιό των ραγών, σε µg/L µαλβιδίνης 

µg/L Μαλβιδίνης 

∆ελφινιδίνη 0,065 

Κυανιδίνη 0,029 

Πετουνιδίνη 0,074 

Πεονιδίνη 0,121 

Μαλβιδίνη 0,713 

Ολικές ανθοκυάνες 0,200 

Οξικός εστέρας της Μαλβιδίνης 0,039 

Κουµαρικός εστέρας της Μαλβιδίνης 0,173 

Ολικοί εστέρες 0,106 

Πίνακας 2: Περιεκτικότητα ανθοκυανών στο φλοιό της ράγας, σύµφωνα µε την υγρη χρωµατογραφία 

υψηλής πίεσης. 

Η περιεκτικότητα των ανθοκυανών και των εστέρων στο σταφύλι µπορεί να 

δώσει ενδεικτικά την περιεκτικότητα των στοιχείων αυτών στον οίνο που θα 

παραχθεί. 
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Στο σχήµα 35 φαίνεται η περιεκτικότητα των ανθοκυανών και των εστέρων της 

µαλβιδίνης σε mg/L την τελευταία µέρα της οινοποίησης παρουσίας και όχι 

διοξειδίου του θείου. 

 
Σχήµα 35: Συγκέντρωση ανθοκυανών την τελευταία µέρα της οινοποίησης απουσία και 

παρουσία διοξειδίου του θείου. 

 

Στον παρακάτω πίνακα φαίνονται οι συγκεντρώσεις των ανθοκυανών από την 

τελευταία µέρα της οινοποίησης, σε mg/L µαλβιδίνης. 

mg/L Μαλβιδίνης 

Χωρίς SO2 Με SO2 

∆ελφινιδίνη 3,38 4,78 

Κυανιδίνη 0,33 0,56 

Πετουνιδίνη 5,72 7,58 

Πεονιδίνη 6,08 6,87 

Μαλβιδίνη 83,34 104,20 

Ολικές ανθοκυάνες 98,85 124,00 

Οξικός εστέρας της Μαλβιδίνης 1,87 3,09 

Κουµαρικός εστέρας της Μαλβιδίνης 3,38 4,77 

Ολικοί εστέρες 5,25 7,87 

Πίνακας 3: Μεταβολή του συνόλου της ρουτίνης κατά τη διάρκεια της οινοποίησης. 
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Στην ερυθρή οινοποίηση το ενδιαφέρον εστιάζεται κυρίως στη φάση της 

εκχύλισης όπου λαµβάνει χώρα η εκχύλιση των ανθοκυανών και των ταννινών. 

Υπάρχουν αρκετοί τρόποι µε τους οποίους επιτυγχάνεται η εκχύλιση (κρυοεκχύλιση, 

θερµοεκχύλιση). και η πρακτική που επιλέγεται εξαρτάται από την πρώτη υλη, την 

περιεκτικότητα σε φαινολικά συστατικά και το επιθυµητό αποτέλεσµα. 

Κατά τη διαδικασία της εκχύλισης, οι ανθοκυάνες είναι οι πρώτες που 

εκχυλίζονται καθώς είναι περισσότερο διαλυτές από τις ταννίνες. Το περιεχόµενο 

ανθοκυανών φτάνει σε µέγιστο στην  αρχή της οινοποίησης (Nagel and Wulf, 1979). 

Καθώς προχωρά η οινοποίηση και η παραγωγή αιθανόλης αυξάνεται, τόσο αυξάνεται 

η διαλυτότητα αυτών των µορίων. Περίπου την 5η µέρα της οινοποίησης ,οι 

περισσότερες φλαβονοειδείς ενώσεις βρίσκονται στην πιο διαλυτή µορφή τους. 

Επίσης αυξάνεται και η διαπερατότητα της µεµβράνης των φλοιών. Η εκχύλιση των 

ταννινών οφείλεται κατά µεγάλο βαθµό στην  παρουσία αιθανόλης. Αντίθετα µε τις 

ανθοκυάνες, η εκχύλιση των ταννινών συνεχίζεται σε όλη τη διάρκεια της επαφής µε 

τα στέµφυλα (Singleton and Draper 1964). Η εκχύλιση των φλαβονολών και των 

προκυανιδινών από τους φλοιούς είναι σχεδόν ανάλογες µε την εκχύλιση των 

ανθοκυανών, ενώ από τα γίγαρτα οι φλαβανόλες εκχυλίζονται µε πιο αργό ρυθµό. 

(Cheynier et al. 1997b; Morel-Salmi et al. 2006).  

Αφού φτάσουν σε ένα µέγιστο µερικές µέρες µετά την οινοποίηση, η 

συγκέντρωση των ανθοκυανών µειώνεται ως επακόλουθο της απορρόφησης από τα 

κυτταρικά τοιχώµατα των ζυµοµυκήτων, εξαιτίας της κατακρήµνισης µαζί µε τρυγικά 

άλατα και εξαιτίας της διαύγασης και του φιλτραρίσµατος. Το περιεχόµενο των 

ανθοκυανών στο κρασί εξαρτάται και από την αντίδρασή τους µε άλλες φαινόλες 

κατά τη διάρκεια της οινοποίησης.  

Η σταθερότητα µπορεί να προκύψει είτε µε την δηµιουργία συµπλόκων που είναι 

παροδική, είτε µε τον πολυµερισµό µε φλαβαν-3-όλες και προκυανιδίνες, είτε µε τη 

δηµιουργία νέων ενώσεων τις πυρανθοκυανίδινες. Οι τελευταίες µπορούν να 

συµπυκνωθούν και µε ταννίνες. 
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Κεφάλαιο 2: Μικροβιολογία Οίνου 

1. Εισαγωγή 

 

Οι ζυµοµύκητες είναι µονοκύτταροι ευκαρυωτικοί µικροοργανισµοί και 

κατηγοριοποιούνται στις κλάσεις των Ασκοµυκήτων, των Βασιδιοµηκύτων και των 

∆ευτεροµυκήτων, ανάλογα µε τον τρόπο αναπαραγωγής τους. Στο κρασί συναντάµε 

µόνο δύο κλάσεις, των Ασκοµυκήτων και των ∆ευτεροµυκήτων. Έχουν σχήµα οβάλ, 

διάµετρο από 2 έως 8µm και µήκος από 3 έως 25µm (εικόνα 1). 

 
Εικόνα 1: Φωτογραφία από οπτικό µικροσκόπιο κυττάρων ζυµοµύκητα. Μεγέθυνση (x40) 

 

 

 

 



59 
 

1.1. Αλκοολική ζύµωση 

 

Κατά τη διάρκεια της αλκοολικής ζύµωσης οι σακχαροµύκητες µετατρέπουν τα 

σάκχαρα που υπάρχουν στο µούστο σε αλκοόλη και διοξείδιο του άνθρακα µε 

ταυτόχρονη απελευθέρωση ενέργειας υπό τη µορφή θερµότητας. Σύµφωνα µε την 

εξίσωση Gay Lussac, 1 mole σακχάρου µετατρέπεται σε 2 moles αιθανόλης και 

διοξειδίου του άνθρακα. 

 

C6H12O6 → 2 CH3CH2OH + 2 CO2 

Σύµφωνα µε τους νόµους της θερµοδυναµικής, η ενέργεια ενός υποστρώµατος 

µετατρέπεται µερικώς σε έργο (ελεύθερη ενέργεια) και η υπόλοιπη εκλύεται µε τη 

µορφή θερµότητας. Στην αλκοολική ζύµωση το υπόστρωµα (γλυκόζη) έχει το ρόλο 

του αρχικού δότη ηλεκτρονίων και το προϊόν (αιθανόλη) το ρόλο του τελικού δέκτη. 

Είναι οργανικά µόρια και δεν απαιτείται η παρουσία µοριακού οξυγόνου (ως δέκτης), 

όπως συµβαίνει στην αναπνοή.  

Μέρος της ελεύθερης ενέργειας χρησιµοποιείται για µεταβολικές διεργασίες 

(κίνηση, βιοσύνθεση). Η ενέργεια παράγεται µέσω αντιδράσεων καταβολισµού και 

χρησιµοποιείται για την βιοσύνθεση χρήσιµων προϊόντων µέσω αντιδράσεων 

αναβολισµού. Το µόριο µέσω του οποίου η ενέργεια µεταφέρεται είναι η 

τριφοσφωρική αδενοσίνη (ATP) και η υδρόλυσή του σε διφωσφορική αδενοσίνη 

(ADP) έχει ως αποτέλεσµα την απελευθέρωση 7,3kcal/mol. Περίπου το 6-8% της 

ενέργειας που εµπεριέχεται στο µόριο της γλυκόζης µετατρέπεται σε άµεσα 

διαθέσιµη µορφή ενέργειας (ATP). Μεγάλο µέρος παραµένει δεσµευµένο στο µόριο 

της αιθανόλης. 
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1.2. Αύξηση πληθυσµού ζυµοµυκήτων 

 

Η αύξηση του πληθυσµού µιας ζύµωσης ακολουθεί ένα πρότυπο ανάπτυξης που 

µπορεί να περιγραφεί µε τέσσερεις φάσεις: 

 

Φάση προσαρµογής 

Στην πρώτη φάση τα κύτταρα προσαρµόζονται στο περιβάλλον. Ο αριθµός των 

κυττάρων που γεννιούνται πλησιάζει τον αριθµό των κυττάρων που πεθαίνουν αφού 

µερικά κύτταρα αποτυγχάνουν να προσαρµοστούν στο νέο περιβάλλον.  

 

Λογαριθµική φάση 

Όταν ολοκληρωθεί η προσαρµογή των κυττάρων τα περισσότερα κύτταρα 

διαιρούνται µε έναν σταθερό ρυθµό. Σε αυτή τη φάση ο αριθµός των ζωντανών 

κυττάρων φτάνει στη µέγιστη τιµή. 

 

Στατική φάση 

Όσο τα θρεπτικά συστατικά καταναλώνονται, τα µεταβολικά προϊόντα γίνονται 

τοξικά. Έτσι ο πληθυσµός µεταπίπτει σε µια νέα φάση κατά την οποία ο ρυθµός 

διαίρεσης των κυττάρων είναι ίδιο µε το ρυθµό θανάτου τους.  

 

Φάση θανάτου 

Όσο συνεχίζει η µείωση των θρεπτικών συστατικών και τα παραπροϊόντα 

γίνονται  ακόµη πιο τοξικά, περισσότερα κύτταρα πεθαίνουν από το να διαιρούνται. 

Έτσι ο πληθυσµός µειώνεται µε σταθερό ρυθµό και τελικά πεθαίνει.  
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1.3. Ρόλος των ζυµοµυκήτων 

 

Οι ζύµες που επιδρούν στη διαµόρφωση του οίνου, προέρχονται από το αµπέλι 

(αυθόρµητη ζύµωση), καθώς βρίσκονται στην επιφάνεια των σταφυλιών, από το 

περιβάλλον του οινοποιείου (Fleet et al. 2002). Επίσης µπορούν να προέλθουν από 

τον ενοφθαλµισµό του µούστου µε έτοιµο παρασκεύασµα ζύµης (Boulton et al. 

1996).  

Η εξάπλωση των ζυµών που βρίσκονται στην  επιφάνεια των σταφυλιών έχει 

µελετηθεί σε παγκόσµιο επίπεδο (Barnett et al. 1972; Bureau et al. 1982; Combina et 

al. 2005; Davenport 1974; Goto and Yokotsuka 1977; Martini et al. 1996; Nisiotou 

and Nychas 2007; Parish and Carroll 1985; Prakitchaiwattana et al. 2004; Raspor et 

al. 2006; Renouf et al. 2007;Rosini et al. 1982; Sapis-Domercq et al. 1977; Yanagida 

et al. 1992). Το µέγεθος του πληθυσµού που εκτιµάται ότι βρίσκεται στην επιφάνεια 

των σταφυλιών είναι 3*105 ανά τετραγωνικό εκατοστό (cm2) (Rosini et al. 1982) και 

µπορεί να ποικίλει από 104 έως 106 κύτταρα ανά τετραγωνικό εκατοστό (Fleet et al. 

2002). 

Η παρουσία, η ανάπτυξη και η επιβίωση των µικροοργανισµών κατά τη 

διάρκεια της οινοποίησης εξαρτάται από πολλούς παράγοντες. Η γεωγραφική περιοχή 

(Amerine and Kunkee, 1968), το κλίµα (Fleet et al.,1984; Parrish and Carroll, 1985), 

η ηλικία του αµπελιού, η ποικιλία αµπέλου, η υγεία και η ακεραιότητα του πρέµνου, 

οι καλλιεργητικές τεχνικές (Cuinier, 1976; Martini et al., 1980; Rosini et al., 1982), η 

χρήση τεχνολογίας για την παραγωγή του οίνου. Οι αναερόβιες συνθήκες που 

επικρατούν κατά τη διάρκεια της οινοποίησης, το χαµηλό pH και η υψηλή 

περιεκτικότητα του µούστου σε σάκχαρα συµβάλλουν στη δηµιουργία ενός 

ιδιαίτερου περιβάλλοντος για την ανάπτυξη µικροοργανισµών. Όσον αφορά στην 

επιβίωση σε αυτές τις συνθήκες, οι ζυµοµύκητες έχουν ανταγωνιστικό πλεονέκτηµα 

έναντι άλλων µικροοργανισµών. 

Στις αυθόρµητες ζυµώσεις λαµβάνει µέρος πλήθος διαφορετικών ειδών ζυµών 

(Heard and Fleet, 1988) που εξαιτίας του µεταβολισµού τους, συµµετέχουν στη 

διαµόρφωση του αρώµατος και της γεύσης του οίνου (Lambrechts and Pretorius, 

2000; Fleet, 2003, Gil et al. 1996; Lema et al. 1996; Romano et al. 2003). Η 

θερµοκρασία επηρεάζει την ανάπτυξη, και σε χαµηλές θερµοκρασίες (15-20 oC) τα 
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γένη Hanseniaspora και Candida επιβιώνουν για µεγαλύτερο χρονικό διάστηµα καθ’ 

ότι αποκτούν µεγαλύτερη ανθεκτικότητα στην αιθανόλη. Συνεπικρατούν µε τον 

Saccharomyces cerevisiae µέχρι το τέλος της ζύµωσης και µπορούν να επιδράσουν 

στα οργανοληπτικά χαρακτηριστικά του οίνου (Heard and Fleet, 1988; Erten, 2002). 

 

1.4. Ταυτοποίηση των ζυµοµυκήτων 

 

Για να µελετηθεί ο πληθυσµός των ζυµών χρησιµοποιούνται διάφορες τεχνικές. 

Οι περισσότερες από αυτές απαιτούν πρώτα την καλλιέργειά τους σε τρυβλίο και την 

ανάπτυξη τους σε κάποιο θρεπτικό µέσο και έπειτα γίνεται η ταυτοποίησή τους µε 

µοριακές τεχνικές. Στις τεχνικές που προηγείται ανάπτυξη σε τρυβλίο υπάρχει 

κίνδυνος αποτυχίας ανίχνευσης κάποιων ειδών που βρίσκονται σε ισχνές ποσότητες. 

Επίσης η ανάπτυξη των πληθυσµών σε θρεπτικό µέσο χωρίς κάποιον παράγοντα 

εκλεκτικότητας, µπορεί να ευνοήσει την ανάπτυξη συγκεκριµένων ειδών γιατί 

αναπτύσσονται γρηγορότερα και ανταγωνίζονται τους υπόλοιπους µε αποτέλεσµα οι 

τελευταίοι να µην µπορούν να ανιχνευθούν. Η προσθήκη στο θρεπτικό µέσο κάποιου 

παράγοντα αναστολής της ανάπτυξης των γρήγορα αναπτυσσόµενων ζυµών, µπορεί 

να επηρεάσει την ανάπτυξη και κάποιων άλλων. 

Και στις αυθόρµητες ζυµώσεις και στις ζυµώσεις µετά από ενοφθαλµισµό, ο 

µούστος περιέχει µεγάλες ποσότητες αυτοχθόνων µικροοργανισµών (Clemente-

Jimenez et al. 2004; Fleet et al. 2002; Schuller et al. 2005). Το χρονικό διάστηµα που 

επιβιώνουν οι ζύµες που δεν ανήκουν στο γένος Saccharomyces εξαρτάται από τις 

οινοποιητικές τεχνικές και από τα επίπεδα που συναντώνται οι µικροοργανισµοί. 

Με τη χρήση µοριακών τεχνικών ανάλυσης της αλληλουχίας του µιτοχονδριακού 

DNA (Dubourdieu et al., 1987) και τη χρήση µοριακών δεικτών (Petering et al., 

1991), είναι εφικτή η ταυτοποίηση όχι µόνο του είδους των ζυµών που συµµετέχουν 

στη ζύµωση, αλλά και των στελεχών που απαντώνται στη ζύµωση. 

Αρχικά, χρησιµοποιήθηκαν µοριακές τεχνικές για να ταυτοποιήσουν τους 

αποµονωµένους πληθυσµούς των οποίων η ανάπτυξη είχε προηγηθεί σε τρυβλίο. Οι 

τεχνικές που έχουν χρησιµοποιηθεί ως τώρα για την ταυτοποίηση του είδους των 

µικροοργανισµών, είναι: 1) PCR του 26S ριβοσωµικού DNA (Kurtzman and Robnett 
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1998) και ταυτοποίηση της αλληλουχίας του, 2) PCR και χρήση περιοριστικών 

ενζύµων στους εσωτερικούς µεταγραφικούς παράγοντες περιορισµού (ITS) του 5,8 S 

ριβοσωµικού DNA (Guillamon et al. 1998) 

Για να αποφευχθούν τα προβλήµατα που αναφέρθηκαν προηγουµένως µπορούν να 

χρησιµοποιηθούν µοριακές τεχνικές που δεν απαιτούν την προηγούµενη ανάπτυξη 

των µικροοργανισµών σε τρυβλίο και η ταυτοποίηση µπορεί να γίνει απευθείας από 

το περιβάλλον που αναπτύσσεται ο µικροοργανισµός (Prakitchaiwattana et al. 2004), 

αρκεί να υπάρχει ικανή ποσότητα βιοµάζας. Τέτοιου είδους τεχνικές έχουν 

χρησιµοποιηθεί ευρέως τόσο για την παρακολούθηση του αυτόχθονα πληθυσµού, 

όσο και για την ανίχνευση προσβολής από κάποιον ανεπιθύµητο µικροοργανισµό 

(συνήθως Brettanomyces). Αυτές είναι: 1) Συνδυασµός PCR και DGGE (Cocolin et 

al. 2000), 2) ποσοτική PCR (q-PCR) (Phister and Mills 2003). Τα προβλήµατα αυτών 

των τεχνικών είναι ότι δεν µπορούν να διαχωρίσουν ζωντανά από νεκρά κύτταρα και 

συνήθως εντοπίζουν τους µικροοργανισµούς που βρίσκονται πάνω από ένα 

συγκεκριµένο όριο στον συνολικό πληθυσµό. 

Οι τεχνικές που βασίζονται στην PCR µπορούν να διαχωρίσουν τους 

µικροοργανισµούς σε είδη ή/και γένη χρησιµοποιώντας κάποιους εκκινητές. Αν οι 

εκκινητές είναι ειδικοί (specific) υπάρχει κίνδυνος να µην ανιχνευθούν είδη τα οποία 

δεν είναι αναµενόµενα ότι υπάρχουν στο συγκεκριµένο περιβάλλον. 
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2. Υλικά και Μέθοδοι 

 

2.1. Αρίθµηση ανάπτυξης πληθυσµού 

• Λήψη 1 mL δείγµατος απευθείας από το κρασί 

• ∆εκαδικές αραιώσεις σε ρυθµιστικό διάλυµα (NaCl-ddH2O) 

• Ανάπτυξη µικροοργανισµών σε αποστειρωµένο θρεπτικό υλικό YGC (Yeast 

Glucose Chloramphenicol agar,Merck, 116000) 

• Επώαση στους 25oC για 5 µέρες 

• Αρίθµηση αποικιών την πέµπτη µέρα της ανάπτυξης σε Plate Count agar 

(LabM, LAB149) 

 

Εικόνα 2: Αποικίες της τελευταίας δεκαδικής αραίωσης που επιλέχθηκαν 

για γραµµική εξάπλωση. 
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2.2. ∆ιαχωρισµός στελέχους 

• Επιλογή όλων των αποικιών της µεγαλύτερης αραίωσης για γραµµική 

εξάπλωση 

• Μεταφορά κάθε αποικίας µε διαδοχικές γραµµικές εξαπλώσεις (streaking) στο 

ίδιο θρεπτικό υπόστρωµα για την εξασφάλιση µονοκλωνικής αποικίας 

 

Εικόνα 3: Γραµµική εξάπλωση. 

 

• Έλεγχος καθαρότητας των καλλιεργειών 

• Επιλογή µονοκλωνικής αποικίας και ανάπτυξη σε 5mL Malt Extract για 48 

ώρες υπό ανάδευση 

• Φυγοκέντρηση και µεταφορά σε ependorf 

 

 

 

                                 Ηλεκτροφόρηση πρωτεϊνών 

                                 Ηλεκτροφόρηση DNA      
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2.3. Ηλεκτροφόρηση πρωτεϊνών σε πηκτή πολυακρυλαµιδίου 

 

2.3.1. Προετοιµασία δείγµατος 

• Προσθήκη (0,5mL) από το παρακάτω διάλυµα 

Συστατικά Ποσότητα 

Γλυκερόλη (SERVA, 39788) 20,0 % 

∆ωδεκανοθειϊκό νάτριο (SDS) (SIGMA, L4522) 20,0 % 

Υδροξυµεθυλαµινοµεθάνιο (Tris ) (SERVA, 37186) 12,5 % 

β-Μερκαπτοαιθανόλη (SERVA) 5,0 % 

Απιονισµένο νερό 37,5 % 

Πίνακας 1: Σύσταση διαλύµατος 

• Αποθήκευση στους -2oC (αν χρειάζεται) 

• Βράσιµο για 10 λεπτά 

• Ηλεκτροφόρηση σε πηκτή πολυακρυλαµιδίου δωδεκανοθειϊκού νατρίου 

 

2.3.2. Ηλεκτοφόρηση σε πηκτή πολυακρυλαµιδίου δωδεκανοθειϊκού 

νατρίου: SDS-PAGE (Sodium Dodecyl Sulfate - PolyAcrilamide Gel 

Electrophoresis)  

1. Στήσιµο συσκευής ηλεκτροφόρησης µε τα κατάλληλα τζαµάκια και τα 

ανάλογα χτενάκια (spacer) και στερέωση στη βάση µε το αφρολέξ 

2. ∆ηµιουργία του ρυθµιστικού διαλύµατος ροής (running buffer) 

Συστατικά Ποσότητα 

Tris base (SERVA, 37186) 15,0 g/L 

Γλυκίνη (SERVA, 23395) 72,0 g/L 

∆ωδεκανοθειικό νάτριο (SDS) (SIGMA, 

L4522) 

5,0 g/L 

Πίνακας 2: Ρυθµιστικό διάλυµα ροής (Running buffer) pH 8,3 
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3. Το APS παρασκευάζεται κάθε φορά πριν χρησιµοποιηθεί (1gr APS σε 1mL 

H2O) 

4. ∆ηµιουργία πρώτα της πηκτής διαχωρισµού (separating gel) και έπειτα της 

πηκτής συσσώρευσης (stacking gel) 

 

Πηκτή διαχωρισµού (separating gel) - 12 % Ποσότητα 

Απιονισµένο νερό 33,5 mL 

1,5 Tris- HCl pH 8,8 25,0 mL 

∆ωδεκανοθειικό νάτριο (SDS) (SIGMA, L4522) 1,0 mL 

Ακρυλαµίδιο – ∆ισακρυλαµίδιο 30 % (SERVA, 10688) 40,0 mL 

Υπερθειϊκό αµµώνιο 10 % (APS) (SERVA, 13375) 0,5 mL 

Ν,Ν,Ν,Ν’- Τετραµεθυλαινδιαµίνη (TEMED) (SERVA, 35930) 0,05 mL 

Πίνακας 3: Πηκτή διαχωρισµού (separating gel) - 12 % 

 

 

Πηκτή συσσώρευσης  (stacking gel) -4% Ποσότητα 

Απιονισµένο νερό 6,1 mL 

1,5 Tris- HCl pH 6,8 5,0 mL 

∆ωδεκανοθειικό νάτριο (SDS) (SIGMA, L4522) 0,2 mL 

Ακρυλαµίδιο – ∆ισακρυλαµίδιο 30 % (SERVA, 10688) 0,5 mL 

Υπερθειϊκό αµµώνιο 10 % (APS) (SERVA, 13375) 0,1 mL 

Ν,Ν,Ν’,Ν’- Τετραµεθυλαινδιαµίνη (TEMED) (SERVA, 35930) 0,02 mL 

Πίνακας 4: Πηκτή συσσώρευσης  (stacking gel) - 4 % 
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* Το TEMED και το APS προστίθενται στο τέλος καθώς είναι οι παράγοντες 

πολυµερισµού 

5. Προσθήκη 20mL διαλύµατος του separating gel στο κάθε ένα από τα 

τζαµάκια 

6. Προσθήκη ισοβουτανόλης 

7. Αναµονή µέχρι να πολυµεριστεί το gel 

8. Πλήρης αποµάκρυνση της ισοβουτανόλης 

9. Προσθήκη διαλύµατος του stacking gel στο κάθε ένα από τα τζαµάκια 

10. Τοποθέτηση του spacer µε προσοχή για την αποφυγή δηµιουργίας φυσαλίδων 

11. Αναµονή µέχρι να πολυµεριστεί το gel 

12. Αφαίρεση spacer 

13. Τοποθέτηση λάστιχων στο core και βρέξιµο µε ddH2O ή µε buffer 

14. Τοποθέτηση του gel µε τα τζαµάκια στο tank της ηλεκτροφόρησης 

15. Προσθήκη του running buffer στο tank 

16. Φόρτωµα δειγµάτων (20µL δείγµατος) 

17. Εφαρµογή 200V για 4 ώρες 

18. Τοποθέτηση gel σε διάλυµα χρωστικής για όλο το βράδυ 

19. Ξέπλυµα για 1 µέρα 

20. Φωτογράφιση σε scanner ορατού φωτός 

 
Εικόνα 4: Συσκευή ηλεκτροφόρησης πρωτεϊνών σε πηκτή πολυακρυλαµιδίου. 
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2.4. Ηλεκτροφόρηση DNA σε πηκτή αγαρόζης 

 

2.4.1. Προετοιµασία δείγµατος 

 

2.4.2. DNA extraction 

1. Αιώρηση βιοµάζας σε 1 mL δ/τος 1M sorbitol, 0,1M EDTA, PH:7.5 

2. Υπέρηχοι 

3. Φυγοκέντρηση (15 min σε 13400 rpm) και διάλυση ιζήµατος (vortex) σε 0,5 

mL δ/τος 50mM Tris-HCl, 20 mM EDTA, PH: 7.4 

4. Προσθήκη 50 µL 10% SDS και επώαση στους 65 οC για 30 min 

5. Προσθήκη 0,2 mL οξικό κάλιο 5M και άµεση µεταφορά σε πάγο για 30 min 

6. Φυγοκέντρηση (15 min σε  13000 rpm και 4 οC) και µεταφορά υπερκειµένου 

σε καθαρό ependorf 

7. Προσθήκη 1 mL ισοπροπανόλης και παραµονή σε θερµοκρασία δωµατίου για 

5 min 

8. Φυγοκέντρηση (15 min σε  13000 rpm και 4 οC) και επαναιώρηση σε 0,5 mL 

70% αιθανόλη 

9. Φυγοκέντρηση (15 min σε 13000 rpm και 4 οC) και πλήρης αποµάκρυνση της 

αιθανόλης και αιώρηση σε 50µL dd H2O 

10. Αποθήκευση στους -20 οC 
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2.3.4. Ενίσχυση νουκλεοτιδικών αλληλουχιών 

2.3.4.1. Ενίσχυση αλληλουχίας 26S ριβοσωµικού DNA 

26S rDNA 

20µL x1 concentration 

10x buffer without MgCl2 25µL  

dATP (100mM) 0.5µL 0.2mM 

dTTP (100mM) 0.5µL 0.2mM 

dCTP (100mM) 0.5µL 0.2mM 

dGTP (100mM) 0.5µL 0.2mM 

MgCl2 (50mM) 7,5µL 2.5mM 

primer NL1(10µM) 5µL 4µM 

primer NL4(10µM) 5µL 4µM 

Taq (50/µL) 2µL 1U 

H2O 203.5µL  

DNA 2µL  

 

 

  

PCR program   

94oC     5min   

94oC     1min   

52oC     1min x36  

72oC     2min   

72oC    5min   

 

Ηλεκτροφόρηση σε gel 1.5% αγαρόζης για 1 ώρα και 30 λεπτά στα 100V 

Μεταφορά σε διάλυµα βρωµιούχου αιθιδίου για 10 λεπτά 

Μεταφορά σε απιονισµένο νερό για 20 λεπτά 

Φωτογράφιση σε υπεριώδες (UV) 
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2.4.3.2. Τυχαία ενίσχυση πολυµορφισµών του γενετικού υλικού - 

RAPD (Random Amplification of Polymorphic DNA) 

Εκκινητής Μ13 

M13 (5’-GAG-GGT-GGC-GGT-TCT-3’) 

20µL x1 concentration 

10x buffer without MgCl2 2µL  

dATP (100mM) 0.04µL 0.2mM 

dTTP (100mM) 0.04µL 0.2mM 

dCTP (100mM) 0.04µL 0.2mM 

dGTP (100mM) 0.04µL 0.2mM 

MgCl2 (50mM) 1µL 2.5mM 

primer M13 (10µM) 8µL 4µM 

Taq (50/µL) 0.2µL 1U 

H2O 6.64µL  

DNA 2µL  

 

 

 

  

PCR program   

95oC     2min   

95oC     1min   

38oC 1min ramp to 72oC at 0.6oC/sec x35  

72oC     2min   

72oC    10min   

 

Ηλεκτροφόρηση σε gel 1.5% αγαρόζης για 1 ώρα και 30 λεπτά στα 100V 

Μεταφορά σε διάλυµα βρωµιούχου αιθιδίου για 10 λεπτά 

Μεταφορά σε απιονισµένο νερό για 20 λεπτά 

Φωτογράφιση σε υπεριώδες 
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2.4.3.3. Ενίσχυση επαναλαµβανόµενων στοιχείων του γενετικού 

υλικού – Rep-PCR 

Εκκινητής GTG5 

GTG5 (5’-GTG-GTG-GTG-GTG-GTG-3’) 

20µL x1 concentration 

10x buffer without MgCl2 2µL  

dATP (100mM) 0.2µL 0.2mM 

dTTP (100mM) 0.2µL 0.2mM 

dCTP (100mM) 0.2µL 0.2mM 

dGTP (100mM) 0.2µL 0.2mM 

MgCl2 (50mM) 2.12µL 2.5mM 

primer GTG5 (10µM) 0.8µL 4µM 

Taq (50/µL) 0.2µL 1U 

H2O 12.48µL  

DNA 2µL  

 

 

 

  

PCR program   

95oC     5min   

95oC     45sec   

50oC     1min x40  

72oC     1min   

72oC     6min   

 

Ηλεκτροφόρηση σε gel 1.5% αγαρόζης για 1 ώρα και 30 λεπτά στα 100V 

Μεταφορά σε διάλυµα βρωµιούχου αιθιδίου για 10 λεπτά 

Μεταφορά σε απιονισµένο νερό για 20 λεπτά 

Φωτογράφιση σε υπεριώδες 
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2.4.4. Ηλεκτοφόρηση σε πηκτή αγαρόζης 

1. Στήσιµο συσκευής ηλεκτροφόρησης  

2. ∆ηµιουργία της πηκτής αγαρόζης 1,5% (1,5gr αγαρόζη, 100 mL TAE 1x) 

3. Εισαγωγή 2µL loading dye + 7 µL ladder στο πρώτο πηγαδάκι και 2µL 

loading dye + 20µL DNA στα υπόλοιπα (15) 

4. Ηλεκτροφόρηση στα 100 V για 1 ώρα και 30 λεπτά 

5. Κλείσιµο συσκευής 

6. Τοποθέτηση της πηκτής σε BrEth για 10 λεπτά 

7. Ξέπλυµα 20 λεπτά 

8. Φωτογράφιση σε υπεριώδες 

 
Εικόνα 5: Συσκευή ηλεκτροφόρησης DNA σε πηκτή αγαρόζης. 
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2.5. Ηλεκτροφόρηση σε πηκτή πολυακρυλαµιδίου µε 

βαθµίδωση αποδιατακτικών παραγόντων (DGGE, 

Denaturing Gradient Gel Electrophoresis). 

 

2.5.1. ∆ιαδικασία 

 

1. Στήσιµο συσκευής 

2. ∆ηµιουργία 7L TAE 1x 

3. Προσθήκη διαλύµατος στη συσκευή και ρύθµιση θερµοκρασία στους 68 oC 

(για να τρέξει στους 60 oC) 

4. Στήσιµο συσκευής ηλεκτροφόρησης µε τα κατάλληλα τζαµάκια και τα 

ανάλογα χτενάκια (spacer) 

5. Τοποθέτηση ρόδας (gradient delivery system) στην κατάλληλη απόσταση από 

τη συσκευή ηλεκτροφόρησης 

6. Προσθήκη 750mL διαλύµατος για baseline από κάθε άκρη στα τζαµάκια 

7. Αναµονή µέχρι να πολυµεριστεί και τοποθέτηση της βελόνας µε ταινία στο 

πάνω µέρος στο τζαµάκι 

8. ∆ηµιουργία gel σε 2 ποτήρια ζέσεως  

• για spacer 1mm: 

• * Στο διάλυµα µε την υψηλή συγκέντρωση, προσθέτουµε 150µL 

DCode Dye 

• διάλυµα 60% (+150µL DCode Dye)  : 9mL 100%DS + 6mL0% DS  

• διάλυµα 30% : 4.5mL 100%DS + 10.5mL0% DS 

• Προσθήκη 135µL APS και 13.5µL TEMED σε κάθε ποτήρι ζέσεως 

9. Προσθήκη διαλυµάτων στις σύριγγες και αφαίρεση του αέρα 

10. Τοποθέτηση της σύριγγας µε την πυκνή συγκέντρωση του διαλύµατος στο 

πίσω µέρος της ρόδας και της σύριγγας µε την αραιή συγκέντρωση στο 

µπροστινό µέρος της ρόδας 

11. Ένωση των συρίγγων στο Y fitting που είναι συνδεδεµένο µε τη βελόνα 

12. Κίνηση της ρόδας αργά και σταθερά 

13. Αφαίρεση βελόνας 

14. Τοποθέτηση του spacer µε προσοχή για την αποφυγή δηµιουργίας φυσαλίδων 

15. Αναµονή µέχρι να πολυµεριστεί το gel 
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16. Αφαίρεση spacer 

17. Τοποθέτηση λάστιχων στο core και βρέξιµο µε λίγο ddH2O ή µε buffer 

18. Τοποθέτηση του gel µε τα τζαµάκια 

19. Κλείσιµο συσκευής και αφαίρεση buffer 

20. Φόρτωµα δειγµάτων (25µL δείγµατος + 15µL Loading Dye 2x) 

21. Εφαρµογή του Electoforesis / Temperature Control Module 

22. Ρύθµιση θερµοκρασίας στους 60 oC 

23. Σύνδεση συσκευής µε το τροφοδοτικό και εφαρµογή 50V για 5 λεπτά 

24. Εφαρµογή 200V για 4 ώρες 

25. Κλείσιµο συσκευής 

26. Τοποθέτηση του gel µε το τζαµάκι σε BrEth για 5 λεπτά 

27. Ξέπλυµα 20 λεπτά 

28. Φωτογράφιση σε υπεριώδες 

 
Εικόνα 6: Συσκευή ηλεκτροφόρησης DNA σε πηκτή πολυακρυλαµιδίου βαθµίδωσης αποδιατακτικών 

παραγόντων. 
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2.6. ∆ιαλύµατα 

 

2.6.1. Ηλεκτροφόρηση πρωτεϊνών σε πηκτή πολυακρυλαµιδίου 

TBE 5x 1 L 54gr tris base 

  27,5 gr boric acid 

  20 mL 0,5 EDTA (PH=8) 

EDTA 0,5M PH=8 1 L 186,1 gr Na2EDTA 

700 mL H2O 

  ρύθµιση στο PH=8 µε 

NAOH (αλλιώς δεν 

διαλύεται) 

 

Tris HCl 1M PH=7,5 1 L 157,60 gr Tris HCl 

  ρύθµιση στο PH=8 µε HCl 

TBE 0.5M  1:10 από TBE 5x 

TAE 50x 1 L 242gr tris base 

  57.1mL glacial acetic acid 

  100 mL EDTA 0.5M 

  ρύθµιση PH στο 8 
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2.6.2. DNA extraction 

1Μ sorbitol0.1M EDTA  500mL 91.1gr sorbitol 

PH 7.5  100mL EDTA 0.5mL 

  H2O à 400mL   

  ρύθµιση PH στο 7,5 

50mM Tris-HCl, 20 mM 

EDTA, PH: 7.4 

  

Tris HCl 1M PH=7,5 1L 157,60 gr Tris HCl 

  ρύθµιση στο PH=8 µε HCl 

10% SDS   

* Ελαφριά θέρµανση, αν δηµιουργηθούν κρύσταλλοι στο SDS, µέχρι να διαλυθούν 

Potassium acetate 5M 500mL 245gr potassium acetate σε 

500mL???? 

Ισοπροπανόλη   

70% αιθανόλη   
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2.6.3.  DGGE 

DCode Dye 10mL 0.05gr Bromophenol Blue  

  0.05gr Xylene cyanol  

  10mL TAE 1x 

Gel Loading Dye 2x 10mL 0.25mL 2% Bromophenol Blue 

  0.25mL 2% Xylene cyanol 

  7mL 100% Glycerol 

  2.5mL ddH2O 

ADS 10% 1mL 0.1 gr Ammonium persulfate 

  1mL ddH2O 

Proteinase K 1mL 20mg 

  1mL ddH2O 

Loading Dye 6x 10mL 0.45mL 2% Bromophenol Blue 

  0.45mL 2% Xylene cyanol 

  6mL 100% Glycerol 

  1.2 mL 0.5M EDTA 

0% DS 100mL 17.5mL Acrylamide / Bis 40% 

  2mL TAE 50x 

  ddH2O 

100% DS 100mL 17.5mL Acrylamide / Bis 40% 

  2mL TAE 50x 

  40mL Formamide 

  42gr UREA 

  1mL ddH2O 

  Ρύθµιση όγκου 

∆ιάλυµα για baseline 15 mL 1.5 mL 0%DS 

  13.5 mL APS 

  1.35µL TEMED 
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3. Αποτελέσµατα και συζήτηση 

 

Η βιοποικιλότητα των ζυµών τόσο ανάµεσα στα είδη, όσο και µέσα στο ίδιο 

είδος εξαρτάται σε σηµαντικό βαθµό από τις συνθήκες κάτω από τις οποίες γίνεται η 

οινοποίηση (Cavalieri et al. 1998; Sabate et al. 1998; Schuller et al. 2005; Sipiczki 

2002, 2006; Valero et al. 2007; Versavaud et al. 1995; Vezinhet et al. 1992). Τόσο 

στον µούστο όσο και κατά τις πρώτες µέρες της οινοποίησης, επικρατούν 

µικροοργανισµοί µε χαµηλό µεταβολικό ρυθµό, όπως οι ζύµες που ανήκουν στα γένη 

Hanseniaspora (Kloeckera), Candida και Metschnikowia (Longo et al., 1991), καθώς 

και στα γένη Pichia, Issatchenkia και Kluyveromyces. Είδη που ανήκουν στο γένος 

Saccharomyces και ιδιαίτερα το είδος Saccharomyces cerevisiae, καταναλώνουν 

γρήγορα τα σάκχαρα που εµπεριέχονται στο µούστο (Querol et al., 1990) και έχουν 

ανθεκτικότητα στην αιθανόλη. Τα είδη που επικρατούν στην διάρκεια της ζύµωσης 

και τελικά ολοκληρώνουν τη µεταβολική διαδικασία ανήκουν το γένος 

Saccharomyces (Fleet and Heard, 1993). 

Η παραγωγή αιθανόλης από το Saccharomyces cerevisiae επιβραδύνει την 

ανάπτυξη των υπόλοιπων ζυµοµυκήτων. Τα γένη Hanseniaspora, Candida, Pichia, 

Kluyveromyces, Metschnikowia δεν επιβιώνουν σε περιβάλλον µε τη συγκέντρωση 

αιθανόλης να ξεπερνάει το 5–7% (Heard and Fleet, 1988). Το είδος Saccharomyces 

cerevisiae σε αντίθεση µε άλλους µικροοργανισµούς παρουσιάζει ανθεκτικότητα 

στην όσµωση, όταν τα σάκχαρα βρίσκονται σε µικρή συγκέντρωση (υπο-οσµωτικό 

στρες) στον οίνο κατά την αποζύµωση του οίνου. Είναι σχετικά ανθεκτικός σε 

υψηλές οξύτητες και µπορεί να αναπαραχθεί σε χαµηλές συγκεντρώσεις οξυγόνου. 

Ειδικά στους ερυθρούς οίνους, οι φαινολικές ουσίες που εκχυλίζονται κατά τη 

διάρκεια της οινοποίησης καθιστούν τους ζυµοµύκητες περισσότερο 

ανταγωνιστικούς. 

 

 

 



 

3.1. Ανάπτυξη πληθυσµού

Στο σχήµα 1 φαίνεται η εξέλιξη του πληθυσµού των ζυµών κατά την διάρκεια 

µικροοινοποίησης µε και χωρίς προσθήκη 

Σχήµα 1: Εξέλιξη του πληθυσµού των ζυµών κατά την µικροοινοποίηση µε προσθήκη 

και χωρίς SO2 

Η επίδραση του διοξειδίου του θείου (

προσαρµογής των κυττάρων. Στην οινοποίηση µε την προσθήκη 

παρατηρείται παραµονή του πληθυσµού στη φάση προσαρµογής

περισσότερο από ότι χωρίς την

 

3.2. Αποµόνωση και διαχωρισµός

Καθ’ όλη τη διάρκεια της 

µικροοινοποιήσεις (παρουσία και απουσία 

αποικίες από την αρχή τη µέση και το τέλος της οινοποίησης, 

βιοποικιλότητα, τόσο σε επίπεδο είδους όσο και σε επίπεδο 

 

Στο παρακάτω σχήµα παρουσιάζεται το δενδρόγραµµα που έχει προκύψει από 

την χρήση του εκκινητή 
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µικροοινοποίησης µε και χωρίς προσθήκη SO2 

Εξέλιξη του πληθυσµού των ζυµών κατά την µικροοινοποίηση µε προσθήκη 

Η επίδραση του διοξειδίου του θείου (SO2) είναι εµφανής σ

προσαρµογής των κυττάρων. Στην οινοποίηση µε την προσθήκη 

παρατηρείται παραµονή του πληθυσµού στη φάση προσαρµογής για µία ηµέρα

από ότι χωρίς την προσθήκη διοξειδίου του θείου. 

Αποµόνωση και διαχωρισµός 

Καθ’ όλη τη διάρκεια της µικροοινοποίησης και από τις δύο επεµβάσεις στις 

µικροοινοποιήσεις (παρουσία και απουσία SO2) αποµονώθηκαν 146

από την αρχή τη µέση και το τέλος της οινοποίησης, για να µελετηθεί η 

βιοποικιλότητα, τόσο σε επίπεδο είδους όσο και σε επίπεδο υποείδους. 

Στο παρακάτω σχήµα παρουσιάζεται το δενδρόγραµµα που έχει προκύψει από 

την χρήση του εκκινητή M13 και την επεξεργασία των αποτελεσµάτων της 

2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
Μέρες Μικροοινοποίησης

Ανάπτυξη πληθυσµού ζυµών

προσαρµογής

Λογαριθµική
φάση Στατική 

φάση

Φάση 
θανάτου

80 

φαίνεται η εξέλιξη του πληθυσµού των ζυµών κατά την διάρκεια 

 
Εξέλιξη του πληθυσµού των ζυµών κατά την µικροοινοποίηση µε προσθήκη 

) είναι εµφανής στην φάση 

προσαρµογής των κυττάρων. Στην οινοποίηση µε την προσθήκη SO2. 

για µία ηµέρα 

δύο επεµβάσεις στις 

αποµονώθηκαν 146 µονοκλωνικές 

για να µελετηθεί η 

 

Στο παρακάτω σχήµα παρουσιάζεται το δενδρόγραµµα που έχει προκύψει από 

13 και την επεξεργασία των αποτελεσµάτων της 
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ηλεκτροφόρησης σε υπολογιστικό πρόγραµµα. Προέκυψαν 13 γενετικά προφίλ για το 

είδος Saccharomyces cerevisiae, σε 5 γενετικά προφίλ για το είδος Hanseniaspora 

uvarum, 3 γενετικά προφίλ για το είδος Metschnikowia pulcherrima και 1 γενετικό 

προφίλ για το είδος Lachancea thermotolerans. 

 

Εικόνα 7: Φυλογενετικό δέντρο που προέκυψε µε τον εκκινητή Μ13 

Στο παρακάτω σχήµα φαίνεται το φυλογενετικό δέντρο που προέκυψε µε τη 

δεύτερη  τεχνική repetitive elements PCR, όπου χρησιµοποιείται ο εκκινητής GTG5. 
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Οι αποικίες διαχωρίστηκαν σε 14 γενετικά προφίλ για το είδος Saccharomyces 

cerevisiae, σε 5 γενετικά προφίλ για το είδος Hanseniaspora uvarum, 4 γενετικά 

προφίλ για το είδος Metschnikowia pulcherrima και 1 γενετικό προφίλ για το είδος 

Lachancea thermotolerans. 

Εικόνα 8: Φυλογενετικό δέντρο που προέκυψε µε τον εκκινητή GTG5 

Στο παρακάτω σχήµα φαίνεται το φυλογενετικό δέντρο που προέκυψε µε τη 

τεχνική ηλεκτροφόρησης πρωτεϊνών σε πηκτή πολυακρυλαµιδίου (SDAS-PAGE), 
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όπου, έχει ηλεκτροφορηθεί το ολικό πρωτεϊνικό προφίλ της κάθε αποικίας. Οι 

αποικίες διαχωρίστηκαν σε 26 πρωτεϊνικά προφίλ για το είδος Saccharomyces 

cerevisiae , 8 πρωτεϊνικά προφίλ για το είδος Hanseniaspora uvarum, 3 πρωτεϊνικά 

προφίλ για το είδος Metschnikowia pulcherrima , 1 πρωτεϊνικό προφίλ για το είδος 

Lachancea thermotolerans  

Εικόνα 9 : Φυλογενετικό δέντρο που προέκυψε µε την SDS PAGE. 
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3.3. Ταξινοµική κατάταξη των ζυµοµυκήτων που 
αποµονώθηκαν σε σχέση µε τυπικά στελέχη «

Στην εικόνα 10 φαίνεται η φυλογενετική σχέση των αποικιών που µελετήθηκαν 

σε σύγκριση µε τυπικά στελέχη (

ερευνητές. 

Εικόνα 10: Φυλογενετικό δέντρο των αποµονωµένων ζυµοµυκήτων.

Ταξινοµική κατάταξη των ζυµοµυκήτων που 
αποµονώθηκαν σε σχέση µε τυπικά στελέχη «type

φαίνεται η φυλογενετική σχέση των αποικιών που µελετήθηκαν 

σε σύγκριση µε τυπικά στελέχη (type strains) που έχουν µελετηθεί από άλλους 

Εικόνα 10: Φυλογενετικό δέντρο των αποµονωµένων ζυµοµυκήτων.

84 

Ταξινοµική κατάταξη των ζυµοµυκήτων που 
type strains» 

φαίνεται η φυλογενετική σχέση των αποικιών που µελετήθηκαν 

) που έχουν µελετηθεί από άλλους 

 

Εικόνα 10: Φυλογενετικό δέντρο των αποµονωµένων ζυµοµυκήτων. 
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3.4. Ηλεκτροφόρηση πολυακρυλαµιδίου βαθµιδωτής διάταξης 
αποδιατακτικών παραγόντων (PCR-DGGE)  

 

Στην εικόνα 11 παρουσιάζεται η ηλεκτροφόρηση σε πηκτή πολυακρυλαµιδίου 

µε βαθµίδωση αποδιατακτικών παραγόντων (DGGE) από δείγµατα που πάρθηκαν 

απευθείας από το κρασί από την αρχή, τη µέση και το τέλος της οινοποίησης και 

δείγµατα που είχαν ταυτοποιηθεί σε επίπεδο είδους, τα οποία χρησιµοποιήθηκαν ως 

πρότυπα. 

 

 
Εικόνα11: Ηλεκτροφόρηση σε πηκτή πολυακρυλαµιδίου µε 

βαθµιδωτή διάταξη αποδιατακτικών παραγόντων (DGGE). 

Στην αρχή και στη µέση της οινοποίησης παρατηρήθηκαν τα είδη 

Hanseniaspora uvarum και Saccharomyces cerevisiae ενώ στο τέλος µόνο ο 

Saccharomyces cerevisiae. Σε αυτή την τεχνική δεν ανιχνεύθηκαν τα είδη 

Metschnikowia pulcherrima και Lachancea thermotolerans, πιθανόν εξαιτίας της 

µικρής συγκέντρωσής τους σε σχέση µε τα υπόλοιπα είδη. 
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3.5. Βιοποικιλότητα ζυµοµυκήτων 

 

Αντιπροσωπευτικός αριθµός στελεχών από κάθε οµάδα που προέκυψε µε τις 

προηγούµενες τεχνικές, χρησιµοποιήθηκε για ταυτοποίηση µε τον προσδιορισµό της 

αλληλουχίας (sequencing) του 26S ριβοσωµικού DNA. Στο παρακάτω διάγραµµα 

φαίνεται το ποσοστό συµµετοχής των ειδών που ανιχνεύθηκαν, στα στάδια της 

ζύµωσης που µελετήθηκαν. 

 

 
Σχήµα 2: Ποσοστιαία κατανοµή των ειδών κατά τη διάρκεια της οινοποίησης µε και 

χωρίς την επίδραση του θειώδη ανυδρίτη. 

Συνολικά αποµονώθηκαν 146 αποικίες, εκ των οποίων οι 67 προήλθαν από την 

οινοποίηση χωρίς την προσθήκη θειώδη ανυδρίτη και οι 79 από την οινοποίηση µε 

την προσθήκη του θειώδους ανυδρίτη. Τις πρώτες ηµέρες της οινοποίησης 

επικρατούν κυρίως ζύµες που δεν ανήκουν στο γένος Saccharomyces. Στις 

οινοποιήσεις όπου προστέθηκε διοξείδιο του θείου παρατηρείται ακόµη και την 

πρώτη µέρα της ζύµωσης η παρουσία του Saccharomyces cerevisiae. Από την ένατη 

µέρα της οινοποίησης έως το τέλος επικρατεί o Saccharomyces cerevisiae. 
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3.5.1. Μικροοινοποίηση χωρίς προσθήκη SO2  

Από τις 67 αποικίες που αποµονώθηκαν, οι 43 ανήκουν στο είδος Saccharomyces 

cerevisiae, οι 18 στο είδος Hanseniaspora uvarum, οι 4 στο είδος Metschnikowia 

pulcherrima και οι 2 στο είδος Lachancea thermotolerans. Την πρώτη µέρα της 

οινοποίησης δεν παρατηρήθηκε καθόλου το είδος Saccharomyces cerevisiae, ενώ 

παρατηρήθηκαν 12 γενότυποι του είδους  Hanseniaspora uvarum και 3 γενότυποι του 

είδους  Metschnikowia pulcherrima. Στη µέση της οινοποίησης  παρατηρήθηκαν 19 

διαφορετικοί γενότυποι του είδους  Saccharomyces cerevisiae, 2 του είδους  

Metschnikowia pulcherrima και 1 γενότυπος του είδους  Lachancea thermotolerans. 

Στο τέλος της οινοποίησης  παρατηρήθηκαν 9 διαφορετικοί γενότυποι του είδους  

Saccharomyces cerevisiae και 1 γενότυπος του είδους  Lachancea thermotolerans ο 

οποίος ήταν διαφορετικός από τον γενότυπο που παρατηρήθηκε στη µέση της 

οινοποίησης. 

 

3.5.2. Μικροοινοποίηση µε την προσθήκη SO2 

Από τις 79 αποικίες που αποµονώθηκαν, οι 67 ανήκουν στο είδος Saccharomyces 

cerevisiae, οι 11 στο είδος Hanseniaspora uvarum, η 1 στο είδος Metschnikowia 

pulcherrima, ενώ δεν παρατηρήθηκε το είδος Lachancea thermotolerans. Την πρώτη 

µέρα της οινοποίησης  παρατηρήθηκαν 3 διαφορετικοί γενότυποι του είδους 

Saccharomyces cerevisiae, 8 γενότυποι του είδους Hanseniaspora uvarum εκ των 

οποίων οι 6 ήταν κοινοί µε την επέµβαση χωρίς SO2 και 1 γενότυπος του είδους 

Metschnikowia pulcherrima. Στη µέση της οινοποίησης  παρατηρήθηκαν 25 

διαφορετικοί γενότυποι του είδους Saccharomyces cerevisiae εκ των οποίων οι 7 

ήταν κοινοί µε την επέµβαση χωρίς SO2. Στο τέλος της οινοποίησης  παρατηρήθηκαν 

15 διαφορετικοί γενότυποι του είδους Saccharomyces cerevisiae εκ των οποίων οι 2 

ήταν κοινοί µε την επέµβαση χωρίς SO2.  
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3.5.3. Σύγκριση µε άλλες µελέτες 

 

Την πρώτη µέρα της οινοποίησης στην επέµβαση χωρίς την προσθήκη θειώδους 

ανυδρίτη δεν παρατηρήθηκε το είδος Saccharomyces cerevisiae, ενώ µε την 

προσθήκη διοξειδίου του θείου παρατηρήθηκαν 3 διαφορετικά γενετικά προφίλ. Είναι 

εµφανές ότι το διοξείδιο του θείου είναι αποτελεσµατικότερο όσον αφορά την 

αντιµικροβιακή του ιδιότητα έναντι των non-Saccharomyces ειδών, ιδιαίτερα τις 

πρώτες ηµέρες της οινοποίησης. Αντίθετα δεν έχει µεγάλη αποτελεσµατικότητα στο 

είδος Saccharomyces cerevisiae. 

Στις αυθόρµητες ζυµώσεις, στην αρχή της οινοποίησης επικρατούν τα είδη που 

βρίσκονται στην επιφάνεια των σταφυλιών. Όπως έχει αναφερθεί σε άλλες µελέτες 

στην επιφάνεια των σταφυλιών επικρατούν συνήθως τα εξής τρία κύρια είδη: 

Hanseniaspora uvarum (anamorph: Kloeckera apiculata),  Metschnikowia 

pulcherrima (anamorph: Candida pulcherrima) και Candida stellata. Το γένος 

Hanseniaspora είναι κυρίαρχο σε αρκετές µελέτες (Beltran et al. 2002; Combina et al. 

2005; Hierro et al. 2006) και σε άλλες το γένος Candida (Clemente-Jimenez et al. 

2004; Torija et al. 2001) 

 Κατά τη διάρκεια της οινοποίησης ο πληθυσµός του γένους Saccharomyces 

αρχίζει να αυξάνεται µε αποτέλεσµα τη µείωση των υπόλοιπων πληθυσµών (Fleet 

and Heard 1993). Στο τέλος της οινοποίησης επικρατεί κυρίως το γένος 

Saccharomyces και πολλές φορές µόνο αυτό. Όσον αφορά την αυθόρµητη ζύµωση 

χωρίς τη χρήση θειώδους ανυδρίτη, τα ευρήµατα επαλήθευσαν την δυναµική που έχει 

παρατηρηθεί και σε άλλες έρευνες.  

Στην παρούσα έρευνα, στην αρχή της οινοποίησης δεν παρατηρήθηκε η 

παρουσία του Sacharomyces cerevisiae αλλά επικράτησε το είδος Hanseniaspora 

uvarum και παρατηρήθηκε το είδος Metschnikowia pulcherrima σε µικρότερη 

εξάπλωση. Στην αυθόρµητη ζύµωση µε τη χρήση του θειώδους ανυδρίτη η εξάπλωση 

των non-Saccharomyces ζυµοµυκήτων επηρεάστηκε αρνητικά, ενώ παρατηρήθηκε 

και η παρουσία του είδους Saccharomyces. Συνεπώς το διοξείδιο του θείου 

καταστέλλει την ανάπτυξη των non-Saccharomyces ενώ δεν επηρεάζει τον 

Saccharomyces cerevisiae προσφέροντάς του ανταγωνιστικό πλεονέκτηµα από την 
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πρώτη µέρα της οινοποίησης. Σε αντίθεση µε άλλες µελέτες που έχει αναφερθεί oτι οι 

ζύµες που ανήκουν στη οικογένεια των Βασιδιοµηκύτων παρουσιάζουν µεγαλύτερη 

ευαισθησία στο διοξείδιο του θείου µέχρι και 90% (Rementeria et al. 2003), 

παρατηρήθηκε ότι το διοξείδιο του θείου καταστέλλει και την ανάπτυξη 

ζυµοµυκήτων που ανήκουν στους Ασκοµύκητες. Η προσθήκη θειώδους ανυδρίτη δεν 

επηρεάζει ιδιαίτερα τον αυτόχθονα πληθυσµό (Henick-Kling et al. 1998). 

Παρατηρείται µια µείωση στο αριθµό των κυττάρων αλλά δεν έχει παρατηρηθεί 

διαφορά στο αρωµατικό προφίλ του τελικού προϊόντος (Egli et al. 1998). 

 

3.6. Βιοποικιλότητα του είδους Saccharomyces cerevisiae 

Η επίδραση του θειώδη ανυδρίτη φαίνεται να ευνοεί την αύξηση της 

ποικιλοµορφίας των µικροοργανισµών που ανήκουν στο είδος Saccharomyces 

cerevisiae σε επίπεδο υποείδους σε όλες τις φάσεις της οινοποίησης. Στο τέλος της 

οινοποίησης φαίνεται ότι επιβιώνουν περισσότερα στελέχη στην οινοποίηση που 

επέδρασε το διοξείδιο του θείου από την οινοποίηση χωρίς αυτό. 

Συνήθως δύο κύρια είδη συναντώνται στη διάρκεια της οινοποίησης, το είδος 

Saccharomyces cerevisiae και το είδος Saccharomyces bayanus (προηγουµένως 

γνωστό ως S. uvarum) (Sipiczki 2002). Πολλές φορές έχει βρεθεί και το είδος S. 

pastorianus (Naumov 1996) καθώς και έχουν παρατηρηθεί υβρίδια του S. cerevisiae 

και του S. bayanus όπως και του S. cerevisiae και του S. kudriavzevii (Gonzalez 

2006).  

Για τον διαχωρισµό των γενετικών προφίλ µέσα στα είδη, χρησιµοποιήθηκαν 

δύο διαφορετικές τεχνικές ενίσχυσης του γενετικού υλικού µε τη χρήση της 

αλυσιδωτής αντίδρασης πολυµεράσης και δύο διαφορετικών εκκινητών. Ο εκκινητής  

Μ13 χρησιµοποιήθηκε στην τεχνική  RAPD-PCR (τυχαία ενίσχυση πολυµορφικού 

DNA) και ο εκκινητής GTG5 χρησιµοποιήθηκε για την rep-PCR (ενίσχυση 

επαναλαµβανόµενων στοιχείων γενετικού υλικού). Με τη χρήση του εκκινητή M13 

διαχωρίστηκαν 13 οµάδες µικροοργανισµών του είδους Saccharomyces cerevisiae 

που παρουσίασαν το ίδιο γενετικό πρότυπο. Χρησιµοποιώντας τον δεύτερο εκκινητή 

(GTG5), διαχωρίστηκαν 14 οµάδες µε το ίδιο γενετικό πρότυπο στο είδος 

Saccharomyces cerevisiae. 
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3.6.1. Μικροοινοποίηση χωρίς προσθήκη SO2  

Από τις 67 αποικίες που αποµονώθηκαν, οι 43 ανήκουν στο είδος Saccharomyces 

cerevisiae και παρατηρήθηκαν 28 διαφορετικά γενετικά πρότυπα κατανεµηµένα στη 

διάρκεια της οινοποίησης. Την πρώτη µέρα της οινοποίησης δεν παρατηρήθηκε 

καθόλου το είδος του Saccharomyces cerevisiae ως αποτέλεσµα της µη επίδρασης 

του διοξειδίου του θείου ως κατασταλτικός παράγοντας στην ανάπτυξη των άλλων 

ειδών. Στη µέση της οινοποίησης παρατηρήθηκαν 19 διαφορετικά γενετικά πρότυπα 

του εκ των οποίων 2 επιβίωσαν µέχρι το τέλος της οινοποίησης και 10 

παρατηρήθηκαν και σε διάφορες φάσεις της οινοποίησης παρουσία SO2. Στο τέλος 

της οινοποίησης παρατηρήθηκαν 9 διαφορετικά γενετικά πρότυπα από τα οποία τα 6 

ήταν µοναδικά και δεν παρατηρήθηκαν σε άλλη φάση της πειραµατικής διαδικασίας.  

3.6.2. Μικροοινοποίηση µε την προσθήκη SO2 

Από τις 79 αποικίες που αποµονώθηκαν, οι 67 ανήκουν στο είδος Saccharomyces 

cerevisiae παρατηρήθηκαν 43 διαφορετικά γενετικά πρότυπα. Την πρώτη µέρα της 

οινοποίησης  παρατηρήθηκαν 3 διαφορετικά γενετικά πρότυπα του Saccharomyces 

cerevisiae και µόνο ένα από αυτά επιβίωσε µέχρι το τέλος της οινοποίησης. Στη µέση 

της οινοποίησης παρατηρήθηκαν 25 διαφορετικά γενετικά πρότυπα εκ των οποίων τα 

7 ήταν κοινά µε την επέµβαση χωρίς την προsθήκη SO2. Στο τέλος της οινοποίησης  

παρατηρήθηκαν 15 διαφορετικά γενετικά πρότυπα εκ των οποίων 9 παρατηρήθηκαν 

και στη µέση της ίδιας επέµβασης και 2 ήταν κοινά µε την επέµβαση χωρίς SO2. 

Η χρήση του θειώδους ανυδρίτη όσον αφορά την βιοποικιλότητα µεταξύ των 

στελεχών του Saccharomyces cerevisiae επιδρά θετικά στη διαφοροποίηση των 

στελεχών αλλά όχι σε µεγάλο βαθµό. Η βιοποικιλότητα ανάµεσα στα στελέχη του 

Saccharomyces cerevisiae έχει µελετηθεί σε µεγάλο βαθµό (Khan et al. 2000;  Lopes 

et al. 2002; Querol et al. 1994; Sabate et al. 1998; Schuller et al. 2005; Schutz and 

Gafner 1994; Valero et al. 2007; Van der Westhuizen et al. 2002a, b; Versavaud et al. 

1995). Σε αντίστοιχες έρευνες µελέτης της βιοποικιλότητας του Saccharomyces 

cerevisiae σε επίπεδο στελέχους, η διαφοροποίηση και η επικράτηση των στελεχών 

διαφέρει και εξαρτάται από διάφορους παράγοντες. Σε µια εκτενή µελέτη 1600 

αποµονωµένων αποικιών από 54 αυθόρµητες ζυµώσεις, βρέθηκαν 297 διαφορετικά 

στελέχη (Schuller et al. 2005). Σε µια ακόµη µελέτη µε αρκετά αυξηµένη την 

αναλογία µοναδικών στελεχών, βρέθηκαν 91 διαφορετικά στελέχη από 104 συνολικά 
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αποµονωµένες αποικίες (Valero et al. 2007). Ο Sabate et al. 1998 συνέκριναν την 

βιοποικιλότητα στα στελέχη ανάµεσα σε δύο διαφορετικά αµπελοτόπια και βρέθηκαν 

60 και 65 διαφορετικά στελέχη εκ των οποίων τα 21 ήταν κοινά. Στην Αργεντινή 

βρέθηκαν 9 µοναδικοί γενότυποι από τους 29 που µελετήθηκαν και 5 από αυτούς 

ήταν κοινοί µε άλλα αµπελοτόπια (Lopes et al. 2002). 

Σε άλλες µελέτες έχει παρατηρηθεί ότι το µεγαλύτερο µέρος των αποµονώσεων 

εκφράζεται από ένα και µοναδικό γενετικό πρότυπο, είτε ότι µόνο ένα ή λίγα στελέχη 

είναι παρόντα κατά τη διάρκεια της οινοποίησης (Versavaud et al. 1995). Αντίθετα ο 

Sabate et al. έχει διαπιστώσει διαφορετική ποικιλοµορφία στις διαφορετικές φάσεις 

της οινοποίησης. Επίσης έχει παρατηρηθεί ότι αρκετά στελέχη επικρατούν σε 

σηµαντικό ποσοστό κατά τη διάρκεια της οινοποίησης (Torija et al. 2001; Vezinhet et 

al. 1992). Σε κάποιες περιπτώσεις που έχει διαπιστωθεί µόνο ένα στέλεχος, αυτό έχει 

και την ιδιότητα να παράγει κατασταλτικούς µηχανισµούς για την ανάπτυξη των 

άλλων ζυµοµυκήτων (killer phenotype) (Schuller et al. 2005; Versavaud et al. 1995). 

Ακόµη και τα στελέχη που έχουν το ίδιο γενετικό πρότυπο µπορεί να δείξουν 

διαφορές σε οινολογικές παραµέτρους όπως η γεύση και η οσµή καθώς αυτές µπορεί 

να οφείλονται σε συγκεκριµένα γονίδια. Η βιοποικιλότητα του Saccharomyces 

πιθανόν οφείλεται τόσο στην φυσική επιλογή όσο και στη δηµιουργία τυχαίων 

µεταλλάξεων και τη συσσώρευση αυτών. Οι «άγριες» ζύµες έχουν υψηλό ρυθµό 

δηµιουργία µεταλλάξεων το οποίο έχει ως αποτέλεσµα τον έντονο βαθµό 

βιοποικιλότητας (Mortimer et al. 1994). 
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