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3  Μελέτη της επίδρασης του ξεφυλλίσµατος στα χαρακτηριστικά των σταφυλιών και στους παραγόµενους οίνους από την ερυθρή ποικιλία Ληµνιό  ΠΜΣ: Σύγχρονη  Τεχνολογία Τροφίµων. (i) Γαλακτοκοµία (ii) Οινολογία Τµήµα Επιστήµης Τροφίµων & ∆ιατροφής του Ανθρώπου Εργαστήριο Οινολογίας Περίληψη  Η παρούσα µεταπτυχιακή διατριβή εκπονήθηκε στο Γεωπονικό Πανεπιστήµιο Αθηνών, στο εργαστήριο Οινολογίας, σε συνεργασία µε το Κτήµα Γεροβασιλείου την χρονιά 2020-2021. Μελετήθηκε η επίδραση του εντατικού ξεφυλλίσµατος κατά την καρπόδεση, στην ποικιλία Ληµνιό, τόσο ως προς τα σταφύλια όσο και προς τον παραγόµενο οίνο. Σε οριοθετηµένο αµπελώνα του Κτήµατος Γεροβασιλείου στην περιοχή της Επανοµής, εφαρµόστηκε αφαίρεση των φύλλων (ξεφύλλισµα). Τα µισά φυτά χρησιµοποιήθηκαν ως µάρτυρας και δεν έγινε αφαίρεση φύλλων, ενώ στα υπόλοιπα έγινε εντατικό ξεφύλλισµα, µετά την καρπόδεση. Έγιναν µετρήσεις στον αµπελώνα για το υδατικό δυναµικό των φύλλων και για την µεταβολή του µεγέθους των ραγών και των σταφυλών. Επίσης έγιναν µετρήσεις για την επίδραση στον αριθµό των γιγάρτων, το βάρος των γιγάρτων και της φλούδας και το σύνολο των ανθοκυανών µε την µέθοδο Glories.  Μετά τον τρύγο, ακολούθησαν µικροοινοποιήσεις µε τα παραγόµενα σταφύλια και παράχθηκαν έξι οίνοι, ένας για κάθε πειραµατική µονάδα, ή αλλιώς 3 οίνοι για κάθε επέµβαση στο αµπέλι. Στους οίνους αρχικά έγιναν οι βασικές αναλύσεις (ολική οξύτητα, pH, αλκοολικός τίτλος, πτητική οξύτητα, υπολειπόµενα σάκχαρα) καθώς και τα χρωµατικά χαρακτηριστικά (ένταση, απόχρωση) τους. Ακολούθησαν µετρήσεις σχετικά µε τον προσδιορισµό των ολικών φαινολικών ουσιών, των ανθοκυανών και των τανινών. Συγκεκριµένα έγιναν µετρήσεις του ∆είκτη Φαινολικών Ουσιών, αναλύσεις των ολικών ανθοκυανών, των ολικών φαινολικών, των µονοµερών ανθοκυανών µε υγρή χρωµατογραφία (HPLC) και τέλος µέτρηση της συγκέντρωσης των τανινών µετά από συµπλοκοποίηση τους µε αλβουµίνη (BSA) και µε µεθυλοκυτταρίνη (MCP). Τέλος ακολούθησε οργανοληπτική αξιολόγηση των οίνων από εκπαιδευµένους δοκιµαστές.  Επιστηµονική περιοχή: Οινολογία Λέξεις κλειδιά: Ξεφύλλισµα, Ποικιλία Ληµνιό, φαινολικά συστατικά, τανίνες, ανθοκυάνες, ράγες, Επανοµή  



4  Study of the effect of leafing on the characteristics of the grapes and the wines produced from the red variety Limnio  MSc: Modern Food Technology. (i) Dairy (ii) Oenology  Department of Food Science & Human Nutrition  Laboratory of Oenology Abstract  The following thesis was completed at the Agriculture University of Athens, in the laboratory of Oenology, in collaboration with Ktima Gerovassiliou in the year 2020-2021. The effect of intense defoliation during fruit set was studied in the Limnio variety, both in terms of grapes and the wine produced. In a limited vineyard of Ktima Gerovassiliou in the area of Epanomi defoliation was applied. Half of the plants from the vineyard were used as controls and no leaves were removed, while the rest were intensively defoliated after fruiting. Measurements were made in the vineyard for the water potential of the leaves, for the change of the size of berries. Measurements were also made for the effect of defoliation on the number and the weight of the seeds and the skin. On the grapes was measured as well the total anthocyanins by the Glories method. After the harvest, micro-vinification followed with the produced grapes and six wines were produced, one for each experimental unit, or 3 wines for each intervention in the vineyard. The wines were initially subjected to the basic analyzes (total acidity, pH, alcoholic strength, volatile acidity, residual sugars) as well as their color characteristics (intensity, hue). Measurements of total phenolics, anthocyanins and tannins were performed. Specifically, measurements of the Total Phenolic Index, analyzes of total anthocyanins, total phenolics, monomeric anthocyanins by liquid chromatography (HPLC) and finally measurement of the concentration of tannins after their complexation with albumin (BSA) and methyl-cellulose (MCP). Finally, an organoleptic evaluation of the wines by trained tasters followed.  Scientific area: Oenology Key words: Defoliation, cv Limnio, phenolic content, tannins, anthocyanins, berries, Epanomi  
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9  1. Εισαγωγή  1.1 Ιστορικά στοιχεία  Η άµπελος ανήκει στην οικογένεια των φυτών Vitaceae και το σηµαντικότερο είδος της είναι το Vitis vinifera εκ του οποίου προέρχεται το 90% του συνόλου της παγκόσµιας παραγωγής σταφυλιών. Η συστηµατική καλλιέργεια της αµπέλου ξεκίνησε πριν από περίπου 6000 χρόνια, πράγµα που δείχνει ότι η άµπελος ήταν από τα πρώτα φυτά που καλλιέργησε ο άνθρωπος (Soleas et al.,1997).  Η καλλιέργεια της ξεκίνησε από τις περιοχές του Τίγρη και του Ευφράτη και σταδιακά µετά το πέρας πολλών χιλιάδων χρόνων καλλιεργούνταν και στην Μεσοποταµία, την Συρία και την Αίγυπτο. Στην Ελλάδα το κρασί κατά τα οµηρικά χρόνια ήταν καθηµερινό ποτό που καταναλώνονταν κυρίως στα συµπόσια των ηρώων όπως αναφέρεται στην Οδύσσεια και την Ιλιάδα. Στην Ιλιάδα και την Οδύσσεια ο Όµηρος επίσης δίνει πολλές πληροφορίες για τους οίνους, τα κελάρια και την δίψα των ηρώων του. Ο Οράτιος µάλιστα τον ονόµασε «Vinosus Homerus» (Όµηρος ο οινολόγος) λόγω της θέρµης µε την οποία τραγουδούσε τα εγκώµια του οίνου (Κουράκου,2013).  Οι Ρωµαίοι ήρθαν σε επαφή µε το κρασί µέσω των Ελλήνων αποίκων και από τους γηγενείς Ετρούσκους και επιδόθηκαν στην αµπελοκαλλιέργεια. Μετά την κατάρρευση της Ρώµης και τις µεταναστεύσεις των λαών η αµπελουργία διέσχισε µια περίοδο ύφεσης. Η διάσωση της αµπελουργίας βασίστηκε σε κληρικούς και µοναχούς που χρειάζονταν το κρασί για τελετουργικούς σκοπούς. Κατά τον Μεσαίωνα η τέχνη του κρασιού γνώρισε ξανά άνθιση (Τσακίρης & Παπούλιας, 1996).  Κατά την βυζαντινή περίοδο οι µεγαλύτερες εκτάσεις αµπελιών ανήκαν στην εκκλησιαστική περιουσία και η καλλιέργεια των αµπελιών και η παραγωγή του κρασιού γινόταν από τους µοναχούς.  Στην ∆ύση σταδιακά το κρασί γνωρίζει µεγάλη ανάπτυξη κατά τον 16ο αιώνα και αρχίζει η εξάπλωση του σε χώρες όπως η Ισπανία και η Γαλλία. Παράλληλα στο κρασί εισέρχονται αρκετές καινοτοµίες όπως η χρήση γυάλινων φιαλών για την αποθήκευση και η χρήση φελλού για το κλείσιµο των φιαλών (Τσακίρης & Παπούλιας, 1996).   Οι ποικιλίες των σταφυλιών διαφοροποιήθηκαν και κατατάχθηκαν σε ποικιλίες και σε κατηγορίες κατά το τέλος του 19ου αιώνα. Σήµερα η αµπελοκαλλιέργεια σε παγκόσµιο επίπεδο στοχεύει στην παραγωγή σταφυλιών µε υψηλή ποιότητα, µε µικρές στρεµµατικές αποδόσεις, καλλιεργώντας ποικιλίες σταφυλιών διεθνείς, αυτόχθονες ή παραδοσιακές (Fregoni,2013).  



10  1.2 Σταφύλι – ∆οµή ράγας  Η ράγα αποτελεί τον καρπό του φυτού της αµπέλου και για τον σχηµατισµό της συµµετέχουν οι ιστοί της ωοθήκης. Η ανατοµική δοµή της ώριµης ράγας (Εικόνα 1, Koytroymanidis, Winetitles) περιλαµβάνει τον φλοιό (10-20%), τη σάρκα (75-90%) και τα γίγαρτα µε το αγγειακό σύστηµα (3-6%) για τις ποικιλίες που περιέχουν γίγαρτα.    Εικόνα 1: ∆οµή ράγας σταφυλιού. Ο φλοιός της ράγας αποτελείται από πηκτίνες, κυτταρίνες, πρωτεΐνες ενώ και το µεγαλύτερο µέρος των οξέων βρίσκεται στο φλοιό υπό µορφή αλάτων. Στον φλοιό επίσης των ερυθρών ποικιλιών, περιέχονται οι ανθοκυάνες που  ευθύνονται για το χρώµα των ερυθρών κρασιών. Η επιδερµίδα αποτελείται από 1-2 στρώµατα και εκεί βρίσκονται τα αρωµατώδη έλαια και οι πρόδροµες αρωµατικές ενώσεις που µας δίνουν το χαρακτηριστικό άρωµα της κάθε ποικιλίας. Το µέγεθος της ράγας είναι βασική παράµετρος παρουσίας των προαναφεροµένων συστατικών. Με βάση την έρευνα του Hellman (2003), µικρότερες ράγες έχουν καλύτερο χρώµα, τανίνες και αρωµατικές ενώσεις σε αντίθεση µε µεγαλύτερες ράγες, καθώς οι µικρότερες ράγες έχουν µεγαλύτερο ποσοστό φλοιού στην συνολική µάζα της ράγας. Το ξεφύλλισµα µπορεί να επηρεάσει το βάρος των φλοιών θετικά όταν αυτό γίνεται σε προανθικό στάδιο. Μάλιστα σύµφωνα µε τους Poni et al, 2009 το βάρος των φλοιών σε ξεφυλλισµένα φυτά, αυξήθηκε ανεξάρτητα από το τελικό βάρος των ραγών. Κάτω από τον φλοιό του σταφυλιού βρίσκεται η σάρκα η οποία αποτελείται από το µεσοκάρπιο και από το ενδοκάρπιο. Το µεσοκάρπιο της σάρκας αποτελείται από ένα παρέγχυµα µε λεπτά τοιχώµατα (Hardie et al, 1996), τα κύτταρα της σάρκας είναι στρογγυλά µε µεγάλα κυτταρικά κενά, τα οποία αποτελούν τις κύριες αποθήκες των 



11  σακχάρων, των φαινολικών (Jackson et al,2000), του νερού και των οργανικών οξέων κατά την ωρίµανση της ράγας (Keller et al,2015). Στο ενδοκάρπιο βρίσκεται µια οριοθετηµένη στοιβάδα κυττάρων που περικλείουν τα γίγαρτα και είναι πιο πλούσιο σε οξέα και λιγότερο φτωχό σε σάκχαρα. Στις οινοποιήσιµες ποικιλίες τα τοιχώµατα της σάρκας είναι συνήθως λεπτά για να γίνεται πιο εύκολα η απελευθέρωση του χυµού κατά την πίεση των σταφυλιών.  Τα γίγαρτα αποτελούν τα όργανα αναπαραγωγής της αµπέλου, κατά τον εγγενή πολλαπλασιασµό. Οι σπόροι των σταφυλιών βρίσκονται σε συγκεκριµένη τοποθεσία και περιβάλλονται από ένα εξωτερικό κάλυµµα, το ενδοσπέρµιο και το έµβρυο. Ο ιδανικός και φυσιολογικός αριθµός γιγάρτων στην ράγα είναι τέσσερα (Keller et al, 2015), λόγω όµως διάφορων παραγόντων όπως η ελλιπής γονιµοποίηση ωαρίων ή η άµβλωση των ωοθηκών, ο αριθµός των γιγάρτων µπορεί να είναι µικρότερος και γενικά να επηρεαστεί το µέγεθος των ραγών, µε αποτέλεσµα και το µικρότερο µέγεθος ράγας (Hellman et al, 2013). Στο κάλυµµα των σπόρων, παρατηρείται µεγάλο ποσοστό τανινών και όπως στις τανίνες και τις φαινόλες που υπάρχουν στην σάρκα της ράγας, οι τανίνες πέφτουν µε υψηλότερο βαθµό ανά ράγα, µετά τον περκασµό (Conde et al, 2007). Τα γίγαρτα προέρχονται από την γονιµοποίηση των σπερµατικών βλαστών και περιβάλλονται από το εσωτερικό ενδοκάρπιο, το µεσοκάρπιο δηλαδή την σάρκα και από το εξωκάρπιο ή αλλιώς τον φλοιό (Jackson et al,2000)(Keller et al, 2015). Τα γίγαρτα επίσης αποτελούν πηγή αυξητικών παραγόντων (αµπισικό οξύ, γιββεριλλίνες) και ακόµη περιέχουν ελαιώδεις ουσίες οι οποίες δεν  είναι επιθυµητές κατά την οινοποίηση και για τον λόγο αυτό πρέπει να αποφεύγεται η έκθλιψη των γιγάρτων (Σουφλερός, 2015).  1.3 Στάδια ανάπτυξης της σταφυλής  Η διαµόρφωση και η ανάπτυξη του σταφυλιού, ακολουθεί µια διπλή σιγµοειδή καµπύλη µε τρεις διαφορετικές φάσεις (Jackson et al, 2000). Η κάθε φάση επιδρά διαφορετικά στην σύσταση των ραγών και στην συσσώρευση των τελικών συστατικών του σταφυλιού.  Η πρώτη φάση διαρκεί από την καρπόδεση ως πριν τον περκασµό (45-65 ηµέρες). Κατά την διάρκειά της παρατηρείται έντονη κυτταρική διαίρεση η οποία διαρκεί περίπου 5-6 εβδοµάδες µετά την άνθηση. Περίπου δύο εβδοµάδες µετά την άνθιση παρατηρείται επίσης αύξηση του µεγέθους της ράγας η οποία συνεχίζεται µέχρι το τέλος της φάσης. Η ράγα αυξάνεται σε µέγεθος και συσσωρεύει διαλυτές ουσίες όπως το τρυγικό και µηλικό οξύ, ενώ η συσσώρευση των σακχάρων είναι σε µικρότερο βαθµό. Το τρυγικό και το µηλικό οξύ συσσωρεύονται στο φλοιό και στην σάρκα των ραγών αντίστοιχα και είναι ιδιαίτερα σηµαντικά οξέα για την οινοποίηση. Οι τανίνες επίσης συσσωρεύονται κατά την πρώτη φάση της ανάπτυξης των ραγών και παρουσιάζονται τόσο στο φλοιό όσο και στα γίγαρτα των ραγών (Kennedy,2002).  



12   Η δεύτερη φάση είναι µικρότερη από την πρώτη, διαρκεί από την φάση της παύσης της ανάπτυξης, έως τον περκασµό (8-15 µέρες). Θεωρείται ως µια φάση παύσης της αύξησης του µεγέθους των ραγών, ωστόσο για τους σπόρους των ραγών είναι µια φάση ραγδαίας ανάπτυξης. Κατά την αρχή της δεύτερης φάσης οι ράγες έχουν φτάσει περίπου στο µισό του τελικού τους µέγεθος. Προς το τέλος της δεύτερης φάσης ξεκινά πάλι η συσσώρευση οξέων και τανινών τα οποία φτάνουν στα ανώτατα όρια τους στο στάδιο του περκασµού.   Η τρίτη φάση η οποία διαρκεί από την φυσιολογική ωρίµανση ως την τεχνολογική ωριµότητα (35-55 µέρες), περιλαµβάνει την αύξηση της ελαστικότητας του φλοιού µε αποτέλεσµα οι ράγες να γίνονται µαλακές, ενώ ακόµη περιλαµβάνει την αλλαγή του χρώµατος τον ραγών. Η συσσώρευση των σακχάρων στην τρίτη φάση είναι αρκετά έντονη, ενώ παράλληλα ξεκινά και η µείωση των οξέων. Το µηλικό οξύ µειώνεται διαρκώς µετά το στάδιο του περκασµού µέχρι και το τέλος της ωρίµανσης, ωστόσο εξαρτάται αρκετά από τις κλιµατικές συνθήκες. Οι τανίνες των γιγάρτων επίσης µειώνονται µετά το στάδιο του περκασµού λόγω της οξείδωσης. Κατά την τελική φάση της ανάπτυξης των ραγών, διπλασιάζεται το µέγεθος τους και σταδιακά παίρνουν το τελικό τους χρώµα. Οι ράγες φτάνουν στο τελικό τους µέγεθος περίπου 30 µέρες πριν τον τρύγο (Keller,2010).  Στην εικόνα 2 φαίνεται το σχετικό µέγεθος και το χρώµα των ραγών σε διαστήµατα 10 ηµερών µετά την ανθοφορία, περνώντας από τα κύρια στάδια ανάπτυξης (πράσινοι και ιώδεις δίσκοι). Επίσης, φαίνονται οι περίοδοι κατά τις οποίες συσσωρεύονται ενώσεις, τα επίπεδα σακχάρων (oΒrix) και µια ένδειξη του ρυθµού εισροής του χυµού στα αγγεία του ξυλώδους ιστού και του ηθµού της ράγας (Koutroumanidis, Winetitles).    Εικόνα 2:  Στάδια ανάπτυξης της ράγας. 



13  1.4 Πρωτογενείς και δευτερογενείς µεταβολίτες στο σταφύλι  1.4.1 Σάκχαρα  Μια από τις βασικές παραµέτρους στην ωρίµανση των ραγών είναι η συγκέντρωση των σακχάρων µε την µορφή της γλυκόζης και της φρουκτόζης. Η συγκέντρωση των σακχάρων είναι συχνά ο πιο σηµαντικός παράγοντας, που καθορίζει την ωριµότητα και την χρονική στιγµή του τρύγου. Κατά την ωρίµανση των ραγών, µέσω της φωτοσύνθεσης παράγεται σακχαρόζη και µεταφέρεται στην ράγα (Conde et al, 2007). Επίσης, κατά την ωρίµανση, οι ράγες συγκεντρώνουν ίδια ποσότητα γλυκόζης και φρουκτόζης Στον περκασµό ωστόσο, ξεκινά η συγκέντρωση σακχάρων και η εισερχόµενη σακχαρόζη µετατρέπεται σε εξόζες, ως αποτέλεσµα των ιµβερτασών. Ωστόσο η τελική συγκέντρωση των σακχάρων στις ράγες εξαρτάται από διάφορους παράγοντες όπως ο γενότυπος (Dai et al,2011), η διαχείριση των αµπελώνων και οι κλιµατικές συνθήκες ( Mira de Orduna,2010).  Παρότι όµως το σύνολο των σακχάρων είναι προϊόν της φωτοσύνθεσης, ένα φυτό µε αυξηµένη ζωηρότητα και περισσότερα φύλλα δεν θα έχει µεγαλύτερη συγκέντρωση σακχάρων. Στην περίπτωση αυτή θα δηµιουργείται αλληλοσκίαση των φύλλων µειώνοντας έτσι την καθαρή φωτοσύνθεση, ενώ επίσης σε τέτοιες συνθήκες αυξάνεται ο ανταγωνισµός των σταφυλιών και των βλαστών για τα προϊόντα της φωτοσύνθεσης µε αποτέλεσµα να φτάνουν λιγότερα σάκχαρα στις ράγες.   1.4.2 Οργανικά οξέα  Τα δύο βασικά οξέα που συναντώνται στις ράγες και αποτελούν περίπου το 90% του συνόλου των οργανικών οξέων σε ώριµα σταφύλια, είναι το τρυγικό οξύ και το µηλικό οξύ (Kanellis et al, 1993) (Lamikara et al, 1995). Άλλα επίσης οξέα που συναντώνται σε µικρότερες ποσότητες είναι το κιτρικό, το ηλεκτρικό, το γαλακτικό και το οξικό οξύ. Η συγκέντρωση τους ωστόσο είναι σε πολύ χαµηλά ποσοστά (Kliewer, 1966).   Η συγκέντρωση των οξέων στις ράγες, λαµβάνει δράση κατά τον σχηµατισµό της ράγας. Το σύνολο των οργανικών οξέων φτάνει στο ανώτερο όριο του στον περκασµό και µετά το στάδιο αυτό ξεκινάει η µείωση των οργανικών οξέων. Η περιεκτικότητα των οργανικών οξέων στην ράγα, εξαρτάται από την ισορροπία που υπάρχει µεταξύ της σύνθεσης τους και της υποβάθµισης τους. Το τρυγικό οξύ είναι το κύριο οξύ από το στάδιο του περκασµού έως και την πλήρη ωρίµανση της ράγας, ενώ από την άλλη, το µηλικό οξύ αυξάνεται µέχρι τον περκασµό και µετά από αυτό το στάδιο ξεκινάει η µείωση του µε την ωρίµανση (Kanellis et al, 1993).  



14  Είναι πολλοί οι παράγοντες που επιδρούν στο σύνολο των οργανικών οξέων στην ράγα όπως, η ποικιλία του σταφυλιού και οι περιβαλλοντικοί παράγοντες. (Jackson,1993). Το ξεφύλλισµα δεν αποτελεί έναν κυρίαρχο παράγοντα στην επίδραση της οξύτητας καθώς υπάρχουν µελέτες µε διαφορετικά αποτελέσµατα. Συγκεκριµένα σύµφωνα µε τον Poni et all (2008) το ξεφύλλισµα προανθικά µείωσε την οξύτητα σε σταφύλια της ποικιλίας Lambrusco ενώ σε έρευνα των Sivilotti et al (2016) το ξεφύλλισµα δεν επηρέασε την οξύτητα.  1.4.3 Αζωτούχες ενώσεις  Στο σταφύλι περιέχονται αζωτούχες ενώσεις που περιλαµβάνουν, τα κατιόντα αµµωνίου και ενώσεις οργανικού αζώτου, όπως τα αµινοξέα, οι πρωτεΐνες, τα νουκλεϊκά οξέα. Με την ωρίµανση των ραγών το οργανικό άζωτο αυξάνεται και η σύνθεση των αµινοξέων, των πεπτιδίων και των πρωτεϊνών εµφανίζονται τις τελευταίες 6-8 εβδοµάδες της ωρίµανσης των ραγών.(Wermelinger,1999). Τα κύρια ελεύθερα αµινοξέα των σταφυλιών είναι η προλίνη, η αργινίνη και αυτά µε τις χαµηλότερες συγκεντρώσεις είναι η αλανίνη, το ασπαρτικό οξύ και το γλουταµικό οξύ. Σε όλες τις ποικιλίες σταφυλιών η συγκέντρωση της προλίνης γίνεται κοντά στην ωρίµανση, σχεδόν τέσσερις µήνες µετά τον περκασµό. Η συγκέντρωση της αργινίνης ξεκινά πριν τον περκασµό και συνεχίζει µέχρι την ωρίµανση.  1.4.4 Φαινολικά συστατικά Φαινόλες ονοµάζονται τα υδροξυλιωµένα παράγωγα των αρωµατικών υδρογονανθράκων που περιέχουν ένα ή περισσότερα υδροξύλια σε αντικατάσταση ισάριθµων υδρογόνων συνδεδεµένων µε τα άτοµα άνθρακα του δακτυλίου (Κουράκου,1998). Οι φαινολικές ενώσεις παίζουν καθοριστικό ρόλο στην ποιότητα των παραγόµενων οίνων, καθώς είναι υπεύθυνες για τα περισσότερα οργανοληπτικά χαρακτηριστικά τους (χρώµα, στυπτικότητα, δοµή, ικανότητα παλαίωσης).  Εικόνα 3: ∆οµή φαινόλης 



15  Οι φαινολικές ενώσεις ανήκουν στο σύνολο των δευτερογενών µεταβολιτών, που υπάρχουν στα σταφύλια και κυρίως στον φλοιό και τα γίγαρτα, καθώς και στους ποδίσκους των σταφυλιών (Lorrain et al, 2009). Χωρίζονται σε δύο κατηγορίες, τα φλαβονοειδή και τα µη-φλαβονοειδή. Στα µη-φλαβονοειδή συγκαταλέγονται τα φαινολικά οξέα, ενώ στα φλαβονοειδή κυριαρχούν οι φλαβονόλες, οι ανθοκυάνες και οι προανθοκυανιδίνες (Hernadez-Jimenez et al, 2009). Κατά την διάρκεια της οινοποίησης πρώτα εκχυλίζονται τα φαινολικά συστατικά των φλοιών και ακολουθούν αυτά των γιγάρτων πολύ αργότερα προς το τέλος της αλκοολικής ζύµωσης καθώς για την εκχύλιση τους απαιτείται η παρουσία αλκοόλης η οποία επιδρά στην διαπερατότητα της µεµβράνης των γιγάρτων.  1.4.5 Ανθοκυάνες  Οι ανθοκυάνες είναι υπεύθυνες για το κόκκινο χρώµα στις ερυθρές ποικιλίες και συγκεντρώνονται στον φλοιό των σταφυλιών. Οι ανθοκυάνες εντοπίζονται στις 2-3 πρώτες στοιβάδες του φλοιού και η συγκέντρωση τους γίνεται µετά τον περκασµό και φτάνει στο ανώτατο ποσοστό τους κοντά στον τρύγο. Μετά το στάδιο της ωρίµανσης και στο στάδιο της υπερωρίµανσης οι ανθοκυάνες µπορεί να εµφανιστούν και στην σάρκα λόγω διάχυσης από τα κύτταρα του φλοιού. Το είδος καθώς και η συγκέντρωση των ανθοκυανών στον φλοιό των ραγών, είναι υπεύθυνο για το χρώµα του οίνου, ωστόσο η τελική συγκέντρωση τους επηρεάζεται σηµαντικά από παράγοντες όπως το κλίµα, η ηλιακή ακτινοβολία, το έδαφος και η άρδευση του εδάφους. Το προφίλ των ανθοκυανών της κάθε ποικιλίας µπορεί να χρησιµοποιηθεί για την ταυτοποίηση τους (Cheynier et al, 2006). Η βιοσύνθεση τόσο των ανθοκυανών αλλά και των φλαβονολών, ρυθµίζονται από ένζυµα τα οποία είναι ευαίσθητα στην ηλιακή ακτινοβολία και στην θερµοκρασία (Downey et al, 2003) (Hunter et al, 1991). Εποµένως οποιαδήποτε αλλαγή στο µικροκλίµα των σταφυλιών, όπως για παράδειγµα το ξεφύλλισµα, µπορούν να επιφέρουν σηµαντικές αλλαγές στην σύνθεση και στην συγκέντρωση των ανθοκυανών και των φλαβονολών στις ράγες.  1.4.6 Τανίνες  Οι τανίνες στο σταφύλι κατανέµονται στα στερεά τµήµατα της ράγας και πιο συγκεκριµένα στα γίγαρτα (65%), στους βόστρυχες (22%), στους φλοιούς (12%) και ένα µικρό ποσοστό βρίσκεται στην σάρκα (1%). Οι προανθοκυανιδίνες είναι γνωστές και ως συµπυκνωµένες  τανίνες, είναι πολυµερή που συναντώνται στο φλοιό και στα γίγαρτα των ραγών. Οι τανίνες είναι υπεύθυνες για την στυπτικότητα και την πικρή αίσθηση των ερυθρών οίνων. Μεταξύ τους οι τανίνες του φλοιού και αυτές των 



16  γιγάρτων διαφέρουν όχι µόνο ως προς το µέγεθος και την ποσότητα τους αλλά διαφέρουν και ως προς την επίδραση τους στα οργανοληπτικά χαρακτηριστικά των οίνων. Τα γίγαρτα είναι πιο πλούσια σε τανίνες µη πολυµερισµένες δίνοντας µια πικρή γεύση, σε αντίθεση µε τις πολυµερισµένες τανίνες των φλοιών που συµβάλουν πιο έντονα στην στυπτικότητα των οίνων.  Η συγκέντρωση των τανινών ξεκινά µετά την άνθιση κατά την ανάπτυξη της ράγας και φτάνουν στο ανώτατο όριο τους στον περκασµό (Koundouras,2018). Στους νεαρούς οίνους οι πιο πολλές προανθοκυανιδίνες απαντώνται σε διµερή ή τριµερή µορφή και κατά την διάρκεια της παλαίωσης, ενώνονται µε άλλα µονοµερή φλαβονοειδή σχηµατίζοντας πολυµερισµένες τανίνες. Οι τανίνες ωστόσο µπορεί να είναι και υδρολυόµενες και να αποτελούνται από ένα µόριο γλυκόζης και να είναι εστεροποιηµένες συνήθως µε φαινολικά οξέα όπως το γαλλικό οξύ και το ελλαγικό οξύ. Ωστόσο οι υδρολυόµενες τανίνες δεν συναντώνται φυσικά στα σταφύλια, αλλά προέρχονται είτε από την λιγνίνη των βαρελιών είτε σε σκευάσµατα που χρησιµοποιούνται για την κατεργασία των οίνων.  Οι υδρολυόµενες τανίνες παίζουν σηµαντικό ρόλο στους παλαιωµένους οίνους καθώς προστατεύουν από οξειδώσεις ενώ επίσης βελτιώνουν τα οργανοληπτικά χαρακτηριστικά τους. Στην περίπτωση παλαίωσης σε βαρέλι, η σύνθεση των  υδρολυόµενων τανινών εξαρτάται και από το βοτανικό είδος της βελανιδιάς που χρησιµοποιείται στην κατασκευή του βαρελιού (Glories,et al.,2006).   1.5  Οι καλλιεργητικές τεχνικές  Οι περισσότερες καλλιεργητικές τεχνικές που εφαρµόζονται στον αµπελώνα επικεντρώνονται στην αύξηση της έκθεσης στον ήλιο και στην καλύτερη κυκλοφορία του αέρα µέσα στο φύλλωµα, εξαιτίας των προνοµίων που αυτά προσφέρουν. Πιο συγκεκριµένα τα πλεονεκτήµατα από τις κατάλληλες καλλιεργητικές τεχνικές είναι, η µειωµένη υγρασία, η µείωση των µυκητολογικών και βακτηριακών προσβολών (Emmett et al, 1992), η αύξηση της θερµοκρασίας της σταφυλής, η αύξηση της συγκέντρωσης µεταβολιτών και η βελτίωση της ποιότητας του παραγόµενου οίνου (Bordelon et al, 2008). Γενικά επιδιώκεται βελτίωση του µικροκλίµατος γύρω  από τα σταφύλια. Συνολικά, µέσω των καλλιεργητικών τεχνικών οι αµπελουργοί προσπαθούν να πετύχουν ισορροπία µεταξύ της ζωηρότητας της αµπέλου και της ποιότητας των παραγόµενων σταφυλιών.   Οι κατηγορίες των αµπελοκοµικών τεχνικών και επεµβάσεων χωρίζονται σε µόνιµες και εποχιακές. Στις µόνιµες περιλαµβάνονται η τοποθεσία του αµπελώνα, η ποικιλία και το υποκείµενο, η πυκνότητα φύτευσης, ο προσανατολισµός των γραµµών καθώς και το σχήµα διαµόρφωσης. Ενώ στις εποχιακές αµπελοκοµικές τεχνικές και επεµβάσεις, συµπεριλαµβάνεται το χειµερινό κλάδεµα, οι θερινές επεµβάσεις στη βλάστηση και την παραγωγή, η άρδευση, η λίπανση, η διαχείριση του εδάφους και η 



17  φυτοπροστασία. Οι µόνιµες αµπελοκοµικές επεµβάσεις γίνονται κατά την εγκατάσταση του αµπελώνα και εξαρτώνται κυρίως από τις εδαφοκλιµατικές συνθήκες, ενώ οι εποχιακές επεµβάσεις µπορεί να διαφέρουν από την µια καλλιεργητική περίοδο στην άλλη.  Πρακτικές όπως το ξεφύλλισµα, η άρδευση, ο διαφυλλικός ψεκασµός, ή ο ψεκασµός εξωγενών ενώσεων και o πράσινος τρύγος, µπορούν να επηρεάσουν τoν πρωτογενή και δευτερογενή µεταβολισµό. Κάποιες φορές µπορεί να έχουν άµεση επιρροή στο αρωµατικό προφίλ των σταφυλιών. Συνήθως ο πρωτογενής µεταβολισµός επηρεάζεται πρώτος, ο οποίος ύστερα µπορεί να επηρεάσει το αρωµατικό προφίλ έµµεσα (Alem et al, 2018).   1.5.1 Κλάδεµα  Το κλάδεµα είναι µια από τις βασικότερες καλλιεργητικές τεχνικές. Ως κλάδεµα ορίζεται η οποιαδήποτε αφαίρεση ζωντανών τµηµάτων ενός φυτού, η οποία επηρεάζει τη φυσιολογία του φυτού. Το κλάδεµα που γίνεται κατά την χειµερινή περίοδο ανάπαυσης του φυτού, λέγεται χειµερινό κλάδεµα. Τα κλαδέµατα που γίνονται κατά την θερινή περίοδο στα ποώδη τµήµατα των φυτών είναι γνωστά ως θερινά κλαδέµατα και σε αυτά περιλαµβάνονται το ξεφύλλισµα, το βλαστολόγηµα και το κορφολόγηµα (Νικολάου, 2011). Απώτερος σκοπός των συγκεκριµένων επεµβάσεων, είναι ο έλεγχος της ζωηρότητας και η διαµόρφωση του µικροκλίµατος των αµπελώνων.  Με την εφαρµογή του κλαδέµατος στόχος είναι να µειωθεί η ακροτονία του φυτού και να διατηρηθεί το σχήµα του, να κατανεµηθεί το δυναµικό βλάστησης και παραγωγής και να ρυθµιστεί η πυκνότητα των βλαστών (Νικολάου,2011).   1.5.2 Βλαστολόγηµα  Το βλαστολόγηµα είναι η αφαίρεση των νεαρών βλαστών µετά την εκβλάστηση τους, οι οποίοι εκπτύσσονται σε ακατάλληλες θέσεις και δεν είναι αναγκαίοι. Εφαρµόζεται κατά την διαµόρφωση των νεαρών φυτών όπου αφαιρούνται έγκαιρα βλαστοί οι οποίοι δεν χρησιµεύουν και θα αφαιρεθούν κατά το χειµερινό κλάδεµα που ακολουθεί. Με την αφαίρεση αυτών των βλαστών αυξάνεται η ζωηρότητα των βλαστών που παραµένουν στο φυτό. Σε ορισµένες περιπτώσεις όµως αυξηµένης ζωηρότητας, η αφαίρεση των ενός πολύ µεγάλου µέρους τέτοιων βλαστών οδηγεί και στην υπερβολική ζωηρότητα των βλαστών που παραµένουν µε αποτέλεσµα την έντονη σκίαση και την µείωση της γονιµότητας των οφθαλµών (Νικολάου,2011).  



18  1.5.3     Κορυφολόγηµα   Η συγκεκριµένη επέµβαση γίνεται στον αµπελώνα κατά την βλαστική περίοδο µε στόχο την αφαίρεση ενός τµήµατος του βλαστού µε µήκος 2cm από την κορυφή ή πολλές φορές µε µήκος µεγαλύτερο ώστε να φτάνει µέχρι το µεσογονάτιο διάστηµα πάνω από την τελευταία ταξιανθία.  Όταν το κορυφολόγηµα εφαρµόζεται πριν την άνθιση επιτυγχάνεται ένα σταµάτηµα της αύξησης των βλαστών. Αυτό έχει θετικά αποτελέσµατα στην καρπόδεση και τελικά στην αύξηση της παραγωγής. Το βλαστολόγηµα µπορεί να εφαρµοστεί και σε άλλες χρονικές περιόδους µε διαφορετικά οφέλη. Κατά κύριο λόγο όµως όταν το κορυφολόγηµα γίνεται πολύ έντονα και αφαιρούνται µεγάλα τµήµατα του φυτού, µειώνεται δραστικά η φωτοσυνθετική επιφάνεια των φυτών (Νικολάου,2011).  Περισσότερα στοιχεία δίνονται παρακάτω για το ξεφύλλισµα, την τεχνική στην οποία βασίστηκε η παρούσα µελέτη.   1.6  Ξεφύλλισµα  1.6.1 Γενικά   Το ξεφύλλισµα είναι µια συχνή αµπελουργική επέµβαση στο βλαστικό φύλλωµα των φυτών που έχει ως στόχο την βελτίωση του µικροκλίµατος γύρω από τα σταφύλια, την ενίσχυση της ωρίµανσης των σταφυλιών, την µείωση των µυκητολογικών ασθενειών και την καλύτερη εφαρµογή των φυτοφαρµάκων στο φυτό.  Όταν το ξεφύλλισµα γίνεται πριν την καρπόδεση χαρακτηρίζεται πρώιµο ενώ όταν η επέµβαση γίνει µετά τον περκασµό, χαρακτηρίζεται όψιµο. Πρόκειται για την αφαίρεση ενός αριθµού φύλλων από την  βάση των βλαστών µε σκοπό την καλύτερη έκθεση των σταφυλιών στον ήλιο (Νικολάου, 2011). Ανάλογα µε τον αριθµό των φύλλων που αφαιρούνται διαφέρει και κατά την ένταση του. Ως ήπιο ή ελαφρύ ξεφύλλισµα καλείται η επέµβαση κατά την οποία δεν αφαιρούνται όλα τα φύλλα  κάτω από την πρώτη σταφυλή, αλλά διατηρούνται 1-2 φύλλα, ενώ από την άλλη όταν αφαιρούνται όλα τα φύλλα κάτω από την πρώτη σταφυλή και 1-2 φύλλα πάνω από την πρώτη σταφυλή τότε το ξεφύλλισµα ονοµάζεται εντατικό ή αυστηρό. Το ξεφύλλισµα ακόµη µπορεί να διαφέρει ως προς το αν είναι µονόπλευρο ή αµφίπλευρο, αλλά και στον τρόπο εφαρµογής του, αν είναι δηλαδή γίνεται µε την χρήση µηχανηµάτων (µηχανικό) ή χειρωνακτικά. 



19    Εικόνες 4, 5: Ξεφύλλισµα µε χειρωνακτικό και µηχανικό τρόπο Με την αφαίρεση των φύλλων από το φυτό περιορίζεται η συνολική φωτοσυνθετική επιφάνεια του φυτού, εποµένως µειώνεται και ο ρυθµός της φωτοσύνθεσης αλλά µειώνονται και τα φωτοσυνθετικά προϊόντα. Το φυτό όµως προσπαθεί να επιφέρει την ισορροπία και να αναπληρώσει τις απώλειες των οργάνων που λειτουργούν ως πηγές θρεπτικών συστατικών και µεταφέρει θρεπτικά συστατικά από διπλανά φύλλα ή από άλλους βλαστούς για να καλύψει τις ανάγκες του (Quinlan & Weaver, 1970). Όταν η εφαρµογή του ξεφυλλίσµατος γίνεται στο φυτό πριν από το στάδιο του περκασµού τότε γίνεται έκπτυξη µεσοκάρδιων βλαστών, τα φύλλα των οποίων φωτοσυνθέτουν δυναµικά και πάνω σε αυτά βασίζεται η ωρίµανση των ραγών. Αυτό δείχνει ότι τα φύλλα του βασικού τµήµατος του βλαστού επιδρούν περισσότερο στην φωτοσύνθεση σε σύγκριση µε τα φύλλα του ανώτερου µέρους των βλαστών (Petrie et al., 2003).     Ο βασικός στόχος του ξεφυλλίσµατος είναι να αυξηθεί η έκθεση των σταφυλιών στην ηλιακή ακτινοβολία, πράγµα που σηµαίνει ότι αυτόµατα θα ανέβει η θερµοκρασία των σταφυλιών και το αποτέλεσµα των δύο αυτών συνθηκών θα είναι, να επηρεάσει τον µεταβολισµό των σταφυλιών και εποµένως την σύσταση τους και την ποιότητα τους (Sternad Lemut et al, 2013) (Baino et al, 2015) (Osrecak et al, 2016) (Reynolds et al, 1996). Οι µεταβολές που επέρχονται στα σταφύλια από το ξεφύλλισµα οφείλονται ακόµη στο µικροκλίµα γύρω από τις ράγες, στην αλλαγή της αναλογίας του φυλλώµατος προς την παραγωγή, στην ικανότητα αφοµοίωσης των φύλλων που παραµένουν στο φυτό, στο µέγεθος της ράγας, καθώς και στην αναλογία του φλοιού προς την σάρκα (Diago et al, 2012).   1.6.2 Χρόνος εφαρµογής ξεφυλλίσµατος  Ο χρόνος της εφαρµογής του ξεφυλλίσµατος ποικίλει, καθώς µπορεί να γίνει από πολύ νωρίς, προανθικά δηλαδή, µπορεί να γίνει µε τον πιο κλασικό τρόπο, ενδιάµεσα της  καρπόδεσης και του περκασµού, ενώ µπορεί να γίνει και µετά το στάδιο του περκασµού.  Ο χρόνος την εφαρµογής εξαρτάται από παράγοντες όπως η ποικιλία, η περιοχή φύτευσης και το στυλ του παραγόµενου οίνου καθώς η εφαρµογή του 



20  ξεφυλλίσµατος σε διαφορετική χρονική στιγµή θα επιφέρει και διαφορετικά αποτελέσµατα.  Η εφαρµογή του ξεφυλλίσµατος σε προανθικό στάδιο και µε µεγάλη ένταση, αφαίρεση δηλαδή όλων των φύλλων από την βάση µέχρι το έκτο φύλλο,  έδειξε πτώση της συνολικής παραγωγής σε ποσοστό 40%, χωρίς αυτό να εξαρτάται από την χρονιά, την ποικιλία και το δυναµικό παραγωγής, σύµφωνα µε τους Verdenal et al (2016, 2017, 2018). Παρότι µια πτώση της παραγωγής µπορεί να έχει σαν αποτέλεσµα να µην είναι αναγκαίος ο πράσινος τρύγος αργότερα µειώνοντας έτσι  το κόστος της καλλιέργειας, το ξεφύλλισµα πρέπει να γίνεται µετά την καρπόδεση για την αποφυγή εκτεταµένης µείωσης της παραγωγής (Verdenal et al, 2018). Μέσω του ξεφυλλίσµατος προανθικά, µειώθηκε σηµαντικά ο κίνδυνος καψίµατος των ραγών από την έκθεση στην ηλιακή ακτινοβολία.( Verdenal et al, 2019)  Ο πιο συνηθισµένος χρόνος εφαρµογής του ξεφυλλίσµατος, είναι κατά την περίοδο διαµόρφωσης των σταφυλών, µετά την καρπόδεση και πριν το στάδιο του περκασµού, όπου τα σταφύλια αλλάζουν χρώµα. Κατά το στάδιο αυτό, το φυτό της αµπέλου είναι ακόµα σε φάση ανάπτυξης. Έτσι µπορεί να επιτευχθεί το κατάλληλο µικροκλίµα για τα σταφύλια και να µειωθούν οι προσβολές από Ωίδιο και Βοτρύτη. Όσο πιο έντονο είναι µάλιστα το ξεφύλλισµα τόσο πιο αποτελεσµατικό είναι στις µυκητολογικές ασθένειες (Verdenal et al, 2018).  Το ξεφύλλισµα κατά τον περκασµό συµβάλλει στην βελτίωση του φωτοσυνθετικού ισοζυγίου, µε την αφαίρεση ηλικιωµένων φύλλων. Απότοµη έκθεση όµως των σταφυλιών στον ήλιο µπορεί να έχει αρνητικές επιπτώσεις, όπως καθυστέρηση της ωρίµανσης των σταφυλιών και αύξηση των συµπτωµάτων ηλιακού καψίµατος. Μια καθυστερηµένη εφαρµογή του ξεφυλλίσµατος, ακριβώς πριν από την συγκοµιδή των σταφυλιών, µπορεί να καθυστερήσει την ηµεροµηνία της συγκοµιδής κατά 20-30% σύµφωνα µε την Comité Interprofessionnel du Vin de Champagne (CIVC, 2019).   1.6.3 Επίδραση του ξεφυλλίσµατος στα φυσικά χαρακτηριστικά των σταφυλιών  Το ξεφύλλισµα µπορεί να προκαλέσει αρκετές µεταβολές στα φυσικά χαρακτηριστικά των παραγόµενων σταφυλιών, οι οποίες εξαρτώνται από την ποικιλία, από τις περιβαλλοντικές συνθήκες, την ένταση και το χρόνο της εφαρµογής του ξεφυλλίσµατος. Τα φυσικά χαρακτηριστικά στα οποία µπορεί να έχει επιρροή το ξεφύλλισµα είναι το µέγεθος και το βάρος των ραγών, και κατ’ αντιστοιχία η συνολική παραγωγή, αλλά και το πάχος των φλοιών. Η εφαρµογή του ξεφυλλίσµατος κοντά στην περίοδο της άνθισης µε στόχο την αφαίρεση παλαιότερων φύλλων στην βάση του βλαστού προκαλεί µείωση στο µέγεθος των ραγών σε φυτά της ποικιλίας Sangiovese και Trebbiano σύµφωνα µε τοn 



21  Poni et al. 2006. Παρότι µερικές έρευνες έχουν δείξει ότι µέσω του ξεφυλλίσµατος δεν παρουσιάστηκαν σηµαντικές αλλαγές στο µέγεθος των ραγών (Bledsoe et al,1988) (Reynolds et al, 1996) (Main et al, 2004), κάποιες άλλες έρευνες έχουν αποδείξει ότι η περιορισµένη ανάπτυξη των ραγών, οφείλεται στην πρώιµη εφαρµογή του ξεφυλλίσµατος και  στον αριθµό των φύλλων που αφαιρέθηκαν (Caspari and Lang, 1996, Ollat and Gaudillere, 1998). Η εφαρµογή του ξεφυλλίσµατος µπορεί να επηρεάσει το βάρος των ραγών και την συνολική παραγωγή ανά πρέµνο. Η αφαίρεση λιγότερων από έξι φύλλα κατά την εφαρµογή του ξεφυλλίσµατος, αποδείχθηκε πως δεν επηρεάζει τον συνολικό όγκο παραγωγής ανά πρέµνο σε φυτά της ποικιλίας Pinot noir (Acimovic et al, 2016). Ωστόσο η εφαρµογή του πρώιµου ξεφυλλίσµατος σε φυτά της ποικιλίας Graciano και Carignan  µείωσε την συνολική παραγωγή ανά πρέµνο (Tardaquila et al, 2010) και σε φυτά της ποικιλίας Sangiovese µείωσε το βάρος σταφυλής (Intrieri et al, 2008). Εκτός από τις επιδράσεις του ξεφυλλίσµατος στο µέγεθος, το βάρος των ραγών και το σύνολο της παραγωγής, το ξεφύλλισµα µπορεί να επηρεάσει το πάχος των φλοιών των σταφυλιών. Όταν το ξεφύλλισµα γίνεται προανθικά, εξαιτίας της παρατεταµένης έκθεσης των ραγών στην ηλιακή ακτινοβολία το πάχος των φλοιών αυξάνεται (Pastore et al, 2013) δίνοντας έτσι σταφύλια µε πιο χοντρή φλούδα και µεγαλύτερη αναλογία φλοιού/σάρκας. Ωστόσο σχετικά µε την ένταση του ξεφυλλίσµατος και την παρατεταµένη έκθεση των σταφυλιών στην ηλιακή ακτινοβολία και σε υψηλές θερµοκρασίες, αρκετά πειράµατα έχουν αποδείξει ότι πρέπει να αποφεύγεται, ειδικά σε θερµές περιοχές,  καθώς υπό αυτές τις συνθήκες µειώνονται σηµαντικά πολλές µεταβολικές διεργασίες οι οποίες επιδρούν στην συνολική ποιότητα του τελικού προϊόντος (Petropoulos et al, 2011) (Price et al., 1995) (Downey et al., 2006).  1.6.4 Επίδραση του ξεφυλλίσµατος στην χηµική σύσταση των σταφυλιών  Οι επιπτώσεις της εφαρµογής του ξεφυλλίσµατος στην σύσταση των ραγών δεν είναι πάντοτε σταθερές και δεδοµένες καθώς εξαρτώνται και από άλλους παράγοντες οι οποίοι µπορεί να διαφέρουν όπως ο χρόνος εφαρµογής του, η έντασή του, οι ενδογενείς ιδιότητες της κάθε ποικιλίας αλλά ακόµη και από το σύστηµα διαµόρφωσης και τον τρόπο και την συχνότητα άρδευσης των φυτών.  Η συσσώρευση των σακχάρων γίνεται στο φυτό µέσω της φωτοσύνθεσης και προέρχεται από τα ξυλώδη µέρη του φυτού όπως ο βλαστός, αν και η µεγαλύτερη ποσότητα σακχάρων προέρχεται από τα φύλλα του φυτού. Τα κυριότερα σάκχαρα που συσσωρεύονται στις ράγες των σταφυλιών είναι η γλυκόζη και η φρουκτόζη που αποτελούν και τα κυριότερα ζυµώσιµα συστατικά του γλεύκους. Το πολύ πρώιµο 



22  ξεφύλλισµα πέρα από την µείωση του ρυθµού φωτοσύνθεσης µειώνει και την συγκέντρωση σακχάρων στα σταφύλια (Franzone et al, 2011). Η ολική οξύτητα του γλεύκους είναι το σύνολο των ελεύθερων καρβοξυλοµάδων των οξέων, είτε βρίσκονται σε διάσταση είτε όχι, µε σπουδαιότερα οργανικά οξέα στο γλεύκος να είναι το µηλικό και το τρυγικό (Σουφλερός, 2015). Το ξεφύλλισµα µπορεί να µειώσει την ολική οξύτητα των  ραγών σε σταφύλια της ποικιλίας Cabernet Sauvignon (Petrie et al., 2006) ενώ σε πειράµατα που έγιναν σε σταφύλια της ποικιλίας Pinot noir  το ξεφύλλισµα δεν επηρέασε την οξύτητα (Kemp, 2010). Το ξεφύλλισµα είναι ιδιαίτερα ωφέλιµο σε ψυχρές περιοχές καθώς επιτρέπει την έκθεση των σταφυλιών στο φως του ηλίου και έτσι ενισχύεται το σύνολο των φαινολικών συστατικών και των ανθοκυανών στις ποικιλίες (Ristic et al, 2007). Επιπλέον, σε µια έρευνα που πραγµατοποιήθηκε από τους Diago et al (2011), το πρώιµο ξεφύλλισµα αυξάνει την συγκέντρωση των ανθοκυανών και των φλαβονολών σε σταφύλια της ποικιλίας Tempranillο, δίνοντας έτσι µια καλύτερη φαινολική σύσταση και καλύτερο χρώµα των οίνων. Ωστόσο στην ίδια έρευνα αποδείχθηκε ότι µεγαλύτερη επίδραση είχε η µέθοδος του ξεφυλλίσµατος καθώς το µηχανικό ξεφύλλισµα είχε µεγαλύτερη επιρροή στην φαινολική σύσταση των οίνων. Για πιο θερµά κλίµατα όµως και για τον Ελληνικό αµπελώνα δεν είναι πάντοτε ωφέλιµο το ξεφύλλισµα καθώς η παρατεταµένη έκθεση των σταφυλιών αυξάνει την θερµοκρασία στην ράγα, µε αποτέλεσµα να µειώνεται η βιοσύνθεση ανθοκυανών και να δηµιουργούνται εγκαύµατα στις σταφυλές (Petropoulos et al, 2011). Παρότι τα περισσότερα αρώµατα των οίνων προέρχονται από την διαδικασία της αλκοολικής ζύµωσης (δευτερογενή αρώµατα), τα αρώµατα που προέρχονται από τα σταφύλια (πρωτογενή αρώµατα) είναι αυτά που προσδίδουν τα ποικιλιακά αρώµατα των κρασιών και καθορίζουν την ποιότητα του οίνου (Ribereau- Gayon et al., 2006). Οι κλιµατικές συνθήκες, η θερµοκρασία κατά την ωρίµανση και η έκθεση των σταφυλιών στην ηλιακή ακτινοβολία επιδρούν σηµαντικά στα ποικιλιακά αρώµατα των σταφυλιών (Giovanelli et al., 2007). Για παράδειγµα, η αυξηµένη έκθεση στην ηλιακή ακτινοβολία σε σταφύλια της ποικιλίας Riesling, Syrah και Chardonnay αύξησε την συγκέντρωση στα νορισοπρενοειδή (Reynolds et al, 2007) (Fischer, 2007) (Bureau et al, 2000). Από την άλλη, σε πείραµα που έγινε στην ποικιλία Cabernet Sauvignon, τα σταφύλια και οι παραγόµενοι οίνοι που προέρχονταν από µη ξεφυλλισµένα φυτά παρουσίασαν µεγαλύτερη συγκέντρωση της β-δαµασκηνόνης σε σχέση µε τα σταφύλια από φυτά που είχαν υποστεί ξεφύλλισµα στην καρπόδεση ( Lee et al, 2007).     



23  1.6.5 Μεθοδολογία παρακολούθησης ωρίµανσης σταφυλών  Ο χρόνος της ωρίµανσης των σταφυλιών θεωρείται ένα γενετικά ελεγχόµενο χαρακτηριστικό µε υψηλή επίδραση του γενοτύπου ( Matheou et al.,1995). Εκτός από τον γενότυπο και άλλοι παράγοντες επηρεάζουν το χρόνο ωρίµανσης των σταφυλιών, όπως το κλίµα, το έδαφος και οι τεχνικές καλλιέργειας που εφαρµόζονται.   Μέσω της παρακολούθησης της ωρίµανσης καθορίζεται ο χρόνος τρυγητού των σταφυλιών. Η τεχνολογική ωριµότητα (αναλογία σακχάρων/οξέων), η αρωµατική ωριµότητα και η φαινολική ωριµότητα πρέπει να λαµβάνονται υπόψη για την σωστή επιλογή του χρόνου συγκοµιδής των σταφυλιών. Το επίπεδο της κάθε ωριµότητας πρέπει να υπολογίζεται µε βάση τα χαρακτηριστικά του επιθυµητού προϊόντος. Ο έλεγχος της πορείας ωρίµανσης περιλαµβάνει την παρακολούθηση των µεταβολών στο χρώµα των γραµµών, την εξέλιξη του βάρους των ραγών, την διακύµανση της περιεκτικότητας των συστατικών και την ποιοτική κατάσταση. Για την παρακολούθηση των χαρακτηριστικών των σταφυλιών συλλέγεται αντιπροσωπευτικό δείγµα από τον αµπελώνα και µετριούνται το βάρος των ραγών καθώς συνήθως το µέγιστο βάρος των ραγών συµπίπτει µε την πλήρη ωρίµανση, µετριέται η συγκέντρωση σακχάρων µε χρήση διαθλασίµετρου και η ολική και η ενεργός οξύτητα. Τα παραπάνω δεδοµένα είναι αρκετά για τον ακριβή προσδιορισµό του χρόνου του τρυγητού για τα σταφύλια (Σουφλερός,2012).  1.7 Ερυθρή οινοποίηση  Το πρώτο στάδιο της οινοποίησης ξεκινά µε τον εκραγισµό των σταφυλιών. Το εκραγιστήριο αποτελείται από έναν διάτρητο κύλινδρο που περιστρέφεται και από έναν άξονα µε πτερύγια που περιστρέφεται και αυτός µε αντίθετη όµως φορά. Έτσι οι ράγες χωρίζονται από τα κοτσάνια. Οι ράγες στην συνέχεια συνθλίβονται µε την βοήθεια δύο κυλίνδρων οι οποίοι επίσης περιστρέφονται. Κατά την σύνθλιψη των ραγών πρέπει να σπάσει ο φλοιός των ραγών αλλά αποφεύγεται το σπάσιµο των γιγάρτων.  Ο σταφυλοπολτός στην συνέχεια µεταφέρεται µε την χρήση αντλίας σε ανοξείδωτες δεξαµενές όπου προσθέτονται οι ζύµες µε σκοπό την έναρξη της αλκοολικής ζύµωσης. Η αλκοολική ζύµωση µπορεί να γίνει και χωρίς την χρήση εµπορικών στελεχών ζυµοµυκήτων, αλλά µε την χρήση των  ζυµών που βρίσκονται στους φλοιούς των σταφυλιών και εποµένως στο σταφυλοπολτό. Οι ζύµες καταναλώνουν τα σάκχαρα του σταφυλοπολτού και παράγουν αλκοόλη ενώ ταυτόχρονα απελευθερώνεται διοξείδιο του άνθρακα το οποίο ανεβάζει τους φλοιούς στην επιφάνεια τον δεξαµενών δηµιουργώντας ένα πυκνό «καπέλο» (Weber,2002).  



24   Στα ερυθρά σταφύλια τα συστατικά του ερυθρού χρώµατος βρίσκονται στους φλοιούς και εποµένως για να πάρει κόκκινο χρώµα το κρασί πρέπει να εκχυλιστούν κατά την οινοποίηση. Για την καλύτερη εκχύλιση των συστατικών των φλοιών στον οίνο γίνεται σπάσιµο του καπέλου είτε µε ανάδευση είτε µε των φλοιών µε το µούστο, είτε µε µεταφορά του µούστου στην επιφάνεια της δεξαµενής µε την χρήση αντλίας. Ο χρόνος παραµονής των φλοιών µε τον µούστο καθώς και οι αναδεύσεις επηρεάζουν το τελικό χρώµα του οίνου.  Αφότου τελειώσει η αλκοολική ζύµωση ο οίνος διαχωρίζεται από τους φλοιούς οι οποίοι µπορούν να οδηγηθούν στο πιεστήριο και να γίνει παραλαβή του οίνου πίεσης, ο οποίος προαιρετικά χρησιµοποιείται στον οίνο.   Η µηλογαλακτική ζύµωση επίσης είναι ένα χαρακτηριστικό της ερυθρής οινοποίησης καθώς κατά την διεργασία αυτή µειώνεται το µηλικό οξύ των οίνων και παράγεται το γαλακτικό οξύ. Η µηλογαλακτική ζύµωση βελτιώνει τα οργανοληπτικά χαρακτηριστικά των ερυθρών οίνων καθώς µαλακώνει την γεύση του οίνου µε την αύξηση του γαλακτικού οξέος και επίσης µε το πέρας της µηλογαλακτικής ζύµωσης αλλάζει ο αρωµατικός χαρακτήρας των οίνων.    Ο οίνος µετά την αλκοολική ζύµωση µπορεί να µεταφερθεί σε βαρέλια εφόσον δεν είναι οίνος άµεσης κατανάλωσης. Τέλος πριν την εµφιάλωση των οίνων γίνονται οι απαραίτητες σταθεροποιήσεις ενώ ακολουθεί η διαύγαση και το φιλτράρισµα των οίνων.    1.8  Η ποικιλία Ληµνιό  Το Ληµνιό είναι Ελληνική ερυθρή ποικιλία, τα σταφύλια της οποίας χρησιµοποιούνται για οινοποίηση.  Είναι από τις αρχαιότερες ποικιλίες σταφυλιών στον κόσµο και πιστεύεται ότι προέρχεται από την Ληµνία σταφυλή, όπως αναφέρεται από τον Όµηρο, τον Ησίοδο και τον Αριστοτέλη. Η ποικιλία είναι γνωστή και µε την ονοµασία Καλαµπάκι (Κουράκου, 2013) .   1.8.1 Αµπελογραφικά χαρακτηριστικά   Ως προς τον αµπελογραφικό χαρακτήρα και τα φαινολικά στάδια, η συγκεκριµένη ποικιλία χαρακτηρίζεται από κορυφή νεαρής βλάστησης µετρίως ανοιχτή έως ανοιχτή, χαλκόχροη έως ερυθρωπή, βαµβακώδης. Τα νεαρά φύλλα είναι πρασινοχαλκόχροα έως ερυθρωπά, πεντάκολπα, βαθύκολπα µε έντονα ερυθρή παρυφή, µε ερυθρές νευρώσεις, χνοώδεις έως βαµβακώδεις στην κάτω πλευρά του ελάσµατος. Ο ποώδης βλαστός είναι ηµιόρθιος, κυλινδρικός, χνοώδης, ερυθροϊώδης στην νωτιαία πλευρά ερυθρωπός µε πράσινες ραβδώσεις στην κοιλιακή πλευρά, µε 



25  κόµβους ερυθρούς. Ο µισχικός κόλπος κλειστός, βαθύς σχήµατος U ή λύρας, µε λοβούς ασύµµετρους που επικαλύπτονται και σχηµατίζουν χαρακτηριστική οπή. Οι έλικες είναι µικρού έως µέτριου µήκους, διαλείπουσες, δισχιδείς ή τρισχιδείς, ερυθρωπές, µε βελουδοειδή χνοασµό που συχνά φέρουν βοτρύδιο. Οι οφθαλµοί έχουν έντονο ερυθρό χρώµα, ιδίως στην βάση. Ως προς το ανεπτυγµένο φύλλο του φυτού, αυτό είναι µέτριο, σφηνοειδές, πεντάκολπο και βαθύκολπο. Το έλασµα είναι µέτριου πάχους, σχεδόν επίπεδο, ελαφρώς ποµφολυγώδες, βαθυπράσινο, τραχύ στην αφή από έρποντα τριχίδια, κυρίως γύρω από το µισχικό σηµείο και τις νευρώσεις στην άνω επιφάνεια, φαιοπράσινο ή βαθυπράσινο και κατά τόπου αραχνοϋφές στην κάτω επιφάνεια. Οι πλάγιοι κόλποι φέρουν στην βάση  τους οδόντα µετρίου µεγέθους. Οι οδόντες είναι ανισοµεγέθεις και µέτριοι µε ευθείες πλευρές και ο µίσχος είναι µικρός έως µέτριος, ερυθρωπός µε πυκνό βελουδοειδές και αραχνοϋφές χνοασµό (Σταυρακάκης, 2010).   1.8.2 Περιγραφή σταφυλής  Η σταφυλή είναι µέτρια, απλή, ενίοτε πτερυγωτή ή διπλή, κυλινδρική έως κυλινδροκωνική, πυκνή έως πολύ πυκνή µε ανισοµεγέθεις και ανόµοιου χρώµατος ράγες και ο ποδίσκος είναι µέτριου έως µεγάλου µήκους, παχύς, δυσχερούς αποκοπής. Η ράγα της συγκεκριµένης ποικιλίας είναι µέτριου µεγέθους, σφαιρική έως δισκοειδής. Ο φλοιός είναι µέτριου πάχους, ερυθροϊώδης έως ερυθροµέλανος µε στυφή γεύση. Η σάρκα της είναι µετρίως ανθεκτική, µετρίως χυµώδης, στυφή, άχρωµη. Τα γίγαρτα είναι συνήθως δύο ή τρία, ενίοτε τέσσερα ανά ράγα, µέτρια, απιοειδή µε ράµφος µικρό και οξύ. Η κληµατίδα είναι καστανή έως ερυθροκαστανή µε φακίδια πλευρώδης και κυκλικής τοµής. Η ποικιλία ξεκινάει την βλάστηση της το 3ο δεκαήµερο του Μαρτίου και ολοκληρώνεται το 2ο δεκαήµερο του Απριλίου. Η έναρξη της ωρίµανσης γίνεται το 3ο δεκαήµερο του Αυγούστου (Σταυρακάκης, 2010).  



26   Εικόνα 6: Βλαστός από φυτό ποικιλίας Ληµνιό.         Εικόνα 7: Εµπρόσθια και οπίσθια όψη φύλλων της ποικιλίας Ληµνιό.   



27   Εικόνα 8: Σταφύλια της ποικιλίας Ληµνιό  1.8.3 Χαρακτηριστικά οίνων της ποικιλίας  Το Ληµνιό σαν ποικιλία δίνει κρασιά µε µέτρια οξύτητα, µε σχετικά υψηλό αλκοολικό βαθµό, ενώ έχουν χρώµα µέτριου βάθους. Ως προς τα αρωµατικά του χαρακτηριστικά τα κρασιά της ποικιλίας Ληµνιό έχουν ελαφρύ και ιδιαίτερο άρωµα µε κοµψά αρώµατα µύτης και στόµατος, στα οποία κυριαρχούν αρώµατα φρέσκων αρωµατικών βοτάνων και κόκκινων φρούτων. Ως προς τα γευστικά τους χαρακτηριστικά έχουν µέτρια οξύτητα, µέτριες τανίνες και σχετικά υψηλό αλκοόλ.  1.8.4 Οίνοι από Ληµνιό  Το Ληµνιό παλαιότερα σαν ποικιλία συµµετείχε στην παραγωγή των κρασιών του Αγίου Όρους, όπως ο Μονοξυλίτης οίνος. Ωστόσο σήµερα η ποικιλία συµµετέχει στην παραγωγή οίνων µε την Προστατευόµενη Ονοµασία Προέλευσης  «Λήµνος» για την παραγωγή ερυθρών µονοποικιλιακών ξηρών οίνων και για την παραγωγή ερυθρών γλυκών οίνων από την ανάµειξη της ποικιλίας Ληµνιό (90%) µε την ποικιλία Μοσχάτο Αλεξανδρείας (10%). Επίσης η ποικιλία συµµετέχει στην παραγωγή οίνων µε την Προστατευόµενη Ονοµασία Προέλευσης «Πλαγιές Μελίτωνα» όπου αποτελούνται από την ποικιλία Ληµνιό, την ποικιλία Cabernet Sauvignon και την ποικιλία Cabernet Franc.   



28  2. Υλικά & Μέθοδοι  2.1 Πειραµατικός αµπελώνας  Το πείραµα πραγµατοποιήθηκε στον ιδιόκτητο αµπελώνα του Κτήµατος Γεροβασιλείου, που βρίσκεται στην περιοχή της Επανοµής στην ΠΕ Θεσσαλονίκης, κατά την καλλιεργητική περίοδο του 2020 σε φυτά της ποικιλίας Ληµνιό (Vitis vinifera L).  Στις 10 Ιουλίου 2020 εφαρµόστηκε ολικό ξεφύλλισµα στις µισές σειρές του πειραµατικού αµπελώνα και τα φυτά οριοθετήθηκαν σε plots. Το ξεφύλλισµα πραγµατοποιήθηκε χειρωνακτικά, έγινε στο στάδιο της πράσινης ράγας και ήταν εντατικό και αµφίπλευρο. Στις σειρές που χρησιµοποιήθηκαν ως µάρτυρες δεν έγινε καµία επέµβαση, ώστε να γίνει η σύγκριση και να διασαφηνιστεί η επίδραση του ξεφυλλίσµατος. Σε όλα τα plot έγιναν οι απαιτούµενες µετρήσεις σύµφωνα µε την µεθοδολογία που ακολουθεί σε επόµενο κεφάλαιο.    Σχήµα 1: Απεικόνιση του πειραµατικού σχεδίου µε την κατανοµή των 6 plot.  C: Control, D: Defoliation  Στις 13 Ιουλίου 2020 διαπιστώθηκε ότι στην  6 γραµµή υπήρχε σφάλµα στο σύστηµα ποτίσµατος οπότε τα plots των γραµµών 4,5,6 εντάχθηκαν στις 3 πρώτες γραµµές, καθώς οποιαδήποτε διαφορά στις συνθήκες θα µπορούσε να προκαλέσει αλλαγές στα αποτελέσµατα του πειράµατος. Εποµένως η κατανοµή των πειραµατικών κοµµατιών έγινε όπως απεικονίζεται στο Σχήµα 2.  Πιο συγκεκριµένα η κάθε πειραµατική µονάδα (plot) περιελάµβανε 6 φυτά και οι µετρήσεις γινόταν στα 4 κεντρικά φυτά της εκάστοτε µονάδας. Οι µετρήσεις σε κάθε οµάδα έγιναν εβδοµαδιαία και ξεκίνησαν στο στάδιο της πράσινης ράγας (16 Ιουλίου 



29  2020) και ο τρύγος έλαβε χώρα όταν τα σταφύλια είχαν φτάσει στο επιθυµητό στάδιο ωριµότητας και συγκέντρωσης σακχάρων  ( ̴ 228g/L) στις 10 Σεπτεµβρίου 2020.   Σχήµα 2: Τελική κατανοµή των plots στον πειραµατικό αµπελώνα.  C: Control, D: Defoliation    Εικόνα 9: Γραµµή χωρίς εφαρµογή ξεφυλλίσµατος   Εικόνα 10: Γραµµή µε εφαρµογή εντατικού ξεφυλλίσµατος    



30   2.2 Μέθοδοι µετρήσεων αµπελώνα 2.2.1 Μετρήσεις µεγέθους ραγών και σταφυλών  Οι πρώτες µετρήσεις που ξεκίνησαν στον αµπελώνα έγιναν στις 16 Ιουλίου 2020 και συνεχίστηκαν έως και τον τρύγο, µε εβδοµαδιαία συχνότητα. Οι µετρήσεις αυτές περιελάµβαναν την µέτρηση του µήκους και του πλάτους των σταφυλών καθώς και την µέτρηση των διαστάσεων πέντε ραγών ανά σταφυλή, για όλες τις σταφυλές των δύο κεντρικών φυτών ανά πειραµατική µονάδα. Για την µέτρηση του πλάτους και του µήκους των  σταφυλών χρησιµοποιήθηκε χάρακας, ενώ για την µέτρηση των διαστάσεων των ραγών χρησιµοποιήθηκε παχύµετρο ακριβείας.  2.2.2 Μέτρηση υδατικού δυναµικού  Η µέτρηση του υδατικού δυναµικού στους βλαστούς έγινε 3 φορές από την εφαρµογή του ξεφυλλίσµατος έως και τον τρύγο. Η πρώτη µέτρηση έγινε στην αρχή του πειράµατος µετά το ξεφύλλισµα και ακολούθησε µια µέτρηση στο στάδιο του περκασµού και µια µέτρηση πριν από τον τρύγο. Οι µετρήσεις πραγµατοποιήθηκαν µε χρήση φιάλης αζώτου και χρήση θαλάµου πίεσης (Scholander). Για την µέτρηση του υδατικού δυναµικού των βλαστών έγινε επιλογή φύλλων από τα κεντρικά φυτά των πειραµατικών µονάδων, τα οποία ήταν ακέραια και υγιή, ενώ ακόµη έπρεπε ακόµη να είναι από την σκιασµένη πλευρά του αµπελώνα και να είναι µεταξύ του 6ου και 9ου κόµβου. Στα συγκεκριµένα φύλλα τοποθετήθηκε µαύρο πλαστικό που τα κάλυψε τελείως και από πάνω καλύφθηκαν µε αλουµινόχαρτο έτσι ώστε να µην εισέρχεται φως και παρέµειναν έτσι για µία ώρα. Μετά το πέρας του χρόνου τα φύλλα αποκόπηκαν από το φυτό. Άµεσα τους έγινε κάθετη τοµή και τοποθετήθηκαν ένα-ένα στον θάλαµο όπου και διοχετεύθηκε αέριο άζωτο. Η διοχέτευση του αζώτου έγινε µε αργό ρυθµό µέχρι να γίνει ορατή η εµφάνιση υγρασίας στο µίσχο, ώστε να γίνει η ακριβής µέτρηση της πίεσης στο µανόµετρο σε MPa. Η πίεση που χρειάζεται µέχρι την εµφάνιση της υγρασίας είναι ανάλογη της περιεκτικότητας των φυτικών ιστών του φύλλου  σε νερό. Εποµένως όσο πιο χαµηλή η περιεκτικότητα τόσο και µικρότερη πίεση θα πρέπει να ασκηθεί στο θάλαµο.   



31         Εικόνες 11: Μέτρηση υδατικού δυναµικού.  2.3 Μέθοδοι παρακολούθησης πορείας ωρίµανσης  Μετά το στάδιο του περκασµού, στον αµπελώνα γινόντουσαν µετρήσεις σχετικές µε την πορεία ωρίµανσης των σταφυλιών. Οι µετρήσεις αυτές έγιναν δύο φορές µετά το στάδιο του περκασµού και µέχρι τον τρύγο, σε κάθε plot για τυχαίο δείγµα 25 ραγών από όλα τα φυτά του plot. Οι µετρήσεις αφορούσαν το βάρος των ραγών, το σύνολο των σακχάρων, την ογκοµετρούµενη οξύτητα και το pH.  2.3.1 Μέτρηση βάρους ραγών  Η µέτρηση του βάρους των ραγών γινόταν µε ζυγό ακριβείας δύο δεκαδικών ψηφιών και από το αποτέλεσµα του βάρους σε g, έβγαινε και η µέση τιµή του βάρους ράγας ανά plot.  2.3.2 Προσδιορισµός σακχάρων µε διαθλασιµετρία   Ο προσδιορισµός των σακχάρων στα σταφύλια κατά την ωρίµανση γινόταν µε την χρήση του διαθλασίµετρου χειρός το οποίο ήταν βαθµονοµηµένο σε βαθµούς Brix. Στο χυµό των σταφυλιών επειδή  το σύνολο των διαλυτών στερεών αποτελείται από σάκχαρα, η µέτρηση στο διαθλασίµετρο αντιστοιχεί σε συγκέντρωση σακχάρων (ΟBrix: gσακχάρων/100gδιαλύµατος).    Οι ράγες πολτοποιούνταν χειρωνακτικά µε την χρήση ενός ανοξείδωτου σουρωτηριού µε σκοπό να συλλεχθεί ο καθαρός χυµός των σταφυλιών.  Στην συνέχεια από τον καθαρό χυµό των σταφυλιών, τοποθετούνταν στο πρίσµα του διαθλασίµετρου χειρός µια σταγόνα και λαµβάνονταν η µέτρηση για το σύνολο των 



32  σακχάρων. Παράλληλα γινόταν η µέτρηση της θερµοκρασίας του χυµού των σταφυλιών για την διόρθωση της µέτρησης στην θερµοκρασία αναφοράς (Κοτσερίδης, 2015).  2.3.3 Προσδιορισµός ογκοµετρούµενης/ολικής οξύτητας  Ολική οξύτητα καλείται το άθροισµα των ογκοµετρούµενων οξέων όταν το pH του οίνου ρυθµίζεται στην τιµή 7 µε την προσθήκη τιτλοδοτηµένου αλκαλικού διαλύµατος. Στην ολική οξύτητα δεν συµπεριλαµβάνεται το διοξείδιο του άνθρακα. Σαν δείκτης χρησιµοποιήθηκε το κυανό της βρωµοθυµόλης το οποίο έχει περιοχή αλλαγής χρώµατος το pH 7.   Για την διαδικασία µέτρησης της ολικής οξύτητας σε µια κωνική φιάλη τοποθετείται 10 mL γλεύκους, λίγες σταγόνες κυανό της βρωµοθυµόλης και 30 mL απεσταγµένο νερό. Γεµίζουµε την προχοΐδα µε πρότυπο διάλυµα NaOH 0.1M και τιτλοδοτούµε µε το διάλυµα ανακατεύοντας συνεχώς την κωνική φιάλη µέχρι να αλλάξει και να σταθεροποιηθεί το χρώµα και να έχει µια κυανοπράσινη χροιά. Η τελική τιµή της   προχοΐδας σηµειώνεται και η διαφορά της αρχικής µε την τελική τιµή της προχοΐδας (n) καταγράφεται. Για την µετατροπή της ολικής οξύτητας σε γραµµάρια τρυγικού οξέος ανά λίτρο (g/L) γίνεται πολλαπλασιάζοντας, την διαφορά της αρχικής από την τελική τιµή της προχοΐδας (n) µε 0,75 (Κοτσερίδης, 2015). Ολική οξύτητα (g/L) = 0,75 * n  2.3.4 Μέτρηση pH  Το pH εκφράζει το σύνολο των καρβοξυλοµάδων των οξέων που βρίσκονται σε διάσταση και δίνουν  ιόντα Η+.   Η µέτρηση του pH του γλεύκους έγινε µε την χρήση οργάνου για την µέτρηση του pH. Για την διαδικασία της µέτρησης τοποθετείται επαρκής ποσότητα γλεύκους σε θερµοκρασία 20-25 οC, σε ένα ποτήρι ζέσεως  µαζί µε έναν µαγνήτη και τοποθετείται πάνω σε µαγνητικό αναδευτήρα. Το ηλεκτρόδιο του µηχανήµατος πρέπει να µην ακουµπάει στα τοιχώµατα του ποτηριού και όταν η ένδειξη παραµείνει σταθερή παίρνουµε την µέτρηση (Κοτσερίδης, 2015).   



33  2.4 Μετρήσεις σταφυλιών στον τρύγο  Οι τελευταίες µετρήσεις που έγιναν στον αµπελώνα την ηµέρα του τρύγου έγιναν στις 10 Σεπτεµβρίου 2020. Οι µετρήσεις αυτές περιελάµβαναν την µέτρηση του βάρους των σταφυλών, την µέτρηση της πυκνότητας των σταφυλών και την παραγωγή του κάθε πρέµνου µε σκοπό να παρατηρήσουµε τυχόν διαφορές µεταξύ των ξεφυλλισµένων αµπελώνων και των µαρτύρων.  Στην συνέχεια αφού µετρήθηκαν τα παραπάνω συλλέχθηκε τυχαίο δείγµα 50 ραγών ανά plot µε σκοπό την µέτρηση του βάρους των φλοιών και των γιγάρτων. Για την µέτρηση του βάρους των φλοιών, αποφλοιώθηκαν χειρωνακτικά το σύνολο των ραγών από την σάρκα και τα γίγαρτα και ζυγίστηκαν ξεχωριστά οι φλοιοί για κάθε πειραµατική µονάδα. Τα γίγαρτα συλλέχθηκαν και αφού καταµετρήθηκαν, ξεπλύθηκαν και στέγνωσαν ώστε να µετρηθεί το βάρος τους µε ζυγαριά ακριβείας.  Για την µέτρηση επίσης της επίδρασης του ξεφυλλίσµατος στα σταφύλια συλλέχθηκε δείγµα 50 ραγών µε σκοπό να γίνει προσδιορισµός των ανθοκυανών στα σταφύλια µε την µέθοδο Glories.  2.5 Προσδιορισµός φαινολικής ωρίµανσης σταφυλιών µε την µέθοδο Glories  Η µέθοδος Glories εκτιµά την φαινολική ωρίµανση των ραγών (Glories,1993). Παρέχει πληροφορίες τόσο ποσοτικές (ολικό δυναµικό σε ανθοκυάνες και τανίνες), όσο και ποιοτικές (εκχυλισιµότητα των ανθοκυανών, βαθµός ωρίµανσης των γιγάρτων) των πολυφαινολών. Στην πράξη η µέθοδος αποτελεί ένα µέσο διάκρισης του φαινολικού δυναµικού µιας ποικιλίας και της δυνατότητας εκχύλισης των ανθοκυανών που εµπεριέχει. Για την εφαρµογή της µεθόδου χρησιµοποιείται ένα διάλυµα pH 1 και ένα διάλυµα pH 3,6. Στο pH 1 γίνεται εκχύλιση όλων των ανθοκυανών του δείγµατος ενώ το pH 3,6 αντιστοιχεί στις πραγµατικές συνθήκες εκχύλισης στη δεξαµενή. Η απελευθέρωση των ανθοκυανών από το φλοιό των ραγών εξαρτάται από το πορώδες των κυτταρικών µεµβρανών που συνδέεται άµεσα µε την ωριµότητα των ραγών.  Η διαφορά ανάµεσα στις δύο τιµές pH δίνει µια ένδειξη της εκχυλισιµότητας των χρωστικών ουσιών (ΑΕ%), που είναι συνάρτηση τόσο της ωριµότητας των ραγών αλλά και της περατότητας της κυτταρικής µεµβράνης. Όσο χαµηλότερη είναι η τιµή ΑΕ τόσο πιο εύκολα εκχυλίζονται οι ανθοκυάνες στον οίνο. Τα αποτελέσµατα της µεθόδου παρουσιάζουν πολύ µεγάλη πρακτική σηµασία, δεδοµένου ότι µπορούν να χρησιµοποιηθούν για την παρακολούθηση της διαδικασίας εκχύλισης των ανθοκυανών.  Οµογενοποίηση-Εκχύλιση  



34  Το πρώτο στάδιο της µεθόδου είναι η οµογενοποίηση και η εκχύλιση των συστατικών. Αρχικά µετριούνται και ζυγίζονται µε ακρίβεια 50 ράγες σταφυλιού και υπολογίζεται το µέσο βάρος ανά ράγα. Οι ράγες θα πρέπει να βρίσκονται σε θερµοκρασία 5-10 οC. Η χαµηλή θερµοκρασία κατά την προετοιµασία του δείγµατος το προστατεύει από οξειδώσεις. Κατόπιν µεταφέρονται σε ένα πλαστικό δοχείο και οµογενοποιούνται στις 24000 rpm µέχρι το δείγµα να πάρει ρευστή οµοιογενή µορφή χωρίς να διακρίνονται κοµµάτια φλοιών ή γιγάρτων. Σε δύο πλαστικούς σωλήνες φυγοκέντρου τοποθετούνται από 5 g πολτός σταφυλιού στον καθένα και προστίθενται αντίστοιχα 5 mL διαλύµατος pH 1 στον ένα και 5 mL διαλύµατος pH 3.6 στον άλλο. Οι σωλήνες παραµένουν σε σκοτεινό µέρος για 4 ώρες. Στη συνέχεια γίνεται ανάδευση στο vortex και φυγοκέντρηση για 10 λεπτά στις 4000 στροφές. Τα υπερκείµενα συλλέγονται (Υ1 και Υ3.6) και ακολουθεί διαδικασία προσδιορισµού των ανθοκυανών. ∆ιαδικασία µέτρησης  Σε δύο φιαλίδια ανάλογου όγκου δηµιουργούνται 2 κύρια διαλύµατα προσθέτοντας: 1 mL Υ1 + 1 mL αλκοολικό διάλυµα ΗCl 0.1% + 20 mL υδατικό διάλυµα ΗCΙ 2% → Κ1 1 mL Υ3.6 + 1 mL αλκοολικό διάλυµα ΗCl 0.1% + 20 mL υδατικό διάλυµα ΗCΙ 2% → Κ3.6 Σε γυάλινους δοκιµαστικούς σωλήνες (x2) ετοιµάζονται τα εξής διαλύµατα:  pH1-Η2Ο  → 5 mL K1 + 2 mL H2O    ΑpH1–Η2Ο pH1-SΟ2  → 5 mL K1 + 2 mL NaHSO3    ΑpH1-SΟ2 pH3.6-Η2Ο  → 5 mL K3.6 + 2 mL H2O    ΑpH3.6–Η2Ο pH3.6-SΟ2  → 5 mL K3.6 + 2 mL NaHSO3   ΑpH3.6-SΟ2 Ακολουθεί ανάδευση στο vortex και παραµονή σε ηρεµία για 20 min. Στο τέλος του χρόνου η ανάδευση επαναλαµβάνεται και µετριούνται οι απορροφήσεις από όλα τα δείγµατα, στα 520 nm, µε µάρτυρα Η2Ο. Για τον προσδιορισµό του ∆ΦΟ το υπερκείµενο Υ3.6 αραιώνεται 1:100 µε απιονισµένο νερό σε ογκοµετρική φιάλη, και µετριέται η απορρόφηση στα 280 nm µε κυψελίδες χαλαζία (A280-Ε3.6). Το φωτόµετρο µηδενίζεται µε νερό. Υπολογισµοί   Ολικές Ανθοκυάνες (g/L): TA = (ΑpH1–Η2Ο – ΑpH1-SΟ2) * 885,3 /1000 Εκχυλίσιµες Ανθοκυάνες (g/L): EA = (ΑpH3.6–Η2Ο – ΑpH3.6-SΟ2) * 885,3 / 1000 Εκχυλισιµότητα ανθοκυανών: ΑΕ (%) = ������� ∗ 100     



35  2.6 Πειραµατική οινοποίηση  Η πειραµατική οινοποίηση έλαβε χώρα στο Κτήµα Γεροβασιλείου στις 10 Σεπτεµβρίου 2020. Τα σταφύλια συλλέχθηκαν σε ξεχωριστά τελάρα στον αµπελώνα και µεταφέρθηκαν στο οινοποιείο. Από κάθε πειραµατική µονάδα, η οποία αποτελούνταν από 6 φυτά, τρυγήθηκαν όλα τα φυτά ώστε η ποσότητα από κάθε plot να επαρκεί για την κάθε µικροοινοποίηση.  Ο απορραγισµός έγινε µε την χρήση εκραγιστηρίου στο οποίο τοποθετήθηκαν τα τελάρα από κάθε plot ξεχωριστά και συλλέχθηκε η σταφυλοµάζα τους σε πλαστικές λεκάνες ξεχωριστά για κάθε plot. Η έκθλιψη των σταφυλιών µετά τον απορραγισµό έγινε χειρωνακτικά. Για κάθε plot έγινε µια ξεχωριστή µικροοινοποίηση σε πλαστικά δοχεία των 20 L, δηλαδή στο σύνολο έξι µικροοινοποιήσεις, µια για κάθε plot.  Σε κάθε πλαστικό δοχείο προστέθηκε εµπορικό στέλεχος ζυµοµύκητα (200 mg L-1 Fermol Premier Cru – AEB) αφού πρώτα είχε γίνει ενεργοποίηση του σε ζεστό νερό για 15 λεπτά. Ενώ µετά από 4 ώρες προστέθηκαν 40 mg L-1 SO2 υπό την µορφή metabisulfite. Στα πλαστικά δοχεία δεν έγινε προσθήκη θρεπτικών. Στην συνέχεια τα δοχεία τοποθετήθηκαν στον χώρο του οινοποιείου και αφότου ξεκίνησε η αλκοολική ζύµωση γινόταν τρείς φορές την ηµέρα, για 1 λεπτό, σπάσιµο του καπέλου µε τα χέρια µε στόχο την οµογενοποίηση του γλεύκους αλλά και την διαβροχή των στέµφυλων.  Η πορεία της ζύµωσης, µε κριτήριο την µέτρηση σακχάρων µε διαθλασιµετρία, και η θερµοκρασία της ζύµωσης µετρούνταν καθηµερινά για κάθε plot και γινόταν καταγραφή των δεδοµένων µέχρι και το τέλος της αλκοολικής ζύµωσης. Μετά το τέλος της αλκοολικής ζύµωσης οι οίνοι  διαχωρίστηκαν από τους φλοιούς και τα γίγαρτα και οι οίνοι µεταφέρθηκαν σε γυάλινα δοχεία των 10 λίτρων. Εκεί οι οίνοι παρέµειναν σε ηρεµία µε απουσία αέρα, ώστε να γίνει ο διαχωρισµός των οίνων από τις χοντρές λάσπες. Ο καθαρός οίνος διαχωρίστηκε από τις χοντρές λάσπες και  αµέσως προστέθηκαν 60 mg L-1 SO2 υπό την µορφή metabisulfite ώστε να µην ξεκινήσει η µηλογαλακτική ζύµωση.                    



36  Εικόνες 12,13: Οι οίνοι πριν την εµφιάλωση τους και οι οίνοι µετά την µετάγγιση σε γυάλινα δοχεία, στα δοχεία που δεν γέµισαν πλήρως, τοποθετήθηκε αδρανές αέριο.  Οι οίνοι παρέµειναν µέχρι την εµφιάλωση στα γυάλινα  δοχεία στα οποία γινόταν δειγµατοληπτικά µέτρηση του ελεύθερου και ολικού θειώδη ανυδρίτη ανά µήνα και συµπληρώνονταν η απαιτούµενη ποσότητα έως ότου γίνει η εµφιάλωση. Η εµφιάλωση των οίνων έγινε µετά από τέσσερις µήνες. Από τα γυάλινα δοχεία συλλέχθηκε ο καθαρός οίνος, ο οποίος και εµφιαλώθηκε µε την χρήση εµφιαλωτηρίου χειρός σε γυάλινα µπουκάλια των  750 mL.  2.7 Βασικές αναλύσεις οίνων   Μετά το τέλος της εµφιάλωσης ακολούθησαν οι φυσικοχηµικές αναλύσεις στους οίνους µε σκοπό την αξιολόγηση της επίδρασης του ξεφυλλίσµατος στις βασικές τους παραµέτρους. Επίσης µετά το τέλος της αλκοολικής ζύµωσης έγινε µέτρηση των αναγόντων σακχάρων στους οίνους.  Οι βασικές αναλύσεις στους οίνους πραγµατοποιήθηκαν µε βάση τις επίσηµες µεθόδους όπως καθορίζονται από την Ευρωπαϊκή Νοµοθεσία και εφαρµόζονται στα οινολογικά εργαστήρια (OIV, 2006). Οι µέθοδοι που εφαρµόστηκαν στους οίνους ήταν:   2.7.1 Μέτρηση αλκοολικού βαθµού  Ο αλκοολικός τίτλος κατ’ όγκο για ένα οινικό προϊόν ονοµάζεται ο αριθµός των λίτρων άνυδρης αιθανόλης που περιέχεται σε 100 λίτρα του προϊόντος αυτού όταν οι δύο όγκοι µετριούνται σε θερµοκρασία 20ο C. Ο αλκοολικός τίτλος εκφράζεται µε το σύµβολο % vol.    Ο προσδιορισµός του αλκοολικού τίτλου γίνεται µε την διαδικασία της απόσταξης της αλκοόλης του οίνου σε πρώτο στάδιο και στη συνέχεια µέτρηση του αποστάγµατος µε αραιοµετρία. Για την διαδικασία του προσδιορισµού τοποθετούνται 200 mL δείγµατος σε ογκοµετρική φιάλη και µετριέται η θερµοκρασία. Το δείγµα µεταφέρεται στην σφαιρική φιάλη της αποστακτικής συσκευής και η ογκοµετρική φιάλη ξεπλένεται µε 5 mL νερού 4-5 φορές. Για να γίνει αλκαλικό το δείγµα προστίθενται 10 mL εναιωρήµατος CaOH και δύο τεµάχια πορώδους ανενεργού υλικού. Η σφαιρική φιάλη συνδέεται µε την αποστακτική συσκευή και ξεκινάει η θέρµανση και η απόσταξη. Το απόσταγµα συλλέγεται σε ογκοµετρική φιάλη των 200 mL  έως ότου µαζευτεί ποσότητα ίση µε τα ¾ του αρχικού όγκου του δείγµατος. Ο όγκος συµπληρώνεται µε αποσταγµένο νερό στα 200 mL και θερµοµετρείται. Το 



37  απόσταγµα αναµιγνύεται και µεταφέρεται σε ογκοµετρικό κύλινδρο. Εκεί εµβαπτίζεται αλκοολόµετρο και θερµόµετρο. Λαµβάνεται η θερµοκρασία και, µετά την εξισορρόπηση του αλκοολοµέτρου, ο φαινοµενικός τίτλος ο οποίος διορθώνεται στην θερµοκρασία αναφοράς µε την βοήθεια πίνακα.     2.7.2 Μέτρηση ολικής οξύτητας   Για την διαδικασία µέτρησης της ολικής οξύτητας σε µια κωνική φιάλη τοποθετούνται 10 mL γλεύκους, λίγες σταγόνες κυανό της βρωµοθυµόλης και 30 mL απεσταγµένο νερό. Γεµίζουµε την προχοΐδα µε πρότυπο διάλυµα NaOH 0.1M και τιτλοδοτούµε ανακατεύοντας συνεχώς την κωνική φιάλη µέχρι να αλλάξει και να σταθεροποιηθεί το χρώµα και να έχει µια κυανοπράσινη χροιά. Η τελική τιµή της   προχοΐδας σηµειώνεται και η διαφορά της αρχικής µε την τελική τιµή της προχοΐδας (n) καταγράφεται. Για την µετατροπή της κατανάλωσης σε ολική οξύτητα, σε γραµµάρια τρυγικού οξέος ανά λίτρο (g/L), πολλαπλασιάζεται η διαφορά της αρχικής από την τελική τιµή της προχοΐδας (n) µε 0,75 (Κοτσερίδης, 2015). Ολική οξύτητα (g/L) = 0,75 * n  2.7.3 Μέτρηση pH  Η µέτρηση του pH του γλεύκους έγινε µε την χρήση πεχαµέτρου. Για την διαδικασία της µέτρησης τοποθετείται επαρκής ποσότητα γλεύκους σε θερµοκρασία 20-25 οC, σε ένα ποτήρι ζέσεως µαζί µε έναν µαγνήτη και τοποθετείται πάνω σε µαγνητικό αναδευτήρα. Το ηλεκτρόδιο πρέπει να µην ακουµπάει στα τοιχώµατα του ποτηριού και όταν η ένδειξη παραµείνει σταθερή παίρνουµε την µέτρηση (Κοτσερίδης, 2015).  2.7.4 Μέτρηση πτητικής οξύτητας  Η πτητική οξύτητα αποτελείται από τα οξέα της σειράς του οξικού οξέος που υπάρχουν στο κρασί σε ελεύθερη κατάσταση είτε σε µορφή αλάτων. Τα οξέα της αλειφατικής σειράς µε µικρό αριθµό ατόµων άνθρακα (µυρµηκικό, οξικό, βουτυρικό, προπιονικό) έχουν δυσµενή επίδραση στην ποιότητα του οίνου και επηρεάζουν αρνητικά τα οργανοληπτικά χαρακτηριστικά των οίνων.   



38   Ο προσδιορισµός της πτητικής οξύτητας γίνεται µε τιτλοδότηση των πτητικών οξέων που διαχωρίζονται από τον οίνο µε απόσταξη µε υδρατµούς και συµπύκνωση ατµών. Για την διαδικασία αποµακρύνεται το CO2 µε αντλία σε φιάλη κενού και γίνεται απόσταξη µε υδρατµούς, όπου 20 mL οίνου µεταφέρονται σε φιάλη απόσταξης µε ταυτόχρονη προσθήκη 0,5g τρυγικού οξέος. Συλλέγονται 250 mL αποστάγµατος και το απόσταγµα ογκοµετρείται µε διάλυµα NaOH 0.1 M παρουσία δείκτη φαινολοφθαλεϊνης. Προστίθενται 4 σταγόνες αραιωµένου HCL ¼, 2 mL διαλύµατος αµύλου και µερικοί κρύσταλλοι ΚJ. Τέλος γίνεται τιτλοδότηση του ελεύθερου SO2 µε διάλυµα I2 0,005 M.   Η πτητική οξύτητα εκφρασµένη σε g/L οξικού οξέος δίνεται από τον τύπο  Α= 0,3 (n – 0,1n΄) Όπου n τα mL NaOH 0.1 M που καταναλώθηκαν από την πρώτη τιτλοδότηση και n΄ τα mL I2 0,005 M που καταναλώθηκαν κατά την δεύτερη (Κοτσερίδης, 2015).  2.7.5 Μέτρηση αναγόντων σακχάρων  Τα ανάγοντα σάκχαρα είναι τα σάκχαρα που διαθέτουν ελεύθερη αλδεϋδική οµάδα ή κετονική οµάδα και ανάγουν το αλκαλικό διάλυµα του χαλκού. Μετά το τέλος της αλκοολικής ζύµωσης πάντα παραµένει ένα µικρό µη ζυµώσιµο ποσοστό αναγόντων σακχάρων και αυτά κυρίως είναι οι πεντόζες που δεν αποικοδοµούνται από τους ζυµοµύκητες. Ανάλογα µε την τελική συγκέντρωση των σακχάρων ο οίνος χαρακτηρίζεται ως Ξηρός (0-2 g/L αναγωγικά σάκχαρα), Ηµίξηρος (2-18 g/L αναγωγικά σάκχαρα), Ηµίγλυκος (18-40 g/L αναγωγικά σάκχαρα) και Γλυκός (πάνω από 40 g/L αναγωγικά σάκχαρα).   Για τον προσδιορισµό των σακχάρων σε µια κωνική φιάλη των 300 mL µε εσµύρισµα µεταφέρεται διαυγές δείγµα 20 mL και 5 mL νερό. Μεταφέρονται 25 mL αλκαλικού διαλύµατος χαλκού και η κωνική φιάλη προσαρµόζεται σε κάθετο ψυκτήρα και το δείγµα υφίσταται βρασµό για 10 λεπτά. Αµέσως µετά γίνεται ταχεία ψύξη του δείγµατος µε τρεχούµενο νερό και προστίθεται 10 mL ΚΙ 30% (w/v) και 25 mL θειικό οξύ (H2SO4) 25%. Τέλος γίνεται τιτλοδότηση µε θειοθειικκό νάτριο (Na2S2O3) 0,1 N.    Έστω n τα mL που καταναλώθηκαν από την ογκοµέτρηση µέχρι το διάλυµα να πάρει κίτρινο χρώµα και n΄ τα mL που καταναλώθηκαν στο λευκό προσδιορισµό. Από σχετικό πίνακα βρίσκεται η αντιστοιχία της διαφοράς (n΄-n) και των  mg  των σακχάρων που περιέχονται σε mL διηθήµατος που χρησιµοποιήθηκαν. Το τελικό αποτέλεσµα δίνεται µετά από διαίρεση του αποτελέσµατος µε 20 ανάλογα µε την ποσότητα διηθήµατος που χρησιµοποιήθηκε και εκφράζεται σε g σακχάρων ανά λίτρο οίνου. 



39  2.8 Μέθοδοι µετρήσεων χρώµατος και φαινολικών συστατικών  2.8.1 Χρωµατικά χαρακτηριστικά (Ένταση – Απόχρωση)  Το χρώµα των οίνων είναι το αποτέλεσµα της εκλεκτικής απορρόφησης ορισµένων ακτινοβολιών του ηλιακού φάσµατος και οφείλεται στις φαινολικές ενώσεις. Στους ερυθρούς οίνους το µέγιστο απορρόφησης παρουσιάζεται στα 520 nm (ερυθρό). Με την πάροδο του χρόνου η απορρόφηση στα 520 nm µειώνεται και αυξάνεται η απορρόφηση στα 420 nm (κίτρινο). Οι τιµές αυτές δεν καλύπτουν πλήρως νέους οίνους όπως στην περίπτωση µας. Η µέτρηση της απορρόφησης στα 620 nm (κυανό) χρησιµοποιείται για την καλύτερη αξιολόγηση των νέων οίνων, η απορρόφηση αυτή αποδίδεται στις µορφές της βάσης της κινόνης των ελεύθερων και ενωµένων ανθοκυανών.  Η µέτρηση των χρωµατικών χαρακτηριστικών των οίνων έγινε σύµφωνα µε την µέθοδο του OIV (2009). Για την λήψη των τιµών των απορροφήσεων χρησιµοποιήθηκε φασµατοφωτόµετρο και έγινε µέτρηση της οπτικής πυκνότητας στα τρία µήκη κύµατος, 420, 520 και 620 nm. Οι µετρήσεις έγιναν µε κυψελίδες των 10 mm και το φωτόµετρο µηδενίστηκε µε απιονισµένο νερό. Οι οίνοι δεν χρειάστηκαν αραίωση. Η ένταση του χρώµατος των οίνων εκφράζεται µε το άθροισµα των απορροφήσεων Α420, Α520,Α620  Ε = A420 + A520 + A620 ενώ η απόχρωση των οίνων λαµβάνεται από τον λόγο της Α420 και Α520 (Glories 1984). Α = �	
�	�
�	  2.8.2 ∆είκτης Φαινολικών Ουσιών (∆ΦΟ)  Ο δείκτης των φαινολικών ουσιών µετρά την περιεκτικότητα των φλαβονοειδών φαινολών δηλαδή των ανθοκυανών και των τανινών, των µη φλαβονοειδών (φαινολικά οξέα) αλλά και κάποιων µη φαινολικών ουσιών που απορροφούν στα 280 nm. Για την µέτρηση του ∆είκτη Φαινολικών Ουσιών ακολουθήθηκε η µέθοδος των Ribereau Gayon et al. (1998) κατά την οποία χρησιµοποιήθηκε φασµατοφωτόµετρο µε δυνατότητα µέτρησης στο υπεριώδες (UV) και κυψελίδες χαλαζία. Λαµβάνονταν απορρόφηση στα 280nm. Μοναδικό µειονέκτηµα της µεθόδου είναι ότι ορισµένες ενώσεις όπως τα κινναµωµικά οξέα και οι χαλκόνες δεν παρουσιάζουν µέγιστο απορρόφησης στα 280 nm, ωστόσο είναι µια εύκολη και γρήγορη µέθοδος µε µικρό ποσοστό λάθους. Τα αποτελέσµατα των µετρήσεων δίνονται από την ακόλουθη σχέση:  



40  ∆ΦΟ = OD280 * Αραίωση δείγµατος Όπου OD280 είναι η ένδειξη του οργάνου.  2.8.3 Ολικά φαινολικά µε τη µέθοδο Folin – Ciocalteu    Η µέθοδος Folin – Ciocalteu (Waterman και Mole, 1994) είναι µια φωτοµετρική µέθοδος που µετράει το σύνολο των φαινολικών ουσιών του δείγµατος. Η µέθοδος βασίζεται στην οξείδωση των φαινολικών ενώσεων του οίνου από το αντιδραστήριο Folin – Ciocalteu. Υπολογίζεται το ολικό φαινολικό περιεχόµενο χωρίς διάκριση των φαινολικών συστατικών. Το αντιδραστήριο Folin – Ciocalteu, ως διάλυµα σύνθετων πολυµερών ιόντων, ανάγεται σε µείγµα κυανών οξειδίων, κατά την οξείδωση των φαινολών. Το κυανό προϊόν της αντίδρασης παρουσιάζει µέγιστη απορρόφηση στα 765 nm και είναι ανάλογη της συγκέντρωσης των φαινολικών ενώσεων. Η αλκαλικότητα ρυθµίζεται µε διάλυµα Na2CO3 και τα αποτελέσµατα εκφράζονται σε ισοδύναµα γαλλικού οξέος µε την χρήση πρότυπης καµπύλης. Για την διαδικασία, µεταφέρονται σε γυάλινους δοκιµαστικούς σωλήνες κατά σειρά 
• 2 mL απιονισµένο νερό 
• 50 µL δείγµα 
• 250 µL  Folin – Ciocalteu 
• 750 µL Na2CO3 20% 
• 1950 µL απιονισµένο νερό Μετά από κάθε προσθήκη γίνεται ανάδευση στο vortex. Στο τέλος οι δοκιµαστικοί σωλήνες παραµένουν για 30 λεπτά σε θερµοκρασία περιβάλλοντος, σε ηρεµία, για την ανάπτυξη του χρωµοφόρου και ακολουθεί η µέτρηση στα 765 nm. Ο µάρτυρας, µε τον οποίο µηδενίζεται το φωτόµετρο, αντί για δείγµα έχει νερό. Με την χρήση πρότυπης καµπύλης της µορφής y=ax+b υπολογίζεται η συγκέντρωση των φαινολικών συστατικών του δείγµατος σε ισοδύναµα γαλλικού οξέος, λαµβάνοντας υπόψη την αραίωση που τυχόν έγινε.  2.8.4 Ολικές Ανθοκυάνες  Η µέθοδος προσδιορισµού των ολικών ανθοκυανών βασίζεται στην ιδιότητα τους, να δίνουν άχρωµες ενώσεις µε το HSO3-. Μετά την προσθήκη µιας ποσότητας όξινου θειικού άλατος, η αλλαγή του χρώµατος στους οίνους είναι ανάλογη της περιεκτικότητας τους σε ανθοκυάνες (Ribereau–Gayon et al, 1965).  Για την πραγµατοποίηση της µεθόδου δηµιουργείται ένα κύριο διάλυµα µε 1 mL δείγµατος, 1 mL αλκοολικού διαλύµατος HCL 0,1% και 20 mL υδατικού διαλύµατος 



41  HCL 2%. Από το κύριο διάλυµα παρασκευάστηκαν δύο δείγµατα, το πρώτο µε 5 mL κύριου διαλύµατος και 2 mL αποσταγµένου νερού και το δεύτερο µε 5 mL κύριου διαλύµατος και 2 mL διαλύµατος όξινου θειώδους νατρίου (NaHSO3) 15%. Τα δείγµατα σφραγίστηκαν µε parafilm και παρέµειναν σε ηρεµία για 20 λεπτά. Στο τέλος του χρόνου µετρήθηκαν οι απορροφήσεις των δειγµάτων στα 520 nm και η συγκέντρωση ανθοκυανών υπολογίστηκε από την σχέση: Ανθοκυάνες (mg/L) = (ODH2O- ODNaSO3) * 875 ODH2O: Η απορρόφηση του δείγµατος που προστέθηκε νερό  ODNaSO3: Η απορρόφηση του αποχρωµατισµένου δείγµατος  2.8.5 Προσδιορισµός ανθοκυανών µε υγρή χρωµατογραφία υψηλής απόδοσης (HPLC)  Η µέθοδος που χρησιµοποιήθηκε για τον προσδιορισµό των ανθοκυανών µε ΗPLC βασίστηκε σε προηγούµενες µελέτες (Kallithraka, 2005). Τα δείγµατα οίνου φιλτραρίστηκαν µε φίλτρο σύριγγας πορότητας 0.2 µm και τοποθετήθηκαν σε φιαλίδια του αυτόµατου δειγµατολήπτη για HPLC. Η ανάλυση των ανθοκυανών έγινε σε σύστηµα HPLC Waters 2695 LC System συνοδευόµενο από ανιχνευτή 2996 DAD Detector. Η στήλη ήταν SVEA C18, 5 µm, 110 Å (4.6x250mm) (Nanologica). Η έκλουση έγινε βαθµιδωτά (gradient) µε διαλύτες (A) 10 % φορµικό οξύ σε δις-απεσταγµένο νερό και (B) ΜeOH επιπέδου καθαρότητας HPLC σύµφωνα µε τον παρακάτω πίνακα. Πίνακας 1. Χρόνοι και συγκέντρωση διαλυτών κατά την έκλουση Χρόνος (min) ∆ιαλύτης Α (10 % φορµικό οξύ σε dΗ2Ο) ∆ιαλύτης Β (MeOH) αρχικές συνθήκες 90 10 22 50 50 32 5 95 34 5 95 35 90 10 38 90 10  Η ροή ήταν 1 mL/min και ο όγκος έγχυσης 50 µL. H ανίχνευση, καθώς και η βαθµονόµηση έγινε στα 520 nm. H επεξεργασία και η ολοκλήρωση των χρωµατογραφηµάτων έγινε µε το λογισµικό Empower. 



42  Για την βαθµονόµηση της µεθόδου παρασκευάστηκε πρότυπο διάλυµα µαλβιδίνης 0.1 mg/mL. Η ταυτοποίηση της µαλβιδίνης βασίστηκε στην σύγκριση της τιµής κατακράτησης της κορυφής από τα πρότυπα διαλύµατα. Με ενέσεις διαφορετικού όγκου ανάλογα µε την ποσότητα της µαλβιδίνης που θέλουµε και αντιστοιχίζοντας την µάζα της µαλβιδίνης  µε το εµβαδό των κορυφών που προκύπτουν από την HPLC κατασκευάστηκε πρότυπη καµπύλη. Από την ευθεία που την περιγράφει υπολογίστηκε η ποσότητα των ανθοκυανών σε ισοδύναµα µαλβιδίνης στα δείγµατα των οίνων όπως φαίνεται στον επόµενο πίνακα 2 και σχήµα 3:    



43   Πίνακας 2 ∆ιαδικασία υπολογισµού ανθοκυανών µε HPLC Πρότυπη µαλβιδίνης ∆ιαιρούµε το εµβαδό δια 1,000,000 (από µV*sec σε V*sec) Μαλβιδίνη (µg) Area (µV*sec) Area (V*sec) 0,1 311757 0,312 0,2 640844 0,641 0,3 924649 0,925 0,4 1246932 1,247 0,5 1529953 1,530 0,6 1874350 1,874 0,8 2490618 2,491 1 3102811 3,103 2 6487320 6,487 3 9637376 9,637 4 12648143 12,648 5 15713116 15,713 Για τον υπολογισµό της συγκέντρωσης στα δείγµατα: 1. Λαµβάνονται τα εµβαδά των κορυφών από την HPLC (είναι σε µV*sec) 2. Μετατρέπονται σε V*sec διαιρώντας µε 1.000.000 3. Εφαρµόζεται η πρότυπη ευθεία και υπολογίζεται η κάθε κορυφή σε ισοδύναµo µαλβιδίνης (ΜΕ) (σε µg) 4. Από τον όγκο της ένεσης υπολογίζεται η κάθε κορυφή σε ισοδύναµο µαλβιδίνης (ME) σε mg/L → ΜΕ(mg/L) = [ME(µg)/όγκος ένεσης(mL)]  



44   Σχήµα 3: Πρότυπη καµπύλη µαλβιδίνης Οι υπόλοιπες ανθοκυάνες, αφού προσδιορίστηκε ο χρόνος κατακράτησης-εµφάνισης στο χρωµατογράφηµα µε πρότυπες ουσίες, η βαθµονόµησή τους έγινε σε ισοδύναµα µαλβιδίνης (ΜΕ). Από την ανάλυση προσδιορίστηκαν, κατά σειρά εµφάνισης στο χρωµατογράφηµα οι µονογλυκοζίτες ∆ελφινιδίνη (Dp), Πετουνιδίνη (Pt), Παιονιδίνη (Pn), Μαλβιδίνη (Mv) και οι ακυλιωµένες ανθοκυάνες, οξικός εστέρας (Mv-ac) και κουµαρικός εστέρας της µαλβιδίνης (Mv- coum) (Εικόνα 14).   Εικόνα 14:Χρωµατογράφηµα που απεικονίζει της ανθοκυάνες,  3-Ο- µονογλυκοζίτες της δελφινιδίνης (Delphinidin), της πετουνιδίνης (Petounidin), της παιονιδίνης (Peonidin), της µαλβιδίνης (Malvidin), ο οξικός εστέρας της µαλβιδίνης (Malv. Acetate) και ο κουµαρικός εστέρας της µαλβιδίνης (Malv. Coumar.).    



45  2.8.6 Προσδιορισµός τανινών µε τη µέθοδο BSA  H συγκεκριµένη µέθοδος (Hangerman & Butler, 1978, Harbertson et al, 2002) µετράει τις τανίνες εκείνες του δείγµατος που µπορούν να συµπλοκοποιηθούν µε πρωτεΐνη. Η αρχή της µεθόδου βασίζεται στις αλληλεπιδράσεις των τανινών µε άλλα µόρια, όπως η αλβουµίνη (πρωτεΐνη) και τη δηµιουργία αδιάλυτων συµπλόκων, τα οποία καθιζάνουν. Στην συνέχεια της µεθόδου τα αδιάλυτα σύµπλοκα επαναδιαλύονται σε αλκαλικό διάλυµα και προσδιορίζεται η συγκέντρωση τανινών µετά από αντίδραση µε χλωριούχο σίδηρο. Ο χλωριούχος σίδηρος αντιδρά µε τα µόρια των πολυφαινολών και σχηµατίζει σύµπλοκα Fe – (Or)6 τα οποία έχουν ιώδες χρώµα σε αλκαλικό διάλυµα και προσδιορίζονται ποσοτικά µετρώντας την απορρόφηση στα 510nm. Η συγκέντρωση των τανινών στα σύµπλοκα τανίνης – πρωτεΐνης είναι ανάλογη µε την συγκέντρωση της πρωτεΐνης του δείγµατος. Είναι σηµαντικό για την ποσοτική παραλαβή του συνόλου των τανινών του δείγµατος, το πρωτεϊνικό διάλυµα να περιέχει διπλάσια ποσότητα αλβουµίνης σε σχέση µε την συγκέντρωση των τανινών, χωρίς η περίσσεια πρωτεΐνης να επηρεάζει τα αποτελέσµατα. Τα αντιδραστήρια που απαιτούνται είναι τα παρακάτω:  
• Model wine: 12% αιθανόλη, 5g/L τρυγικό οξύ, pH:3,3 µε NaOH 1N 
• ∆ιάλυµα Α: 200nM acetic acid, 170Nm NaCl και NaOH (pH 4,9) 
• Πρωτεϊνικό διάλυµα BSA 1g/L: 100mg BSA-fraction V διαλυµένα σε 100mL ∆ιαλύµατος Α 
• ∆ιάλυµα TEA-SDS:5% v/v triethanolamine (TEA), 10% w/v sodium dodecyl sulfate (SDS) 
• ∆ιάλυµα FeCl3: 10 mM FeCl3 σε 0,01 Ν HCL 
• Πρότυπο διάλυµα κατεχίνης 1g/L για την δηµιουργία πρότυπης καµπύλης Σε eppendorf των 2 mL τοποθετούνται 500 µL αραιωµένου δείγµατος και 1 mL πρωτεϊνικού διαλύµατος BSA. Αναδεύεται ήπια για 15 λεπτά και το δείγµα φυγοκεντρείται για 5  λεπτά στις 12500 rpm. Το υπερκείµενο αποµακρύνεται και στο ίζηµα προστίθενται 250 µL µη πρωτεϊνικού διαλύµατος χωρίς να διαταραχθεί το ίζηµα και ακολουθεί φυγοκέντρηση για 5 λεπτά στις 12500 rpm. Το υπερκείµενο πάλι αποµακρύνεται και στο ίζηµα προστίθενται 875 µL διαλύµατος TEA-SDS και αφήνεται σε ηρεµία για 10 λεπτά. Ακολουθεί ανάδευση στο vortex και µετριέται η απορρόφηση στα 510 nm (Α1) µε κυψελίδα στένωσης. Τέλος προστίθενται 125 µL FeCL3 και µετά από 15 λεπτά µετριέται πάλι η απορρόφηση στα 510nm (A2). Το όργανο µηδενίζεται µε διάλυµα TEA-SDS. Για τον υπολογισµό των τανινών υπολογίζεται η διαφορά των απορροφήσεων Α2-Α1.   Για την καµπύλη αναφοράς παρασκευάζονται συγκεντρώσεις κατεχίνης από 50 έως 150 mg/L και ακολουθεί η µέθοδος προσδιορισµού δηµιουργώντας τα µίγµατα όπως εµφανίζονται στον ακόλουθο πίνακα 3. Τα µίγµατα που δηµιουργούνται αναδεύονται 



46  στο vortex και παραµένουν κλειστά, σε θερµοκρασία δωµατίου, για 10 min. Παίρνουµε τις απορροφήσεις στα 510 nm. Αντιστοιχίζοντας τις συγκεντρώσεις της κατεχίνης µε τις απορροφήσεις τους σε ένα σύστηµα αξόνων λαµβάνεται ή καµπύλη αναφοράς και η ευθεία της µορφής y=ax+b που την περιγράφει. Πίνακας 3: Πρότυπες συγκεντρώσεις διαλύµατος κατεχίνης. συγκέντρωση κατεχίνης (mg/L) διάλυµα κατεχίνης (µL) διάλυµα ΤΕΑ-SDS (µL) ∆ιάλυµα FeCl3 (µL) 10 10 865 125 25 25 850 125 50 50 825 125 100 100 775 125 150 150 725 125 Για τον υπολογισµό των συγκεντρώσεων τανινών στα δείγµατα µε τη µέθοδο BSA  χρησιµοποιήθηκε η πρότυπη ευθεία που φαίνεται στο σχήµα 4. Από την πρότυπη ευθεία υπολογίζεται η συγκέντρωση των τανινών του αραιωµένου δείγµατος, σε ισοδύναµα κατεχίνης, CE. Η τελική συγκέντρωση των τανινών στο δείγµα οίνου είναι C=CE*(αραίωση) mg/L οίνου.  Σχήµα 4: Πρότυπη ευθεία κατεχίνης για τη µέθοδο BSA   y = 0,0061x + 0,0028R² = 0,999300,40,81,2 0 20 40 60 80 100 120 140 160A510 Κατεχίνη (mg/L)Πρότυπη καμπύλη BSA



47  2.8.7 Προσδιορισµός τανινών µε την χρήση MCP (methyl cellulose precipitable)  H συγκεκριµένη µέθοδος (Sarnekis et al, 2006; Smith et al,2015; Mercurio and Smith, 2006) µετράει σχεδόν το σύνολο των τανινών στον οίνο. Η ανάλυση βασίζεται στην συµπλοκοποίηση ενός πολυµερούς, όπως ο πολυσακχαρίτης µεθυλοκυτταρίνη, µε τις τανίνες του οίνου, µε αποτέλεσµα το σχηµατισµό αδιάλυτων πολυµερών συµπλόκων τα οποία στη συνέχεια καθιζάνουν.  Η ανάλυση βασίζεται στην διαφορά των τιµών απορρόφησης στα 280 nm (Α280) των διαλυµάτων µε και χωρίς την καθίζηση των συµπλοκοποιηµένων τανινών, µε τη χρήση φασµατοφωτόµετρου. Η µεθυλοκυτταρίνη  δεν  απορροφά  στα  280nm  και  συνεπώς  δεν  παρεµβάλλεται  στη µέτρηση. Για τον προσδιορισµό, είναι απαραίτητη η παρουσία ενός µάρτυρα (blanc), δηλαδή διαλύµατος οίνου στο οποίο δεν γίνεται προσθήκη αντιδραστηρίου µεθυλοκυτταρίνης και δείγµατος οίνου στον οποίο έχει γίνει προσθήκη µεθυλοκυτταρίνης. Η απορρόφηση του δείγµατος αναφοράς (blanc) στα 280nm δείχνει την τιµή για όλες τις φαινολικές  ενώσεις  (σύνολο φαινολικών)  που  υπάρχουν  στον  οίνο  (Α280,bl),  ενώ  η απορρόφηση στα 280nm του επεξεργασµένου δείγµατος µε µεθυλοκυτταρίνη, εκφράζει τις  φαινολικές  ενώσεις  που  παραµένουν  εν διαλύσει  µετά  την  κατακρήµνιση  των συµπλόκων τανινών µε µεθυλοκυτταρίνη (Α280,s).  Τα αντιδραστήρια που απαιτούνται είναι τα παρακάτω: 
• Κορεσµένο διάλυµα θειικού αµµωνίου (ammonium sulfate) 
• ∆ιάλυµα 0,04 % µεθυλ-κυτταρίνης (methyl cellulose) 
• Πρότυπο διάλυµα κατεχίνης 1 g/L Για την διαδικασία της µέτρησης ετοιµάζεται ο µάρτυρας σε eppendorf στον οποίο προστίθενται 50 µL οίνου (αν χρειάζεται αραιωµένος), 400 µL κορεσµένου θειικού αµµωνίου και 1550 µL απιονισµένου νερού και αναδεύονται σε vortex. Το διάλυµα παραµένει για 10 λεπτά σε ηρεµία και στην συνέχεια φυγοκεντρείται για 5 λεπτά στις 10000 rpm και το υπερκείµενο µεταφέρεται σε κυψελίδα χαλαζία και µετριέται η απορρόφηση του στα 280 nm (A280-bl).  Για το δείγµα, σε eppendorf προστίθενται 50 µL οίνου τον οποίο έχουµε αραιώσει αν χρειάζεται, 600 µL διάλυµα µεθυλοκυτταρίνης και το δείγµα αναδεύεται ήπια µε αναστροφή µερικές φορές και αφήνεται σε ηρεµία για 2-3 λεπτά. Στην συνέχεια προστίθενται 400 µL κορεσµένου θειικού αµµωνίου και 950 µL απιονισµένου νερού και αναδεύονται στο vortex. Για 10 λεπτά παραµένει σε ηρεµία και στην συνέχεια φυγοκεντρείται για 5 λεπτά στις 10000 rpm. Το υπερκείµενο µεταφέρεται σε κυψελίδα χαλαζία και µετριέται η απορρόφηση στα 280 nm (A280-s). 



48  Η µέθοδος βαθµονοµήθηκε µε πρότυπα διαλύµατα κατεχίνης. Για την καµπύλη αναφοράς παρασκευάζονται οι παρακάτω συγκεντρώσεις κατεχίνης, από 10 έως 100 mg/L, σε τελικό όγκο 2 mL.         Πίνακας 4: Πρότυπες συγκεντρώσεις διαλύµατος κατεχίνης.  Λαµβάνονται κατευθείαν οι απορροφήσεις των συγκεντρώσεων στα 280 nm. Αντιστοιχίζοντας τις συγκεντρώσεις της κατεχίνης µε τις απορροφήσεις τους σε ένα σύστηµα αξόνων λαµβάνεται ή καµπύλη αναφοράς και η ευθεία που την περιγράφει της µορφής  y=αx+β (Σχήµα 5). Από τη διαφορά: Α280,tan = (Α280,bl) - (Α280,s) στις µετρήσεις των δειγµάτων οίνων υπολογίζεται η απορρόφηση που οφείλεται στις τανίνες. Στη συνέχεια, από την πρότυπη ευθεία, υπολογίζεται η συγκέντρωση των τανινών, σε ισοδύναµα κατεχίνης, στο διάλυµα µέτρησης (Cds). Η τελική συγκέντρωση των τανινών στο δείγµα οίνου, σε (mg/L), είναι: Cwine =  Cds * 40 *(αραίωση δείγµατος οίνου) όπου το 40  είναι  ο  συντελεστής αραίωσης του δείγµατος στο διάλυµα µέτρησης.    Σχήµα 5: Πρότυπη ευθεία κατεχίνης για τη µέθοδο MCP y = 0,0127x + 0,0033R² = 0,999900,511,5 0 20 40 60 80 100 120A280 Κατεχίνη (mg/L)Πρότυπη καμπύλη MCP



49  2.9 Οργανοληπτική αξιολόγηση   Η οργανοληπτική αξιολόγηση των οίνων έγινε στο εργαστήριο Οινολογίας και Αλκοολούχων Ποτών του Γεωπονικού Πανεπιστηµίου Αθηνών. Είχε ως στόχο την καταγραφή µιας ολοκληρωµένης εικόνας για τη δυναµικότητα της ποικιλίας, σε συνδυασµό µε τις φυσικοχηµικές αναλύσεις που πραγµατοποιήθηκαν, και πώς επηρεάζεται το οργανοληπτικό προφίλ του οίνου από την επέµβαση στον αµπελώνα. Η αξιολόγηση έγινε ανά plot.  Το πάνελ των γευσιγνωστών αποτελούνταν από µια οµάδα 12 εκπαιδευµένων δοκιµαστών. Οι οίνοι σερβιρίστηκαν σε τυποποιηµένα ποτήρια γευσιγνωσίας οίνου  ΙΝΑΟ, σε θερµοκρασία 20°C, υπό λευκό φως και καλυµµένα µε πλαστικό επίθεµα για την ελαχιστοποίηση της διαφυγής πτητικών συστατικών. Οι δοκιµαστές κάθονταν σε ξεχωριστές θέσεις χωρίς οπτική επαφή ο ένας από τον άλλο. Ο χώρος είχε θερµοκρασία περίπου 20-22°C, καλό εξαερισµό και ήταν απαλλαγµένος από παρεµβολές όσον αφορά το θόρυβο, την οπτική διέγερση και την οσµή του περιβάλλοντος. Τα δείγµατα δόθηκαν στους δοκιµαστές επισηµασµένα µε τυχαιοποιηµένους τριψήφιους αριθµούς για την αναγνώριση. Ανάµεσα στα δείγµατα οι γευσιγνώστες κρατούσαν διαλείµµατα τουλάχιστον 2 λεπτών.   Έγινε οπτική και οσφρητική και γευστική αξιολόγηση στα κριτήρια που φαίνονται στο παρακάτω φύλλο γευσιγνωσίας (Εικόνα 15),  µε βάση κλίµακα 5 σηµείων. Τα κριτήρια επιλέχθηκαν µετά από συνεργασία µε το εκπαιδευµένο πάνελ του εργαστηρίου Οινολογίας και Αλκοολούχων Ποτών και ήταν, στην οπτική αξιολόγηση, η «ένταση χρώµατος» και η «απόχρωση». Στην οσφρητική αξιολόγηση οι οίνοι αξιολογήθηκαν, στην «ένταση αρώµατος», στην οσµή «κόκκινα φρούτα», «φράουλα», «αποξηραµένα φρούτα» και «άνθη».  Τέλος, στην γευστική αξιολόγηση, στην «οξύτητα», την «στυπτικότητα» και σαν γενική εντύπωση στο κριτήριο «ποιότητα». Οι βαθµολογίες για το κάθε κριτήριο συγκεντρώθηκαν κι έγινε στατιστική ανάλυση.  



50   Εικόνα 15: Φύλλο γευσιγνωσίας οίνων Ληµνιό   2.10 Στατιστική ανάλυση  Η στατιστική ανάλυση των αποτελεσµάτων για την επίδραση του ξεφυλλίσµατος στα φυσικά χαρακτηριστικά των σταφυλιών, αλλά και στην χηµική σύσταση και το οργανοληπτικό προφίλ των παραγόµενων οίνων, έγινε µε την εφαρµογή µονόδροµης ανάλυσης της διακύµανσης τους (One - Way  ANOVA) µε επίπεδο σηµαντικότητας (p value)  p < 0,05. Η επεξεργασία των δεδοµένων έγινε µε την χρήση του προγράµµατος IBM SPSS Statistics V.26.   Δοκιμαστής:            ΔείγματαΟπτική αξιολόγησηΈνταση χρώματος                                           (μικρή - μέτρια - υψηλή)Απόχρωση                                           (πορτοκαλί - κόκκινο - μωβ)Οσφρητική αξιολόγησηΈνταση αρώματος                                           (άτονο-μέτριο-έντονο)Κόκκινα Φρούτα                                              (λίγο-μέτριο-πολύ)Φράουλα                                            (λίγο-μέτριο-πολύ)Αποξηραμένα φρούτα                                            (λίγο-μέτριο-πολύ)Άνθη                                            (λίγο-μέτριο-πολύ)Γευστική αξιολόγησηΟξύτητα                                        (χαμηλή-μέτρια-υψηλή)Στυπτικότητα                                        (χαμηλή-μέτρια-υψηλή)Συνολική εκτίμησηΠοιότητα                                          (αποδεκτό-μέτριο-άριστο) Κλίμακα βαθμολόγηση: 1-5



51  3. Σκοπός της εργασίας  Ο σκοπός της συγκεκριµένης εργασίας είναι να εξεταστούν οι επιδράσεις που ξεφυλλίσµατος στην ποικιλία Ληµνιό. Το ξεφύλλισµα είναι µια βασική καλλιεργητική τεχνική, η οποία µπορεί να επιφέρει αλλαγές στα σταφύλια καθώς και στους παραγόµενους οίνους. Πιο συγκεκριµένα θα µελετηθούν οι επιδράσεις στα ποσοτικά και στα ποιοτικά χαρακτηριστικά των σταφυλιών αλλά και στους παραγόµενους οίνους µε την εφαρµογή εντατικού ξεφυλλίσµατος, σε σύγκριση µε τα φυτά που δεν θα υποστούν καθόλου ξεφύλλισµα. Σκοπός είναι να µελετηθούν οι επιδράσεις στην συγκεκριµένη ποικιλία µε στόχο τις βέλτιστες καλλιεργητικές τεχνικές για την παραγωγή οίνων υψηλής ποιότητας. Συγκεκριµένα, θα µελετηθεί η επίδραση του ξεφυλλίσµατος στο στάδιο της καρπόδεσης, όχι µόνο στα παραγόµενα σταφύλια και στα χαρακτηριστικά τους, αλλά και στους παραγόµενους οίνους τόσο ως προς την φυσικοχηµική τους σύσταση όσο ως και προς τα οργανοληπτικά τους χαρακτηριστικά.    



52  4. Αποτελέσματα & Συζήτηση  3.1 Επίδραση του ξεφυλλίσµατος κατά την ωρίµανση στον αµπελώνα  Σε πρώτο στάδιο παρουσιάζονται τα αποτελέσµατα των παραµέτρων που µελετήθηκαν κατά την διάρκεια της ωρίµανσης των σταφυλιών στον αµπελώνα σύµφωνα µε τα πρωτόκολλα που αναφέρονται στις µεθόδους. Στα γραφήµατα που ακολουθούν φαίνεται η µαθηµατική και στατιστική επεξεργασία των δεδοµένων που αφορούν το µέγεθος των ραγών (µήκος, πλάτος και πάχος).  Γράφηµα 1: Πορεία εξέλιξης του µήκους των σταφυλών κατά µέσο όρο. CO: Control (µάρτυρας) LR: Leaf Removal (ξεφύλλισµα)   Γράφηµα 2: Πορεία εξέλιξης του πλάτους των σταφυλών µέσο όρο. CO: Control (µάρτυρας) LR: Leaf Removal (ξεφύλλισµα)   



53  Στα γραφήµατα 1 και 2 φαίνεται η πορεία εξέλιξης του µήκους και του πλάτους των ραγών αντίστοιχα από το ξεφύλλισµα, το οποίο έγινε στο στάδιο της πράσινης ράγας, έως και τον τρύγο. Όπως φαίνεται και στα δύο γραφήµατα, µεταξύ του µάρτυρα και των φυτών που είχαν υποστεί εντατικό ξεφύλλισµα τα αποτελέσµατα ήταν παρεµφερή µε τις µέσες τιµές των ξεφυλλισµένων φυτών να είναι υψηλότερες από αυτές του µάρτυρα τόσο στο µήκος, όσο και στο πλάτος ειδικά πριν την ωρίµανση. Ωστόσο µεταξύ τους δεν παρατηρήθηκαν σηµαντικές διαφορές καθώς το p value για το µήκος και το πλάτος τον σταφυλών δεν ήταν σε καµία από τις µετρήσεις µικρότερο του 0,05.  Γράφηµα 3: Πορεία εξέλιξης του πάχους των ραγών. CO: Control (µάρτυρας) LR: Leaf Removal (ξεφύλλισµα)  Παράλληλα µε την µέτρηση των δυο διαστάσεων των σταφυλών, έγιναν µετρήσεις και του πάχους των ραγών. Όπως φαίνεται στο Γράφηµα 3, το µέγεθος των ραγών ήταν µεγαλύτερο στον µάρτυρα σε σύγκριση µε τα ξεφυλλισµένα φυτά καθ’ όλη την διάρκεια της ανάπτυξης των σταφυλιών εκτός από την αρχή των µετρήσεων στο στάδιο της πράσινης ράγας και στον τρύγο όπου το πάχος των ραγών από ξεφυλλισµένα φυτά ήταν ελαφρώς µεγαλύτερο από αυτά των µη ξεφυλλισµένων φυτών. Αυτό επιβεβαιώνει τα στοιχεία της βιβλιογραφίας (Main et al, 2004) σχετικά µε την αύξηση του πάχους των ραγών, όµως σε καµία από τις µετρήσεις δεν παρατηρήθηκε στατιστικά σηµαντική διαφορά.   3.2 Υδατικό δυναµικό  Η µέτρηση του υδατικού δυναµικού είναι µια µέτρηση µέσω της οποίας µπορούµε να µετρήσουµε το διαθέσιµο νερό στο φυτό. Στο συγκεκριµένο πείραµα έγινε η µέτρηση του µεσηµβρινού υδατικού δυναµικού του βλαστού Ψstem. Η µέτρηση έγινε µετά το στάδιο της καρπόδεσης, στο στάδιο του περκασµού και στον τρύγο. Η υδατική καταπόνηση από τον περκασµό έως και τον τρύγο µπορεί να επηρεάσει την ποιότητα 



54  των σταφυλιών, καθώς αν είναι πολύ έντονη, Ψstem < -14 bar, έχει ως αποτέλεσµα οίνους µε υψηλό αλκοολικό βαθµό, χαµηλή οξύτητα και περισσότερο στυπτικές τανίνες. Ενώ µια ήπια υδατική έλλειψη -11 έως -14 bar έχει ευνοϊκή επίδραση στην αναλογία σακχάρων/οξέα του γλεύκους, αύξηση των φαινολικών ενώσεων στους φλοιούς και καλύτερη φαινολική ωρίµανση των τανινών των γιγάρτων (Ojeda et al, 2002). Σύµφωνα µε το Γράφηµα 4, το µεσηµβρινό υδατικό δυναµικό κινήθηκε σε τιµές ήπιας υδατική καταπόνησης (-11 έως -14  bar) τόσο για τα φυτά που είχαν ξεφυλλιστεί όσο και για τα φυτά µάρτυρες. Επίσης, οι χαµηλότερες τιµές παρατηρήθηκαν κατά την µέτρηση στο στάδιο του περκασµού όπου για τα φυτά µάρτυρες το Ψstem ήταν -12,97 bar , ενώ για τα φυτά που είχαν υποστεί ξεφύλλισµα το Ψstem είχε την τιµή -13,3 bar. Οι µετρήσεις ωστόσο του µεσηµβρινού υδατικού δυναµικού δεν είχαν στατιστική διαφορά µεταξύ τους σε καµία από τις τρείς µετρήσεις (p value1=0,591, p value2=0,678, p value3=0,448).   Γράφηµα 4: Πορεία διαθέσιµου νερού στα φυτά. CO: Control (µάρτυρας) LR: Leaf Removal (ξεφύλλισµα)   3.3 Επίδραση του ξεφυλλίσµατος στον τρύγο  Σε αυτή την ενότητα παρουσιάζονται τα αποτελέσµατα που προέκυψαν όταν τα σταφύλια έφτασαν στην τεχνολογική ωριµότητα και αφορούν µετρήσεις σταφυλών και ραγών.  Όπως φαίνεται στο γράφηµα 5, όπου εµφανίζονται οι τιµές του µήκους του βότρυ για κάθε πειραµατική µονάδα ξεχωριστά, για τα φυτά στα οποία δεν εφαρµόστηκε ξεφύλλισµα την µεγαλύτερη τιµή παρουσίασε το plot CO 2 (9,79cm) ενώ τα 



55  υπόλοιπα plot από τα φυτά µάρτυρες δεν παρουσίασαν µεγάλη διαφορά από την µέγιστη τιµή του µήκους του βότρυ για τα µη ξεφυλλισµένα φυτά. Από την άλλη, στα plot που εφαρµόστηκε ξεφύλλισµα, την µεγαλύτερη τιµή παρουσίασαν τα φυτά από την πειραµατική µονάδα LR 2 (10,04cm) ενώ οι υπόλοιπες πειραµατικές µονάδες των φυτών που είχαν υποστεί ξεφύλλισµα δεν παρουσίασαν µεγάλες αποκλίσεις από την µέγιστη τιµή.    Γραφήµατα 5,6: Τιµές µήκους βότρυ (cm) για κάθε πειραµατική µονάδα (Γράφηµα 5) και Μήκος βότρυ κατά το µέσο όρο σε φυτά µάρτυρες (CO) και ξεφυλλισµένα φυτά (LR) (Γράφηµα 6). Τιµές µε διαφορετικά γράµµατα (a,b) είναι σηµαντικά διαφορετικές. Κατά την µέτρηση και σύγκριση των µέσων όρων των µετρήσεων για τα φυτά µάρτυρες (CO) και για τα φυτά που είχαν υποστεί ξεφύλλισµα (LR) διαπιστώνουµε ότι υπάρχει στατιστική διαφορά µεταξύ των αποτελεσµάτων. Πιο συγκεκριµένα για τα φυτά µάρτυρες η µέση τιµή ήταν 9,30 cm ενώ για τα φυτά µε εφαρµογή ξεφυλλίσµατος  η µέση τιµή ήταν 9,74 cm. Οι δύο τιµές µεταξύ τους παρουσίασαν σηµαντική στατιστική διαφορά µε p value ίσο µε 0,032 τιµή µικρότερη από το όριο του 0,05. Άρα, κατά την µέτρηση του µήκους του βότρυ στον τρύγο, παρατηρήθηκε ότι τα φυτά που είχαν υποστεί ξεφύλλισµα, είχαν µεγαλύτερο µήκος βότρυ από τα φυτά µάρτυρες και µάλιστα µε στατιστικά σηµαντική διαφορά.  Σε ότι αφορά το βάρος των σταφυλών, τα αποτελέσµατα φαίνονται στο Γράφηµα 7 ανά πειραµατική µονάδα και στο 8 ως µέσος όρος µαζί µε την στατιστική επεξεργασία των αποτελεσµάτων. Η µέτρηση του βάρους της σταφυλής για κάθε πειραµατική µονάδα µετρήθηκε από τυχαίο δείγµα 10 σταφυλών και υπολογίστηκε η µέση τιµή τους ώστε να βρεθεί το µέσο βάρος σταφυλής ανά πειραµατική µονάδα. Όπως φαίνεται στο Γράφηµα 7 η πειραµατική µονάδα CO 3 µε φυτά µάρτυρες εµφάνισε την µέγιστη τιµή βάρους 288,4 g ενώ οι τιµές των υπόλοιπων πειραµατικών µονάδων δεν εµφάνισαν µεγάλες αποκλίσεις µεταξύ τους. Αν υπολογιστούν οι µέσοι όροι των επαναλήψεων (γράφηµα 8) για το βάρος των σταφυλών, τα φυτά που δεν είχαν υποστεί ξεφύλλισµα είχαν υψηλότερες τιµές χωρίς ωστόσο πάλι να παρουσιάζεται στατιστική διαφορά (p value = 0,575). 8,599,51010,5 C CO 2 CO 3 LR 1 LR 2 LR 3Μήκος βότρυ (cm) Plots



56       Γραφήµατα 7, 8: Τιµές βάρους σταφυλής (g) για κάθε πειραµατική µονάδα (Γράφηµα 7) και Μέσοι όροι των επαναλήψεων σε φυτά µάρτυρες (CO) και ξεφυλλισµένα φυτά (LR) (Γράφηµα 8). Τιµές µε διαφορετικά γράµµατα (a,b) είναι σηµαντικά διαφορετικές. Ανάλογα, οι µετρήσεις του βάρους ανά ράγα φαίνονται στα γραφήµατα 9 (ανά πειραµατική µονάδα, και 10 (µέσοι όροι). Η µέτρηση του βάρους ράγας για κάθε πειραµατική µονάδα µετρήθηκε σε τυχαίο δείγµα 50 ραγών από κάθε πειραµατική µονάδα κατά τον τρύγο και όπως φαίνεται στο Γράφηµα 9 εµφανίζει µεγαλύτερη τιµή στην πειραµατική µονάδα LR 3 µε µέση τιµή 3,09 g ανά ράγα. Οι υπόλοιπες πειραµατικές µονάδες δεν εµφανίζουν ιδιαίτερες αποκλίσεις µε την µέγιστη τιµή, µε ελάχιστη τιµή να εµφανίζει η πειραµατική µονάδα CO 3 µε τιµή 2,51 g.  Στο Γράφηµα 10 παρουσιάζονται οι µέσες τιµές του βάρους ανά ράγα των πειραµατικών µονάδων για τα φυτά µάρτυρες (CO) και για την εφαρµογή ξεφυλλίσµατος (LR). Όπως φαίνεται το ξεφύλλισµα αύξησε το βάρος της ράγας στα φυτά ωστόσο χωρίς αυτό να παρουσιάζει στατιστική διαφορά (p value = 0,205)    050100150200250300 CO 1 CO 2 CO 3 LR 1 LR 2 LR 3Βάρος σταφυλής (g) 01234 CO 1 CO 2 CO 3 LR 1 LR 2 LR 3Βάρος ράγας (g)



57  Γραφήµατα 9, 10: Τιµές βάρους ράγας (g) για κάθε πειραµατική µονάδα (Γράφηµα 9) και Μέσοι όροι Βάρους ράγας σε φυτά µάρτυρες (CO) και ξεφυλλισµένα φυτά (LR) (Γράφηµα 10). Τιµές µε διαφορετικά γράµµατα (a,b) είναι σηµαντικά διαφορετικές. Σε συνδυασµό µε τα Γραφήµατα 1-3 που αφορούν τα µεγέθη σταφυλής και το πάχος ράγας µπορούµε να θεωρήσουµε ότι τα φυτά που έγινε εφαρµογή ξεφυλλίσµατος είχαν σταφυλές µε µεγαλύτερο µέγεθος, αλλά οι ράγες, παρότι ήταν βαρύτερες, είχαν µικρότερο πάχος και το συνολικό βάρος των σταφυλών ήταν µικρότερο. Επόµενο µέγεθος για το οποίο καταγράφηκαν δεδοµένα ήταν το βάρος των φλοιών. Σε ένα τυχαίο σύνολο 50 ραγών για κάθε πειραµατική µονάδα µετρήθηκε το βάρος των φλοιών αφού έγινε χειρωνακτικά αποφλοίωση των ραγών και αφού οι φλοιοί πλύθηκαν και στέγνωσαν µε την χρήση απορροφητικού χαρτιού. Το βάρος των φλοιών των ραγών ανά πειραµατική µονάδα παρουσιάζεται στο Γράφηµα 11 όπου η µέγιστη τιµή παρατηρείται στην πειραµατική µονάδα CO 2 µε τιµή 33,9 g. Οι πειραµατικές µονάδες CO 3 και LR 3 παρουσιάζουν τις χαµηλότερες τιµές για κάθε εφαρµογή. Οι υπόλοιπες πειραµατικές µονάδες µεταξύ τους δεν έχουν µεγάλες αποκλίσεις.  Στο Γράφηµα 12 παρουσιάζονται οι µέσοι όροι των πειραµατικών µονάδων για την εφαρµογή του ξεφυλλίσµατος (LR) και για τα φυτά µάρτυρες (CO). Πιο συγκεκριµένα, το συνολικό βάρος των φλοιών από τα φυτά µάρτυρες ήταν µεγαλύτερο (CO: 27,8 g) σε σύγκριση µε τα φυτά όπου εφαρµόστηκε ξεφύλλισµα (LR: 26,1g) χωρίς ωστόσο να έχουν στατιστικά σηµαντική διαφορά µεταξύ τους. Η διαφορά στην αναλογία του βάρους των φλοιών και της σάρκας που εµφανίζεται σε προηγούµενες µελέτες (Poni et al, 2009) οφείλεται κυρίως στο χρονικό σηµείο της εφαρµογής ξεφυλλίσµατος. Σε αύξηση του βάρους των φλοιών οδηγεί το προανθικό ξεφύλλισµα, ενώ στην µελέτη µας έγινε µετά την άνθιση.     Γραφήµατα 11, 12: Τιµές συνολικού βάρους φλοιών (g) για κάθε πειραµατική µονάδα (Γράφηµα 11). Μέσοι όροι συνολικού βάρος φλοιών σε φυτά µάρτυρες (CO) και ξεφυλλισµένα φυτά (LR) (Γράφηµα 12). Τιµές µε διαφορετικά γράµµατα (a,b) είναι σηµαντικά διαφορετικές. 010203040 CO 1 CO 2 CO 3 LR 1 LR 2 LR 3Βάρος φλοιών (g)



58  Η τελευταία παράµετρος που εξετάστηκε στις πειραµατικές µονάδες κατά τον τρύγο ήταν το βάρος και ο αριθµός των γιγάρτων και τα αποτελέσµατα των µετρήσεων ακολουθούν.  Σε τυχαίο δείγµα 50 ραγών από κάθε πειραµατική µονάδα συλλέχθηκαν τα γίγαρτα από κάθε ράγα τα οποία πλύθηκαν και στέγνωσαν µε την χρήση απορροφητικού χαρτιού και στην συνέχεια µετρήθηκε το συνολικό τους βάρος (Γράφηµα 13) καθώς και ο συνολικός τους αριθµός (Γράφηµα 15) ανά πειραµατική µονάδα. Όπως παρατηρούµε το µέγιστο βάρος στο σύνολο των γιγάρτων παρουσιάστηκε στην πειραµατική µονάδα LR 1 ωστόσο οι τιµές των υπόλοιπων πειραµατικών µονάδων που είχαν υποστεί ξεφύλλισµα δεν ήταν εξίσου υψηλές σε αντίθεση µε τις τιµές των πειραµατικών µονάδων των φυτών µάρτυρες που ήταν σχετικά κοντά στην µέγιστη τιµή.    Γραφήµατα 13, 14: Τιµές βάρους γιγάρτων (g) για κάθε πειραµατική µονάδα (Γράφηµα 13). Μέσοι όροι βάρους γιγάρτων σε φυτά µάρτυρες (CO) και ξεφυλλισµένα φυτά (LR) (Γράφηµα 12). Τιµές µε διαφορετικά γράµµατα (a,b) είναι σηµαντικά διαφορετικές.   Γραφήµατα 15, 16: Τιµές συνολικού αριθµού γιγάρτων 50 ραγών (g) για κάθε πειραµατική µονάδα (Γράφηµα 15). Μάσοι όροι συνολικού αριθµού γιγάρτων  σε φυτά µάρτυρες (CO) και ξεφυλλισµένα φυτά (LR) (Γράφηµα 16). Τιµές µε διαφορετικά γράµµατα (a,b) είναι σηµαντικά διαφορετικές.  02468 CO 1 CO 2 CO 3 LR 1 LR 2 LR 3Συνολικό βάρος γιγάρτων 04080120160 CO 1 CO 2 CO 3 LR 1 LR 2 LR 3Συνολικός αριθμός γιγάρτων



59  Ο µεγαλύτερος συνολικός αριθµός των γιγάρτων ανά πειραµατική µονάδα παρουσιάζεται στην πειραµατική µονάδα LR 1 ενώ οι τιµές για τις υπόλοιπες πειραµατικές µονάδες είναι παρόµοιες, όπως φαίνεται και στο Γράφηµα 15. Στα Γραφήµατα 14, 16 φαίνεται οι  µέσοι όροι και οι τυπικές αποκλίσεις του βάρους αλλά και του συνολικού αριθµού των γιγάρτων από τις ράγες των φυτών µάρτυρες αλλά και των ραγών από τα φυτά της επέµβασης. Τα ξεφυλλισµένα φυτά παρουσίασαν χαµηλότερο µέσο όρο στο συνολικό βάρος των γιγάρτων (5,7 g), σε σύγκριση µε τα φυτά µάρτυρες που είχαν υψηλότερη µέση τιµή στο σύνολο του βάρους τον γιγάρτων (6,1 g). Τα γίγαρτα ωστόσο των ξεφυλλισµένων φυτών κατά µέσο όρο είναι περισσότερα σε συνολικό αριθµό (120) έναντι των φυτών που δεν εφαρµόστηκε το ξεφύλλισµα (114) εποµένως το βάρος τους ήταν ανεξάρτητο από το σύνολο τους, χωρίς όµως καµιά από τις δυο µετρήσεις να παρουσιάζει στατιστικά σηµαντική διαφορά. Όταν προσδιορίστηκε η ώρα της συγκοµιδής, τα σταφύλια τρυγήθηκαν ανά πειραµατική µονάδα. Οι σταφυλές από τον ίδιο αριθµό φυτών για κάθε πειραµατική µονάδα συλλέχθηκαν και µετρήθηκε η συνολική παραγωγή και στην συνέχεια η παραγωγή ανά πρέµνο για κάθε πειραµατική µονάδα (Γράφηµα 17). Τα φυτά που είχαν υποστεί ξεφύλλισµα παρουσίασαν αύξηση στην συνολική παραγωγή ανά πρέµνο, µε την υψηλότερη τιµή να παρουσιάζεται για την πειραµατική µονάδα LR 3 ωστόσο και οι υπόλοιπες πειραµατικές µονάδες δεν είχαν µεγάλες αποκλείσεις από την µέγιστη τιµή. Στο Γράφηµα 18 φαίνεται και η αύξηση της συνολικής παραγωγής ανά πρέµνο για τον µέσο όρο των φυτών που ήταν µάρτυρες και για τα φυτά που είχαν υποστεί  ξεφύλλισµα ωστόσο αυτή η αύξηση της παραγωγής δεν παρουσιάζει στατιστικά σηµαντική διαφορά. Αυτό επιβεβαιώνεται και µε προηγούµενες µελέτες (Verdenal et al, 2019), όπου το ξεφύλλισµα µετά την άνθιση και πριν τον περκασµό δεν έχει κάποια σηµαντική επίδραση στην συνολική παραγωγή του πρέµνου.     Γραφήµατα 17, 18: Τιµές συνολικής παραγωγής ανά πρέµνο (Κg) για κάθε πειραµατική µονάδα (Γράφηµα 17). Μέσοι όροι συνολικής παραγωγής ανά πρέµνο  σε φυτά µάρτυρες (CO) και ξεφυλλισµένα φυτά (LR) (Γράφηµα 18). Τιµές µε διαφορετικά γράµµατα (a,b) είναι σηµαντικά διαφορετικές. 01234 CO 1 CO 2 CO 3 LR 1 LR 2 LR 3Παραγωγή ανά πρέμνο (kg)



60  3.4 Ολικές ανθοκυάνες σταφυλιών – Μέθοδος Glories  Για την µελέτη της επίδρασης του ξεφυλλίσµατος στο σύνολο των ολικών ανθοκυανών, στο σύνολο των εκχυλίσιµων ανθοκυανών και εποµένως και στην εκχυλισιµότητα των ανθοκυανών εφαρµόστηκε η µέθοδος Glories σε σταφύλια, σε ολόκληρες ράγες.  Η µέθοδος Glories εκτιµά την φαινολική ωρίµανση των ραγών. Παρέχει πληροφορίες τόσο ποσοτικές (ολικό δυναµικό σε ανθοκυάνες και ταννίνες), όσο και ποιοτικές (εκχυλισιµότητα των ανθοκυανών, βαθµός ωρίµανσης των γιγάρτων) των πολυφαινολών. Στην πράξη η µέθοδος αποτελεί ένα µέσο διάκρισης του φαινολικού δυναµικού µιας ποικιλίας και της δυνατότητας εκχύλισης των ανθοκυανών που περιέχει. Για την εφαρµογή της µεθόδου χρησιµοποιείται ένα διάλυµα pH 1 και ένα διάλυµα pH 3,6. Στο pH 1 γίνεται εκχύλιση όλων των ανθοκυανών του δείγµατος ενώ το pH 3,6 αντιστοιχεί στις πραγµατικές συνθήκες εκχύλισης στη δεξαµενή.  Η απελευθέρωση των ανθοκυανών από το φλοιό των ραγών εξαρτάται από το πορώδες των κυτταρικών µεµβρανών που συνδέεται άµεσα µε την ωριµότητα των ραγών.  Η διαφορά ανάµεσα στις δύο τιµές pH δίνει µια ένδειξη της εκχυλισιµότητας των χρωστικών ουσιών (ΑΕ %), που είναι συνάρτηση τόσο της ωριµότητας των ραγών αλλά και της περατότητας της κυτταρικής µεµβράνης. Τα αποτελέσµατα της µεθόδου παρουσιάζουν πολύ µεγάλη πρακτική σηµασία, δεδοµένου ότι µπορούν να χρησιµοποιηθούν για την παρακολούθηση της διαδικασίας εκχύλισης των ανθοκυανών. Όσο χαµηλότερη είναι η τιµή της εκχυλισιµότητας των ανθοκυανών τόσο πιο εύκολα εκχυλίζονται στον οίνο. Αρχικά υπολογίστηκε το σύνολο των ανθοκυανών και οι εκχυλίσιµες ανθοκυάνες και τα αποτελέσµατα φαίνονται στα γραφήµατα  19 και 20 αντίστοιχα για κάθε πειραµατική µονάδα. Στο γράφηµα 21 φαίνονται οι αντίστοιχοι µέσοι όροι και η στατιστική τους επεξεργασία.   Γραφήµατα 19, 20: Ολικές ανθοκυάνες και εκχυλίσιµες ανθοκυάνες ανά πειραµατική µονάδα για φυτά µάρτυρες (CO) και για φυτά που έγινε ξεφύλλισµα (LR). 050100150200250300350 CO 1 CO 2 CO 3 LR 1 LR 2 LR 3Ολικές ανθοκυάνες (mg/L) 050100150200 CO 1 CO 2 CO 3 LR 1 LR 2 LR 3Εκχυλίσιμες ανθοκυάνες (mg/L)



61    Γραφήµατα 21: Ολικές και εκχυλίσιµες ανθοκυάνες (mg/L) όπως προσδιορίστηκαν µε τη µέθοδο Glories. TA CO: Ολικές ανθοκυάνες µάρτυρα, EA CO: Εκχυλίσιµες ανθοκυάνες µάρτυρα, TA LR: Ολικές ανθοκυάνες ξεφυλλισµένων φυτών, EA LR: Εκχυλίσιµες ανθοκυάνες ξεφυλλισµένων φυτών. Τιµές µε διαφορετικά γράµµατα (a,b) είναι στατιστικά διαφορετικές.  Όπως φαίνεται στο Γράφηµα 19 οι ολικές ανθοκυάνες των πειραµατικών µονάδων που είχαν υποστεί ξεφύλλισµα παρουσιάζουν ως επί το πλείστον υψηλότερες τιµές σε σύγκριση µε τις ολικές ανθοκυάνες από τα φυτά που δεν είχαν υποστεί ξεφύλλισµα. Οι εκχυλίσιµες ανθοκυάνες ανά πειραµατική µονάδα παρουσιάζονται στο Γράφηµα 20 και όπως φαίνεται οι τιµές των πειραµατικών µονάδων από τα φυτά µάρτυρες είναι χαµηλότερες. Αυτό σηµαίνει ότι οι εκχύλιση των ανθοκυανών στα σταφύλια των συγκεκριµένων πειραµατικών µονάδων ήταν ευκολότερη.   Στο Γράφηµα 21 παρουσιάζονται οι µέσοι όροι των πειραµατικών µονάδων για τα φυτά µάρτυρες και για τα φυτά που είχαν υποστεί ξεφύλλισµα και µπορούµε να παρατηρήσουµε ότι υπάρχει αύξηση των ολικών ανθοκυανών µε το ξεφύλλισµα ωστόσο η εκχυλισιµότητα των ανθοκυανών µε το ξεφύλλισµα είναι δυσκολότερη.   



62    Γραφήµατα 22, 23: Ποσοστό εκχυλισιµότητας των ολικών ανθοκυανών για κάθε πειραµατική µονάδα (Γράφηµα 22). Μέσοι όροι του επί τοις %  σε φυτά µάρτυρες (CO) και ξεφυλλισµένα φυτά (LR) (Γράφηµα 23). Τιµές µε διαφορετικά γράµµατα (a,b) είναι σηµαντικά διαφορετικές. Αυτό επιβεβαιώνεται και από τα Γραφήµατα 22 και 23 όπου φαίνεται το ποσοστό εκχυλισιµότητας των ολικών ανθοκυανών ανά πειραµατική µονάδα και οι µέσοι όροι της κάθε εφαρµογής, µε τις πειραµατικές µονάδες των φυτών χωρίς την εφαρµογή ξεφυλλίσµατος να παρουσιάζουν χαµηλότερες τιµές άρα και ευκολότερη εκχύλιση των ολικών ανθοκυανών. Σε καµία περίπτωση όµως τα αποτελέσµατα δεν παρουσιάζουν στατιστική διαφορά µεταξύ τους.   3.5 Επίδραση του ξεφυλλίσµατος στους παραγόµενους οίνους 3.5.1 Βασικές αναλύσεις οίνων   Τα σταφύλια που τρυγήθηκαν από τα πρέµνα της κάθε πειραµατικής µονάδας οινοποιήθηκαν ξεχωριστά και µε το ίδιο πρωτόκολλο έτσι ώστε τυχόν διαφορές στην πρώτη ύλη να αποτυπωθούν στους παραγόµενους οίνους. Στα γραφήµατα που ακολουθούν φαίνονται τα αποτελέσµατα των βασικών αναλύσεων των πειραµατικών οίνων ανά πειραµατική µονάδα.   0204060 CO 1 CO 2 CO 3 LR 1 LR 2 LR 3Εκχυλισημότητα ανθοκυανών0123 CO 1 CO 2 CO 3 LR 1 LR 2 LR 3RS (g/L)



63  Γράφηµα 24: Υπολειπόµενα σάκχαρα στους οίνους που προέκυψαν από τα σταφύλια των πειραµατικών µονάδων (CO: µάρτυρες, LR: µε ξεφύλλισµα)  Γράφηµα 25: Ογκοµετρούµενη οξύτητα στους οίνους που προέκυψαν από τα σταφύλια των πειραµατικών µονάδων (CO: µάρτυρες, LR: µε ξεφύλλισµα)  Γράφηµα 26: Ενεργή οξύτητα, pH, στους οίνους που προέκυψαν από τα σταφύλια των πειραµατικών µονάδων (CO: µάρτυρες, LR: µε ξεφύλλισµα)  Γράφηµα 27: Αλκοολικός τίτλος(% vol) των οίνων που προέκυψαν από τα σταφύλια των πειραµατικών µονάδων (CO: µάρτυρες, LR: µε ξεφύλλισµα)  Γράφηµα 28: Πτητική οξύτητα στους οίνους που προέκυψαν από τα σταφύλια των πειραµατικών µονάδων                (CO: µάρτυρες, LR: µε ξεφύλλισµα)  Στο γράφηµα 24 φαίνεται η συγκέντρωση των υπολειπόµενων σακχάρων στους οίνους. Είναι η ανάλυση που πιστοποιεί το τέλος της αλκοολικής ζύµωσης. Τιµές περίπου 2 g/L είναι ενδεικτικές για την πλήρη ζύµωση των σακχάρων και την κατάταξη των οίνων στην κατηγορία των ξηρών.  Οι υπόλοιπες αναλύσεις (γραφήµατα 25-28) έδωσαν τιµές κοντά στις συνήθεις για ερυθρούς οίνους χωρίς στατιστική διαφορά ανάµεσα στις επεµβάσεις. Οι µέσοι όροι των επαναλήψεων φαίνονται στον πίνακα 2 κι επιβεβαιώνεται ότι οι παραγόµενοι οίνοι, τόσο από σταφύλια µάρτυρες, όσο και από τα σταφύλια των ξεφυλλισµένων φυτών δεν παρουσιάζουν στατιστικά σηµαντικές διαφορές. Πιο συγκεκριµένα, έγιναν µετρήσεις για την ολική οξύτητα ως προς τρυγικό οξύ, για το pH, για τον αλκοολικό τίτλο και την πτητική οξύτητα των οίνων. Σε κανένα µέγεθος δεν παρατηρήθηκε κάποια στατιστική διαφορά µε την εφαρµογή του ξεφυλλίσµατος.  2468 CO 1 CO 2 CO 3 LR 1 LR 2 LR 3TA (g/L) 22,533,54 CO 1 CO 2 CO 3 LR 1 LR 2 LR 3pH061218 CO 1 CO 2 CO 3 LR 1 LR 2 LR 3EtOH (% vol) 00,10,20,30,40,50,60,70,8 CO 1 CO 2 CO 3 LR 1 LR 2 LR 3VA (g/L)



64   Πίνακας 2: Μέσες τιµές βασικών αναλύσεων των οίνων που προήλθαν από τα φυτά µάρτυρες (CO) και τα φυτά που είχαν υποστεί ξεφύλλισµα (LR). RS: Ανάγοντα σάκχαρα, AT: Ογκοµετρούµενη οξύτητα  pH: Ενεργός οξύτητα, EtOH: Αλκοολικός τίτλος, VΑ: Πτητική οξύτητα  RS TA pH EtOH(%vol) VA CO 2,1 6,7 3,56 13,6 0,49 LR 1,7 6,6 3,57 13,7 0,52 p value ns ns ns ns ns   3.5.2 Μετρήσεις χρώµατος  Το χρώµα των ερυθρών οίνων είναι συνέπεια της εκχύλισης των έγχρωµων συστατικών των φλοιών στο εν ζυµώσει γλεύκος κατά τη διάρκεια της αλκοολικής ζύµωσης. Για την ποσοτική εκτίµηση του χρώµατος χρησιµοποιούνται τα χρωµατικά χαρακτηριστικά, η ένταση και η απόχρωση, δύο παράµετροι που προκύπτουν από την φωτοµέτρηση του δείγµατος σε τρία µήκη κύµατος, 420, 520 και 620 nm. Η ένταση είναι το άθροισµα της απορρόφησης στα τρία µήκη ενώ η απόχρωση είναι ο λόγος της απορρόφησης στα 420 προς την απορρόφηση στα 520 nm. Η ένταση αποτελεί ένδειξη της ‘ποσότητας’ και του ‘βάθους’ του χρώµατος ενώ η απόχρωση είναι ένδειξη της ηλικίας των οίνων.  Στα γραφήµατα 29 και 30 φαίνεται η ένταση χρώµατος των οίνων για κάθε πειραµατική µονάδα ξεχωριστά και οι µέσοι όροι των επαναλήψεων καθώς και η στατιστική τους επεξεργασία. Σαν γενική παρατήρηση θα µπορούσε να είναι το γεγονός ότι οι οίνοι δεν χαρακτηρίζονται από το έντονο χρώµα τους. Ένταση του επιπέδου 1-1,5 χαρακτηρίζει τους ροζέ ή πολύ ελαφρείς ερυθρούς οίνους. Το ξεφύλλισµα φαίνεται πως αύξησε την ένταση του χρώµατος των παραγόµενων οίνων καθώς, σύµφωνα µε το Γράφηµα 29, οι οίνοι από φυτά που έχουν υποστεί ξεφύλλισµα έχουν υψηλότερες τιµές χρωµατική έντασης µε µέγιστη τιµή να παρουσιάζει ο οίνος της πειραµατικής µονάδας LR 2. Ωστόσο µεταξύ των υπόλοιπων παραγόµενων οίνων δεν παρουσιάζονται µεγάλες αποκλίσεις πράγµα που δικαιολογεί και τις κοντινές τιµές των µέσων όρων της χρωµατικής έντασης. Στο Γράφηµα 30 φαίνεται πως η ένταση του χρώµατος αυξήθηκε µε το ξεφύλλισµα. Η ένταση των ξεφυλλισµένων φυτών είχε µέσο όρο έντασης 1,38 ενώ η µέτρηση της έντασης του χρώµατος των οίνων που παράχθηκαν από τα φυτά µάρτυρες είχε µέσο όρο 1,13. Παρότι υπάρχει µεγάλη διαφορά στους  µέσους όρους των εντάσεων η στατιστική επεξεργασία δεν ανίχνευσε σηµαντικές διαφορές στους µέσους όρους.  



65    Γραφήµατα 29, 30: Μέτρηση έντασης χρώµατος των οίνων για κάθε πειραµατική µονάδα (Γράφηµα 29). Μέσοι όροι της έντασης χρώµατος στους παραγόµενους οίνους από φυτά µάρτυρες (CO) και ξεφυλλισµένα φυτά (LR) (Γράφηµα 30). Τιµές µε διαφορετικά γράµµατα (a,b) είναι σηµαντικά διαφορετικές.     Γραφήµατα 31, 32: Μέτρηση απόχρωσης χρώµατος των οίνων για κάθε πειραµατική µονάδα (Γράφηµα 31). Μέσοι όροι της απόχρωσης στους παραγόµενους οίνους από φυτά µάρτυρες (CO) και ξεφυλλισµένα φυτά (LR) (Γράφηµα 32). Τιµές µε διαφορετικά γράµµατα (a,b) είναι σηµαντικά διαφορετικές. Στα γραφήµατα 31 και 32 παρουσιάζεται η απόχρωση των οίνων τόσο από τα ξεφυλλισµένα φυτά όσο και από τα φυτά που δεν είχαν υποστεί ξεφύλλισµα µε τιµές χωρίς διαφοροποιήσεις, περίπου κοντά στο 1,5. Βέβαια για φρέσκους οίνους, οι τιµές αυτές είναι σχετικά µεγάλες.  Σε επίπεδο οίνου ανά πειραµατική µονάδα φαίνεται πως υπάρχει µια αύξηση στην απόχρωση µε την εφαρµογή του ξεφυλλίσµατος αλλά οι διαφορές είναι στο επίπεδο του δεύτερου δεκαδικού ψηφίου της τελικής τιµής. Πιο συγκεκριµένα για τα φυτά µάρτυρες ο µέσος όρος της απόχρωσης από τις τρείς επαναλήψεις ήταν 1,456 ενώ για τα ξεφυλλισµένα φυτά ο µέσος όρος των τριών επαναλήψεων ήταν 1,514. Οι οίνοι δεν παρουσίασαν στατιστική διαφορά µεταξύ τους.  00,511,52 CO 1 CO 2 CO 3 LR 1 LR 2 LR 3Ένταση χρώματος 00,511,52 CO 1 CO 2 CO 3 LR 1 LR 2 LR 3Απόχρωση



66  3.5.3 Μετρήσεις φαινολικών συστατικών   Τα φαινολικά συστατικά αποτελούν σηµαντική παράµετρο των οίνων γιατί από αυτές εξαρτάται το χρώµα και οι αποχρώσεις, κυρίως,  των ερυθρών και ροζέ οίνων αλλά και οι ιδιαίτεροι γευστικοί χαρακτήρες τους. Είναι υπεύθυνες για τις θετικές ή αρνητικές µεταβολές της ποιότητας των οίνων κατά τη συντήρηση και παλαίωση. Για τον προσδιορισµό του συνολικού φαινολικού ‘φορτίου’ των οίνων θα εξεταστούν δύο µέθοδοι, ο ∆είκτης Φαινολικών Ουσιών (∆ΦΟ) και τα ολικά φαινολικά µε τη µέθοδο Folin.   Ο προσδιορισµός του ∆ΦΟ βασίζεται στην ισχυρή απορρόφηση των βενζολικών δακτυλίων των φαινολικών ενώσεων στο υπεριώδες φως, το µέγιστο της οποίας παρατηρείται στα 280 nm. Έτσι λοιπόν για κάθε δείγµα έγινε η µέτρηση της απορρόφησης στα 280 nm και υπολογίστηκε ο µέσος όρος των επαναλήψεων. Στα γραφήµατα 33 και 34 φαίνονται οι τιµές του ∆ΦΟ για του οίνους ανά πειραµατική µονάδα αλλά και οι µέσοι όροι των επαναλήψεων µετά από στατιστική επεξεργασία (γράφηµα 34). Οι τιµές µεταξύ των πειραµατικών µονάδων δεν παρουσιάζουν αποκλίσεις µε εξαίρεση την τιµή της πειραµατικής µονάδας LR 3 η οποία είναι ελαφρώς µικρότερη σε σχέση µε τις υπόλοιπες απορροφήσεις. Η µικρή διαφορά ανάµεσα στις επεµβάσεις φαίνεται και στο γράφηµα 34 όπου παρουσιάζονται οι µέσες τιµές του ∆ΦΟ. Για τα φυτά µάρτυρες ο ∆ΦΟ ήταν 0,886 κατά µέσο όρο ενώ για τα φυτά που είχαν υποστεί ξεφύλλισµα η µέση τιµή ήταν 0,868. Μεταξύ των τιµών δεν εµφανίστηκε στατιστική διαφορά και εποµένως µπορούµε να πούµε ότι το ξεφύλλισµα δεν είχε κάποια επίδραση στον ∆είκτη Φαινολικών Ουσιών.    Γραφήµατα 33, 34: Μέτρηση ∆ΦΟ στους οίνους από κάθε πειραµατική µονάδα (Γράφηµα 33). Μέσοι όροι του ∆ΦΟ στους παραγόµενους οίνους από φυτά µάρτυρες (CO) και ξεφυλλισµένα φυτά (LR) (Γράφηµα 34). Τιµές µε διαφορετικά γράµµατα (a,b) είναι σηµαντικά διαφορετικές. 00,20,40,60,811,2 CO 1 CO 2 CO 3 LR 1 LR 2 LR 3ΔΦΟ



67    Γραφήµατα 35, 36: Μέτρηση ολικών φαινολικών (mg/L GAE) στους οίνους από κάθε πειραµατική µονάδα (Γράφηµα 35). Μέσοι όροι της συγκέντρωσης ολικών φαινολικών (mg/L GAE) στους παραγόµενους οίνους από φυτά µάρτυρες (CO) και ξεφυλλισµένα φυτά (LR) (Γράφηµα 36). Τιµές µε διαφορετικά γράµµατα (a,b) είναι σηµαντικά διαφορετικές. Η συγκέντρωση των ολικών φαινολικών συστατικών όπως προσδιορίστηκε µε τη µέθοδο Folin-Ciocalteu κι αφού βαθµονοµήθηκε µε πρότυπη καµπύλη σε ισοδύναµα γαλλικού οξέος (GAE) παρουσιάζεται στα γραφήµατα 35 και 36. Στο γράφηµα 35, όπου παρουσιάζονται οι συγκεντρώσεις των ολικών φαινολικών ανά πειραµατική µονάδα, φαίνεται πως οι οίνοι των φυτών που δεν είχαν υποστεί ξεφύλλισµα έχουν ελαφρώς µεγαλύτερες συγκεντρώσεις σε σχέση µε τους οίνους των φυτών που είχαν υποστεί ξεφύλλισµα. Οι διαφορές ωστόσο µεταξύ τους έχουν αρκετή διασπορά κι αυτό φαίνεται στο γράφηµα 36 µε την µαθηµατική επεξεργασία όπου η τυπική απόκλιση δεν επιτρέπει την ανίχνευση στατιστικά σηµαντικής διαφοράς.  Όπως στην µέτρηση της απορρόφησης στα 280 nm (γράφηµα 34), έτσι και στην µέτρηση των ολικών φαινολικών µε την µέθοδο Folin – Ciocalteu  (γράφηµα 36), οι µέσοι όροι των αναλύσεων στους οίνους από φυτά που δεν είχαν υποστεί ξεφύλλισµα εµφάνισαν µεγαλύτερες τιµές από αυτούς των ξεφυλλισµένων φυτών χωρίς όµως να παρουσιάζουν στατιστική διαφορά µεταξύ τους (p=0,573).  3.5.4 Ανθοκυάνες οίνων   Πέρα από την γενική εκτίµηση που έχουµε για το χρώµα των οίνων µε την µέτρηση της έντασης και της απόχρωσης, θελήσαµε να εξετάσουµε την επίδραση των διάφορων συστατικών που συµβάλουν στην έκφραση του χρώµατος των ερυθρών οίνων και για τον λόγο αυτό ακολούθησαν µετρήσεις των ολικών ανθοκυανών και των ανθοκυανών µε την χρήση της υγρής χρωµατογραφίας.   Για τον φωτοµετρικό προσδιορισµό των ολικών ανθοκυανών στους οίνους ακολουθήθηκε το σχετικό πρωτόκολλο και µετρήθηκε η απορρόφηση τους στα 520 0100020003000400050006000 CO 1 CO 2 CO 3 LR 1 LR 2 LR 3mg/L γαλλικού οξέος



68  nm. Τα αποτελέσµατα από την µέτρηση ανά πειραµατική µονάδα και οι µέσοι όροι των πειραµατικών µονάδων όπως και η στατιστική τους επεξεργασία φαίνονται στα  γραφήµατα 37 και 38.   Γραφήµατα 37, 38: Μέτρηση ολικών ανθοκυανών (mg/L) στους οίνους από κάθε πειραµατική µονάδα (Γράφηµα 37). Μέσοι όροι της συγκέντρωσης ολικών ανθοκυανών (mg/L) στους παραγόµενους οίνους από φυτά µάρτυρες (CO) και ξεφυλλισµένα φυτά (LR) (Γράφηµα 38). Τιµές µε διαφορετικά γράµµατα (a,b) είναι σηµαντικά διαφορετικές.  Στο Γράφηµα 37 φαίνονται οι ολικές ανθοκυάνες των οίνων ανά πειραµατική µονάδα για τα φυτά που έχουν υποστεί ξεφύλλισµα (LR) και για τα φυτά µάρτυρες (CO). Όπως φαίνεται, οι ανθοκυάνες στο σύνολο τους στους οίνους των ξεφυλλισµένων φυτών ήταν περισσότερες και παρουσίασαν υψηλότερες τιµές ανά πειραµατική µονάδα σε σύγκριση µε την πλειοψηφία των οίνων από τα φυτά µάρτυρες.    Το ίδιο παρατηρείται και στο Γράφηµα 38 όπου παρουσιάζονται οι µέσοι όροι των τιµών των ολικών ανθοκυανών. Οι ανθοκυάνες στο σύνολο τους στους οίνους των ξεφυλλισµένων φυτών είχαν υψηλότερες συγκεντρώσεις ωστόσο δεν παρατηρήθηκε στατιστική διαφορά καθώς η διασπορά ήταν αρκετά µεγάλη (η µία επανάληψη δεν ήταν τόσο υψηλή σε ανθοκυάνες όσο οι άλλες δυο). Ωστόσο παρότι δεν υπάρχει στατιστική διαφορά φαίνεται ότι το ξεφύλλισµα επηρέασε θετικά το σύνολο των ανθοκυανών στους  οίνους. Αυτό που παρατηρήθηκε κατά την µέθοδο µέτρησης των ανθοκυανών είναι ότι κατά την προσθήκη του θειώδη ανυδρίτη τα δείγµατα αποχρωµατίστηκαν τελείως σε σχέση µε τα δείγµατα που προστέθηκε απλώς νερό. Αυτό έγινε γιατί οι ανθοκυάνες που επικρατούν στους φρέσκους οίνους, είναι κατά κύριο λόγο ελεύθερες και συνεπώς αποχρωµατίζονται µε την προσθήκη του θειώδη ανυδρίτη.  Επόµενο στάδιο της ανάλυσης των ανθοκυανών ήταν ο διαχωρισµός και η ποσοτικοποίηση των κύριων µονοµερών ανθοκυανών του οίνου µε τη βοήθεια της ενόργανης ανάλυσης. Στους οίνους, λοιπόν, έγινε προσδιορισµός των ανθοκυανών µε υγρή χρωµατογραφία υψηλής πίεσης (HPLC). Προσδιορίστηκαν οι µονογλυκοζίτες της Μαλβιδίνης, της ∆ελφινιδίνης, της Πετουνιδίνης, της Παιονιδίνης, του 0255075100 CO 1 CO 2 CO 3 LR 1 LR 2 LR 3Ανθοκυάνες (mg/L)



69  Κουµαρικού και του Οξικού εστέρα της Μαλβιδίνης και τα αποτελέσµατα παρουσιάζονται παρακάτω.    Γραφήµατα 39, 40: Μέτρηση συγκέντρωσης µαλβιδίνης (mg/L) στους οίνους από κάθε πειραµατική µονάδα (Γράφηµα 39). Μέσοι όροι της συγκέντρωσης της µαλβιδίνης (mg/L) στους παραγόµενους οίνους από φυτά µάρτυρες (CO) και ξεφυλλισµένα φυτά (LR) (Γράφηµα 40). Τιµές µε διαφορετικά γράµµατα (a,b) είναι σηµαντικά διαφορετικές. Η µαλβιδίνη είναι η κύρια ανθοκυάνη των οίνων και η συγκέντρωσή της φαίνεται στα γραφήµατα 39 και 40.Το ξεφύλλισµα φαίνεται πως αύξησε την συγκέντρωση σε επίπεδο πειραµατικής µονάδας καθώς όπως παρατηρούµε στο Γράφηµα 39 οι τιµές των συγκεντρώσεων για τα φυτά που έχουν υποστεί ξεφύλλισµα είναι µεγαλύτερες κατά κύριο λόγο από τις τιµές των φυτών µάρτυρες. Η µέγιστη τιµή παρουσιάζεται για την πειραµατική µονάδα LR 2. Στο γράφηµα 40 βλέπουµε την συγκέντρωση µαλβιδίνης, κατά µέσο όρο, στους οίνους της  οµάδας ελέγχου (CO) και στους οίνους των ξεφυλλισµένων φυτών (LR). Η συγκέντρωση της Μαλβιδίνης στους οίνους των ξεφυλλισµένων φυτών είναι αρκετά υψηλότερη 34,703 mg/L σε σχέση µε την συγκέντρωση των οίνων από τα φυτά µάρτυρες 27,826 mg/L. Ωστόσο µεταξύ τους τα δείγµατα δεν παρουσίασαν στατιστική διαφορά (p value=0,136.) Οι υπόλοιπες ανθοκυάνες υπολείπονται σε συγκέντρωση αλλά  κάθε µία έχει τη δική της συνεισφορά στο χρώµα των οίνων. Στα γραφήµατα 41-50 φαίνονται οι συγκεντρώσεις των υπόλοιπων ανθοκυανών των οίνων. 0153045 CO 1 CO 2 CO 3 LR 1 LR 2 LR 3Μαλβιδίνη (mg/L)



70    Γραφήµατα 41, 42: Μέτρηση συγκέντρωσης δελφινιδίνης (mg/L ΜΕ) στους οίνους από κάθε πειραµατική µονάδα (Γράφηµα 41). Μέσοι όροι της συγκέντρωσης της δελφινιδίνης (mg/L ΜΕ) στους παραγόµενους οίνους από φυτά µάρτυρες (CO) και ξεφυλλισµένα φυτά (LR) (Γράφηµα 42). Τιµές µε διαφορετικά γράµµατα (a,b) είναι σηµαντικά διαφορετικές. Το ξεφύλλισµα φαίνεται πως επηρέασε σε µεγάλο βαθµό την συγκέντρωση του µονογλυκοζίτη της ∆ελφινιδίνης. Στην διαδικασία ανίχνευσης µέσω της υγρής χρωµατογραφίας σε όλες τις επαναλήψεις των οίνων από τα φυτά µάρτυρες δεν ανιχνεύτηκε συγκέντρωση του µονογλυκοζίτη της ∆ελφινιδίνης. Από την άλλη στους οίνους από τα φυτά που είχαν υποστεί ξεφύλλισµα η µέση τιµή ήταν 0,329 mg/L. Ο µονογλυκοζίτης της ∆ελφινιδίνης ήταν ανιχνεύσιµος σε όλες τις πειραµατικές µονάδες που είχαν υποστεί ξεφύλλισµα σε αντίθεση µε τα φυτά µάρτυρες. Αυτή η διαφορά είναι στατιστικά σηµαντική p value= 0,05 και εποµένως φαίνεται ότι το ξεφύλλισµα επηρέασε σηµαντικά την συγκέντρωση ∆ελφινιδίνης.    Γραφήµατα 43, 44: Μέτρηση συγκέντρωσης παιονιδίνης (mg/L ΜΕ) στους οίνους από κάθε πειραµατική µονάδα (Γράφηµα 43). Μέσοι όροι της συγκέντρωσης της δελφινιδίνης (mg/L ΜΕ) στους παραγόµενους οίνους από φυτά µάρτυρες (CO) και ξεφυλλισµένα φυτά (LR) (Γράφηµα 44). Τιµές µε διαφορετικά γράµµατα (a,b) είναι σηµαντικά διαφορετικές.  00,20,40,60,8 CO 1 CO 2 CO 3 LR 1 LR 2 LR 3Δελφινιδίνη (mg/L ME)00,511,52 CO 1 CO 2 CO 3 LR 1 LR 2 LR 3Παιονιδίνη (mg/L ME)



71   Η εφαρµογή του ξεφυλλίσµατος επηρέασε αρνητικά την συγκέντρωση της παιονιδίνης καθώς, όπως παρατηρούµε στο Γράφηµα 43, οι πειραµατικές µονάδες των φυτών µάρτυρες παρουσιάζουν υψηλότερες συγκεντρώσεις παιονιδίνης σε σύγκριση µε τις συγκεντρώσεις των ξεφυλλισµένων φυτών. Οι διαφορές στις συγκεντρώσεις παρατηρούνται και στο Γράφηµα 44 µε την έκφραση των µέσων όρων. Η µέση τιµή της συγκέντρωσης Παιονιδίνης σε ισοδύναµα Μαλβιδίνης για τους οίνους των φυτών χωρίς ξεφύλλισµα ήταν 1,36 mg/L ενώ για τους οίνους από τα φυτά µε ξεφύλλισµα η µέση τιµή ήταν 1,15 mg/L. Παρότι η διαφορά µεταξύ των µέσων όρων είναι αρκετά µεγάλη κατά την στατιστική ανάλυση δεν παρουσιάστηκε σηµαντική διαφορά µεταξύ των δειγµάτων (p value=0,484).  Γραφήµατα 45, 46: Μέτρηση συγκέντρωσης πετουνιδίνης (mg/L ΜΕ) στους οίνους από κάθε πειραµατική µονάδα (Γράφηµα 45). Μέσοι όροι της συγκέντρωσης της πετουνιδίνης (mg/L ΜΕ) στους παραγόµενους οίνους από φυτά µάρτυρες (CO) και ξεφυλλισµένα φυτά (LR) (Γράφηµα 46). Τιµές µε διαφορετικά γράµµατα (a,b) είναι σηµαντικά διαφορετικές. Η συγκέντρωση της Πετουνιδίνης αυξήθηκε σηµαντικά µε την εφαρµογή του ξεφυλλίσµατος στα σταφύλια. Όπως µπορούµε να παρατηρήσουµε στο Γράφηµα 45 οι τιµές των συγκεντρώσεων για τα φυτά που έχουν υποστεί ξεφύλλισµα είναι µεγαλύτερες από αυτές των φυτών µάρτυρες. Η διαφορά στις συγκεντρώσεις στο Γράφηµα 46, όπου παρουσιάζονται οι µέσοι όροι των πειραµατικών µονάδων είναι στατιστικά σηµαντική (p value=0,037). Η µέση τιµή της συγκέντρωσης της Πετουνιδίνης για τα φυτά που είχαν υποστεί ξεφύλλισµα ήταν 1,17 mg/L σε αντίθεση µε την συγκέντρωση της Πετουνιδίνης για τα φυτά µάρτυρες όπου είχαν µέση τιµή 0,74 mg/L.    00,20,40,60,811,21,41,6 CO 1 CO 2 CO 3 LR 1 LR 2 LR 3Πετουνιδίνη (mg/L)



72    Γραφήµατα 47, 48: Μέτρηση συγκέντρωσης του κουµαρικού εστέρα της µαλβιδίνης (mg/L ΜΕ) στους οίνους από κάθε πειραµατική µονάδα (Γράφηµα 47). Μέσοι όροι της συγκέντρωσης του κουµαρικού εστέρα της µαλβιδίνης (mg/L ΜΕ) στους παραγόµενους οίνους από φυτά µάρτυρες (CO) και ξεφυλλισµένα φυτά (LR) (Γράφηµα 48). Τιµές µε διαφορετικά γράµµατα (a,b) είναι σηµαντικά διαφορετικές.   Γραφήµατα 49, 50: Μέτρηση συγκέντρωσης του οξικού εστέρα της µαλβιδίνης (mg/L ΜΕ) στους οίνους από κάθε πειραµατική µονάδα (Γράφηµα 49). Μέσοι όροι της συγκέντρωσης του οξικού εστέρα της µαλβιδίνης (mg/L ΜΕ) στους παραγόµενους οίνους από φυτά µάρτυρες (CO) και ξεφυλλισµένα φυτά (LR) (Γράφηµα 50). Τιµές µε διαφορετικά γράµµατα (a,b) είναι σηµαντικά διαφορετικές. Ως προς την συγκέντρωση του κουµαρικού και του οξικού εστέρα της Μαλβιδίνης το µοτίβο είναι παρόµοιο και στις δύο περιπτώσεις (γραφήµατα 48-50). Ανά πειραµατικές µονάδες οι τιµές των συγκεντρώσεων τόσο για τον κουµαρικό όσο και για τον οξικό εστέρα της µαλβιδίνης δεν παρουσιάζουν µεγάλες αποκλίσεις. Πιο συγκεκριµένα για την συγκέντρωση του κουµαρικού εστέρα η µέση τιµή στους οίνους από φυτά µάρτυρες ήταν 4,157 mg/L και στους οίνους από ξεφυλλισµένα φυτά 4,641 mg/L. Αντίστοιχα για τον  οξικό εστέρα η µέση τιµή στους οίνους από φυτά µάρτυρες ήταν 5,426 mg/L και στους οίνους από ξεφυλλισµένα φυτά ήταν 6,201 mg/L. Και στις δύο περιπτώσεις (Γραφήµατα 48 και 50)  υπήρχε αύξηση της συγκέντρωσης των µονογλυκοζιτών ωστόσο σε καµία από τις δύο περιπτώσεις δεν παρατηρήθηκε στατιστικά σηµαντική διαφορά µε τις τιµές των p value να είναι για τον κουµαρικό εστέρα p value= 0,477.   0246 CO 1 CO 2 CO 3 LR 1 LR 2 LR 3Κουμαρικός εστέρας (mg/L)02468 CO 1 CO 2 CO 3 LR 1 LR 2 LR 3Οξικός εστέρας (mg/L)



73  3.5.5 Τανίνες οίνων   Οι τανίνες είναι τα φαινολικά συστατικά των οίνων τα οποία κυρίως ευθύνονται για την αίσθηση της στυπτικότητας αλλά και για την εξέλιξη του οργανοληπτικού χαρακτήρα των οίνων κατά την παλαίωση µέσα από διαδικασίες πολυµερισµού και οξείδωσης. Οι µέθοδοι προσδιορισµού τους βασίζονται στην συµπλοκοποίησή τους µε διάφορα πολυµερή. Οι τανίνες που συµπλοκοποιούνται µε αλβουµίνη συσχετίζονται µε την αίσθηση της στυπτικότητας (Harbertson, 2002) ενώ αυτές που συµπλοκοποιούνται µε µεθυλοκυτταρίνη δίνουν καλύτερη εικόνα των ολικών τανινών (Sarneckis, 2006)       Γραφήµατα 51, 52: Μέτρηση συγκέντρωσης των τανινών BSA (mg/L CE) στους οίνους από κάθε πειραµατική µονάδα (Γράφηµα 51). Μέσοι όροι της συγκέντρωσης των ταννινών BSA (mg/L CΕ) στους παραγόµενους οίνους από φυτά µάρτυρες (CO) και ξεφυλλισµένα φυτά (LR) (Γράφηµα 51). Τιµές µε διαφορετικά γράµµατα (a,b) είναι σηµαντικά διαφορετικές. Στα γραφήµατα 51 και 52 φαίνονται οι συγκεντρώσεις των τανινών που προσδιορίστηκαν µε τη µέθοδο Harbertson (BSA) σε ισοδύναµα κατεχίνης. Παρατηρούµε ότι οι τανίνες ανά πειραµατική µονάδα παρουσίασαν µεγάλη παραλλακτικότητα, µε τις τιµές των οίνων από τα φυτά µάρτυρες να είναι γενικά υψηλότερες. Σε ότι αφορά τους µέσους όρους (γράφηµα 52) η συγκέντρωση των τανινών στους οίνους από τα φυτά µάρτυρες ήταν µικρότερη (196,7 mg/L κατεχίνης) ενώ στους οίνους από τα φυτά που είχαν υποστεί ξεφύλλισµα η συγκέντρωση των τανινών ήταν 218,8 mg/L. Φαίνεται ότι το ξεφύλλισµα ενίσχυσε την ανάπτυξη των τανινών BSA, χωρίς ωστόσο να παρουσιάζουν µεταξύ τους στατιστική διαφορά p value= 0,565.   Ακολούθως, οι τανίνες που συµπλοκοποιήθηκαν µε µεθυλοκυτταρίνη (MCP) φαίνονται στα γραφήµατα 53 και 54.   0100200300 CO 1 CO 2 CO 3 LR 1 LR 2 LR 3Συγκέντρωση τανινών



74    Γραφήµατα 53, 54: Μέτρηση συγκέντρωσης των τανινών µε την χρήση MCP (mg/L CE) στους οίνους από κάθε πειραµατική µονάδα (Γράφηµα 53). Μέσοι όροι της συγκέντρωσης των τανινών µε την χρήση MCP (mg/L CΕ) στους παραγόµενους οίνους από φυτά µάρτυρες (CO) και ξεφυλλισµένα φυτά (LR) (Γράφηµα 54). Τιµές µε διαφορετικά γράµµατα (a,b) είναι σηµαντικά διαφορετικές. Στο Γράφηµα 53 µπορούµε να παρατηρήσουµε την συγκέντρωση τανινών MCP σε ισοδύναµα κατεχίνης ανά πειραµατική µονάδα. Παρατηρούµε ότι οι πειραµατικές µονάδες CO 3, LR 2 έχουν ιδιαίτερα χαµηλές τιµές σε σχέση µε τις υπόλοιπες πειραµατικές µονάδες. Οι υπόλοιπες συγκεντρώσεις είναι πολύ κοντά στις τιµές ωστόσο στα ξεφυλλισµένα φυτά υπάρχει αύξηση της συγκέντρωσης. Η αύξηση αυτή παρατηρείται και µε τον υπολογισµό των µέσων όρων των πειραµατικών µονάδων όπως φαίνεται στο Γράφηµα 54. Για την ακρίβεια η µέση τιµή των τανινών από τους οίνους των φυτών χωρίς ξεφύλλισµα είχε µέσο όρο 1627 mg/L ενώ οι οίνοι από τα φυτά που είχαν υποστεί ξεφύλλισµα είχαν µέσο όρο 1910  mg/L. Οι τιµές µεταξύ τους δεν παρουσίασαν στατιστικές διαφορές p value=0,725.  Η αύξηση αυτή δεν παρουσιάζει στατιστική διαφορά στα δείγµατα όµως συµφωνεί µε την βιβλιογραφία ότι το ξεφύλλισµα επηρεάζει την αύξηση των τανινών.   3.6 Οργανοληπτικός έλεγχος   Είναι πολύ σηµαντικό να εξεταστούν οι επιδράσεις του ξεφυλλίσµατος στους παραγόµενους οίνους όχι µόνο ως προς την σύσταση τους, αλλά και ως προς το οργανοληπτικό τους προφίλ. Σκοπός ήταν να καταλάβουµε την επίδραση κάποιας διαφοράς στην σύσταση των οίνων σε επίπεδο αναλύσεων αλλά και να διαπιστώσουµε τον βαθµό επίδρασης στο οργανοληπτικό προφίλ του τελικού προϊόντος. Στα αραχνογράµµατα που ακολουθούν φαίνονται οι βαθµολογίες που έλαβαν οι πειραµατικοί οίνοι κατά την οργανοληπτική αξιολόγηση από εκπαιδευµένο πάνελ δοκιµαστών, 55-57 για τους οίνους από σταφύλια χωρίς ξεφύλλισµα και 58-60 για τους οίνους από τα σταφύλια της επέµβασης (ξεφύλλισµα) ανά πειραµατική µονάδα.   05001000150020002500 CO 1 CO 2 CO 3 LR 1 LR 2 LR 3Συγκέντρωση τανινών



75          Γράφηµα 55,56,57: ∆ιαγράµµατα οργανοληπτικών χαρακτηριστικών οίνων από φυτά που δεν έχουν υποστεί ξεφύλλισµα (CO).   00,511,522,53Ένταση χρώματος ΑπόχρωσηΈνταση αρώματος Κόκκινα φρούταΦράουλαΑποξηραμένα φρούτα ΆνθηΟξύτηταΣτυπτικότητα Συνολική ποιότητα CO 1 01234Ένταση χρώματος ΑπόχρωσηΈνταση αρώματος Κόκκινα φρούταΦράουλαΑποξηραμένα φρούτα ΆνθηΟξύτηταΣτυπτικότητα Συνολική ποιότητα CO 200,511,522,53Ένταση χρώματος ΑπόχρωσηΈνταση αρώματος Κόκκινα φρούταΦράουλαΑποξηραμένα φρούτα ΆνθηΟξύτηταΣτυπτικότητα Συνολική ποιότητα CO 3



76      Γράφηµα 58,59,60: ∆ιαγράµµατα οργανοληπτικών χαρακτηριστικών οίνων από φυτά που έχουν υποστεί ξεφύλλισµα (LR).  Η γευσιγνωσία έγινε από εκπαιδευµένο πάνελ 10 ατόµων και δοκιµάστηκαν οι οίνοι από κάθε πειραµατική µονάδα που οινοποιήθηκε ξεχωριστά. Κατά τον οργανοληπτικό έλεγχο αξιολογήθηκαν σε κλίµακα από 1 έως 5, το χρώµα των οίνων ως προς την ένταση και την απόχρωση του, αξιολογήθηκε η αρωµατική ένταση καθώς και τα επικρατέστερα αρώµατα των οίνων (άρωµα κόκκινων φρούτων, άρωµα φράουλας, άρωµα αποξηραµένων φρούτων, άρωµα ανθέων), ενώ ακόµη αξιολογήθηκε η οξύτητα και η στυπτικότητα των οίνων καθώς και η συνολική ποιότητα των οίνων. Παρατηρούµε ότι οι οίνοι έχουν µικρές διαφορές µεταξύ τους ακόµη και µεταξύ των πειραµατικών µονάδων. Στο γράφηµα 61 φαίνεται η βαθµολόγηση των οίνων κατά µέσο όρο. 01234Ένταση χρώματος ΑπόχρωσηΈνταση αρώματος Κόκκινα φρούταΦράουλαΑποξηραμένα φρούτα ΆνθηΟξύτηταΣτυπτικότητα Συνολική ποιότητα LR 1 0123Ένταση χρώματος ΑπόχρωσηΈνταση αρώματος Κόκκινα φρούταΦράουλαΑποξηραμένα φρούτα ΆνθηΟξύτηταΣτυπτικότητα Συνολική ποιότητα LR 201234Ένταση χρώματος ΑπόχρωσηΈνταση αρώματος Κόκκινα φρούταΦράουλαΑποξηραμένα φρούτα ΆνθηΟξύτηταΣτυπτικότητα Συνολική ποιότητα LR 3



77   Όπως µπορούµε να διαπιστώσουµε παρατηρώντας τα γραφήµατα, η διαφορά της έντασης και της απόχρωσης του χρώµατος που εντοπίστηκε µε την µέτρηση της απορρόφησης µε την χρήση φωτόµετρου, ήταν αισθητή και από τους γευσιγνώστες µεταξύ των οίνων. Ως προς την αρωµατική ένταση και το σύνολο των αρωµάτων, οι οίνοι από τα ξεφυλλισµένα φυτά παρουσίασαν υψηλότερη βαθµολογία τόσο σε επίπεδο πειραµατικής µονάδας όσο και σε επίπεδο µέσου όρου, για την αρωµατική ένταση ενώ έδειξε να επικρατεί περισσότερο το άρωµα των αποξηραµένων φρούτων. Οι οίνοι από τα ξεφυλλισµένα φυτά κρίθηκαν ότι είχαν υψηλότερη οξύτητα από τους οίνους των φυτών χωρίς ξεφύλλισµα παρότι η οξύτητα κατά τις αναλύσεις δεν παρουσίασε σχετικές διαφορές. Τέλος στην αξιολόγηση της συνολικής ποιότητας των οίνων οι µέσες τιµές των γευσιγνωστών ήταν πολύ κοντά µεταξύ τους, οι οίνοι από τα φυτά µάρτυρες ήταν ελαφρώς υψηλότερη LR=2,73/5 και CO=2,86/5. Σε καµία βαθµολογία δεν παρατηρήθηκε ωστόσο κάποια στατιστική διαφορά.     Γράφηµα 61: Μέσες τιµές των οργανοληπτικών χαρακτηριστικών των πειραµατικών µονάδων µε βάση την εφαρµογή ξεφυλλίσµατος (LR) ή όχι (CO).    



78  5. Συμπεράσματα  Το ξεφύλλισµα στην ποικιλία Ληµνιό µετά το στάδιο της καρπόδεσης δεν επηρέασε σηµαντικά τα χαρακτηριστικά των σταφυλιών  ως προς το µέγεθος των σταφυλών (Γράφηµα 1,2), το πάχος των ραγών (Γράφηµα 3), το βάρος της ράγας (Γράφηµα 6) ή το βάρος των φλοιών (Γράφηµα 11) και τον αριθµό των γιγάρτων (Γράφηµα 15). Ωστόσο η αφαίρεση των φύλλων παρουσίασε στατιστικά σηµαντική διαφορά στο µήκος βότρυ των σταφυλιών (Γράφηµα 5). Επίσης, ενώ φαίνεται ότι τα φυτά που είχαν υποστεί ξεφύλλισµα παρουσίασαν µεγαλύτερη παραγωγή ανά πρέµνο αυτό δεν είναι στατιστικά σηµαντικό (Γράφηµα 17). Σχετικά µε το σύνολο των ολικών ανθοκυανών στα σταφύλια, τα σταφύλια που προέρχονταν από τα ξεφυλλισµένα φυτά είχαν µεγαλύτερη συγκέντρωση ολικών ανθοκυανών (Γράφηµα 19), ωστόσο όπως φαίνεται στο Γράφηµα 22, οι ολικές ανθοκυάνες των σταφυλιών από τα συγκεκριµένα φυτά ήταν λιγότερο εύκολα εκχυλίσιµες.   Στους οίνους και στις βασικές αναλύσεις το ξεφύλλισµα δεν εµφάνισε στατιστικές διαφορές (Πίνακας 2). Ως προς τα χρωµατικά χαρακτηριστικά των οίνων υπήρχε αύξηση τόσο στην ένταση (Γράφηµα 29) όσο και στην απόχρωση (Γράφηµα 31) των οίνων που προέρχονταν από τα φυτά που είχαν υποστεί ξεφύλλισµα χωρίς ωστόσο αυτό να παρουσιάζει στατιστική διαφορά. Ως προς το ∆είκτη Φαινολικών Ουσιών παρουσιάστηκε µείωση στους οίνους από τα ξεφυλλισµένα φυτά (Γράφηµα 33), η οποία επιβεβαιώθηκε και µε την µέθοδο Folin –Ciocalteu (Γράφηµα 35) χωρίς ωστόσο να παρουσιάζεται στατιστική διαφορά και στις δύο περιπτώσεις.  Το ξεφύλλισµα έδειξε να επηρεάζει θετικά το σύνολο των ολικών ανθοκυανών το οποίο σε γενικές γραµµές ήταν χαµηλό λόγω των χαρακτηριστικών της ποικιλίας, ωστόσο κατά τον προσδιορισµό των ανθοκυανών µε την χρήση υγρής χρωµατογραφίας υψηλής απόδοσης (HPLC) το σύνολο των ανθοκυανών στους οίνους από ξεφυλλισµένα φυτά ήταν µεγαλύτερο για όλους τους µονογλυκοζίτες εκτός από τον µονογλυκοζίτη της Παιονιδίνης, ενώ στατιστικά σηµαντική ήταν η διαφορά που παρουσιάστηκε στην ανίχνευση του µονογλυκοζίτη της ∆ελφινιδίνης (Γράφηµα 41) και στο µονογλυκοζίτη της Πετουνιδίνης (Γράφηµα 45). Αξίζει να σηµειωθεί πως το ξεφύλλισµα σε αντίστοιχα πειράµατα που έγιναν στην ποικιλία Αγιωργίτικο έδειξε να επιδρά αρνητικά στο σύνολο των ανθοκυανών αυξάνοντας µόνο των µονογλυκοζίτη της Μαλβιδίνης και µειώνοντας τους υπόλοιπους µονογλυκοζίτες (Petropoulos, 2011). Ως προς τις τανίνες, κατά τον προσδιορισµό των τανινών µε την µέθοδο MCP, το ξεφύλλισµα έδειξε ότι επηρέασε το σύνολο των τανινών, καθώς οι συγκεκριµένοι οίνοι είχαν υψηλότερη συγκέντρωση τανινών χωρίς ωστόσο να παρουσιάζουν στατιστικά σηµαντική διαφορά (Γράφηµα 53). Το ίδιο παρουσιάστηκε και κατά τον προσδιορισµό των τανινών µε την µέθοδο BSA για το δείκτη στυπτικότητας των οίνων.  



79  Ο οργανοληπτικός έλεγχος (Γράφηµα 61) που πραγµατοποιήθηκε στους οίνους από το εκπαιδευµένο πάνελ, επιβεβαίωσε ότι η ένταση και η απόχρωση των οίνων από τα ξεφυλλισµένα φυτά ήταν µεγαλύτερη χωρίς όµως να παρουσιάζει στατιστική διαφορά. Επίσης κατά την αξιολόγηση των αρωµατικών χαρακτηριστικών των οίνων, η αρωµατική ένταση στους οίνους από τα ξεφυλλισµένα φυτά ήταν µεγαλύτερη καθώς και τα αρώµατα φράουλας, αποξηραµένων φρούτων και τα αρώµατα ανθέων ήταν εντονότερα σε σχέση µε τους οίνους από τα φυτά που δεν είχαν υποστεί ξεφύλλισµα. Οι οίνοι που είχαν υποστεί ξεφύλλισµα επίσης αξιολογήθηκαν µε µεγαλύτερη οξύτητα από τους γευσιγνώστες, ενώ ως προς την στυπτικότητα δεν υπήρχαν διαφορές παρότι στις αναλύσεις οι συγκεκριµένοι οίνοι παρουσίασαν υψηλότερη στυπτικότητα. Τέλος ως προς την συνολική ποιότητα των οίνων κατά τον οργανοληπτικό έλεγχο, παρότι δεν υπήρχαν στατιστικές διαφορές οι οίνοι που δεν είχαν υποστεί ξεφύλλισµα συγκέντρωσαν ελαφρώς υψηλότερη βαθµολογία. Συµπερασµατικά η εφαρµογή του εντατικού ξεφυλλίσµατος στους αµπελώνες της ποικιλίας Ληµνιό στην περιοχή της Επανοµής µετά το στάδιο της καρπόδεσης, έχει µικρή επίδραση τόσο στα χαρακτηριστικά των παραγόµενων σταφυλιών όσο και στην συνολική φυσικοχηµική σύσταση των παραγόµενων οίνων. Για την περιοχή της Επανοµής και την ποικιλία Ληµνιό, το εντατικό ξεφύλλισµα κατά το στάδιο της πράσινης ράγας δεν επηρέασε τα χαρακτηριστικά των σταφυλιών, ούτε επηρέασε το σύνολο των ανθοκυανών στους παραγόµενους οίνους µε στατιστικά σηµαντική διαφορά. Ως προς τα οργανοληπτικά χαρακτηριστικά το ξεφύλλισµα δεν επηρέασε τα χρωµατικά χαρακτηριστικά και την αρωµατική ένταση των οίνων.  Εποµένως αποδείχθηκε ότι η αύξηση της έκθεσης των σταφυλιών στην ηλιακή ακτινοβολία δεν είναι πάντοτε ευεργετική για όλες τις ποικιλίες και οι επιρροές που επιφέρει στα παραγόµενα σταφύλια και τους παραγόµενους οίνους λόγω των δεδοµένων καιρικών συνθηκών που επικρατούσαν την συγκεκριµένη καλλιεργητική περίοδο, ή πιθανόν λόγω των  χαρακτηριστικών της ποικιλίας ή των χαρακτηριστικών της συγκεκριµένης περιοχής, η εφαρµογή του ξεφυλλίσµατος να µην είναι τόσο αποτελεσµατική.    
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