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1. Cel kontroli FJM

Podjecie decyzji o zakonczeniu fermentaciji jabtkowo mlekowej jest
istotne z uwagi na tworzenie sie w winie, w korncowej fazie tej fermentaciji,
produktéw niepozgdanych. Wzrasta wtedy stezenie kwasu octowy, ale
tworzy sie tez kwas propionowy i mastowy. Wszystkie te kwasy dajg sie z
wina oddestylowac, w okreslonych warunkach, stgd nazwa kwasowosc¢
lotna. Dla uproszczenia kwasowos$¢ lotng przelicza sie na kwas octowy.
Wartos¢ kwasowosci lotnej, w koncowej fazie FJM szybko wzrasta.
Nadmierne ilosci kwasu octowego dajg wyczuwalny zapach octu, co jest
jest wadg wina. Za normalny poziom kwasowosci lotnej w winach biatych
uznaje sie ilos¢ <0,7 g/l i < 0,9 g/l w winach czerwonych. Wino o
zawartosci kwasu octowego powyzej 1,08 g/l nie moze byc¢ kierowane do
sprzedazy. Roéznica jest niewielka, ale dla jakosci wina istotna.

2. FJM

Reakcjg pozadang przy FJM jest przejscie kwasu L-jabtkowego w
L- mlekowy z wydzieleniem dwutlenku wegla. Wyglada to nastepujgco:

COOH-HOCH-CH-COOH ->COOH-HOCH-CH3 + CO2

Zatem w miejsce kwasu jabtkowego zawierajgcego dwie grupy kwasowe
-COOH powstaje w rownowaznej ilosci kwas mlekowy z jedng grupg
kwasowg. Wptywa to na zmniejszenie kwasowosci ogolne;j
(miareczkowej) i jest wyczuwalne w postaci tagodniejszego smaku wina.

Reakcjami niepozgdanymi sg rekcje w wyniku ktorych wzrasta
kwasowos¢ lotna.

Zmiany gtownych parametréw wina w trakcie catego procesu
fermentaciji przedstawione sg na wykresach:
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3. Kontrola organoleptyczna

Ocena smaku: ,doswiadczony winiarz po prosu probuje wino. Gdy
smak wyraznie tagodnieje, nalezy zla¢ wino znad osadu drozdzowego.
...gdy moszcz byt mato kwasny nalezy wczesnie przerwac¢ fermentacje
jabtkowo-mlekowa.”

Obserwacja wzrokowa: w szklanych zbiornikach fermentacyjnych,
w trakcie FJM mozna zauwazy¢ petzajgce ku gérze drobne pecherzyki
gazowego CO2, ktére rozpryskujg sie nad powierzchnig wina. W ten
sposob wizualnie stwierdzamy trwajgcg FJM. Niestety wydzielanie CO2
towarzyszy réwniez innym reakcjom. np. tworzeniu alkoholi.

Zapach wina zmienia sie podczas FJM — zanikajg aromaty
owocowe i tworzg sie nuty malolaktyczne. Jesli pojawia sie zapach
kwasu octowego, to Swiadczy o zbyt dlugo prowadzonej FJM. Ta juz jest
wada wina nie do usuniecia.

Metody organoleptyczne sg niewatpliwie najprostszymi i
najstarszymi metodami badania wina. Majg jednak znaczne ograniczenia
wynikajgce miedzy innymi z wrazliwosci zmystéw i doswiadczenia, w
zwigzku nie dajg gwarancji prawidtowej oceny FJM.

W zwigzku z tym metody organoleptyczne nie powinny by¢
jedynym sposobem oceny przebiegu FJM, a raczej powinny stanowi¢
uzupetnienie metod ilosciowych.

4. Monitorowanie kwasowosci ogolnej i
lotnej

Systematyczne pomiary kwasowosci ogolnej w trakcie FJM sg
tatwe do wykonania i nawet w amatorskich warunkach uzyskuje sie
wystarczajgcg doktadnosc. Tym niemniej dodatkowym problemem przy
tych pomiarach, w odréznieniu od pomiarow kwasowosci ogoélne;j
moszczu jest obecnos¢ rozpuszczonego CO2, ktory zawyza wynik
pomiaru.



Znacznie wiekszym problemem jest pomiar kwasowosci lotnej,
gdyz wymagane jest posiadanie instalacji do destylacji z parg wodng, w
ktorej oddziela sie z wina kwasy lotne. Wyodrebnione z wina kwasy
oznacza sie nastepnie analogiczng metodg jak przy okreslaniu
kwasowosci ogolnej, tj. przez miareczkowanie NaOH. Otrzymany wynik
przelicza sie na kwas octowy.

Wykonywane, przyktadowo raz dziennie, po zainicjowaniu FJM,
oba pomiary pozwalajg uzyskanie danych umozliwiajgcych wykreslenie
krzywych 3 i 4 przedstawionych na wykresie 1. W koncowym okresie FJM
wystepuje szybka zmiana obu parametrow. Prowadzgc takie pomiary
uzyskuje sie wazng informacje o zblizaniu sie do granicznej wartosci
kwasowosci lotnej tj. 1,08 g/l.

To postepowanie zostato opracowane jako jedno z pierwszych
stuzgcych do kontrolowania FJM.

Klasyczna, laboratoryjna, instalacja do destylacji z parg wodng
opisana w podrecznikach analizy zywnosci wyglgda nastepujgco:
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R¥s. 8-24, Zestaw do desivlacii kwasow lotnyceh z parg wedna
1 — kolbz destvlaeyina o pojernnesgc! 500 ¢n® 0 7 — kolba stozkowas ¢ pojemnosch 250 cm?

3 — kolba destvlacevina o poiemuoodel 606 cni f o owytwornica pavyl, 4 — chilodnica, 5 —
Sedlegmeer



Destylacja z parg wodng pozwala wydzieli¢ z wina kwasy uznane
za lotne, ale majgce stosunkowo wysokie temperatury wrzenia. Octowy
118, propionowy 141, a mastowy 163 stopni Celsjusza. Z uwagi na tak
wysokie temperatury nie ma mozliwosci zastgpienia destylacji z parg
wodng destylacjg prosts.

Jednoczesne sledzenie spadku kwasowosci ogolnej i wzrostu
kwasowosci lotnej jest metodg niewatpliwie precyzyjng, bo pozwalajgcg
na bezpieczne okreslenie konca FJM. Jednoczesnie otrzymuje sie
doktadng informacje o zblizaniu sie do niebezpiecznego poziomu
kwasowosci lotnej. Metoda ta jest jednak stosunkowo pracochtonna i
wymaga zestawienia odpowiedniej aparatury laboratoryjnej. Stad
ograniczona przydatnosc tej metody w matym gospodarstwie winiarskim.

5. Oznaczanie kwasu jabtkowego

Z wykresu 2 wynika, ze systematyczne oznaczanie kwasu
jabtkowego w trakcie FJM moze by¢ uznane za wygodny sposéb
okreslenia konca FJM. Bada sie tylko jeden parametr — stezenie kwasu
jabtkowego. Gdy stezenie to zblizy sie do zera przerywamy fermentacje i
w ten sposob zabezpieczamy sie przed przyspieszonym powstawaniem
produktow niepozgdanych, w szczegdlnosci kwasu octowego.

Niestety oznaczanie kwasu jabtkowego w winie tj. w mieszaninie
innych podobnych kwasoéw nie jest proste.

Metody analityczne oznaczania kwasu jabtkowego zostaty opisane
w Rozporzgdzeniu Komisji (EWG) okreslajgcym wspolnotowe metody
analityczne. Kwas jabtkowy obecny w badanym winie poddaje sie
skomplikowanym reakcjom chemicznym lub biochemicznym w wyniku
ktorych powstajg zwigzki barwne. Nastepnie mierzy sie intensywnosci ich
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barwy przez pomiar absorbancji badanej probki w stosunku do prébki
odniesienia w spektrofotometrze przy Scisle okreslonej dtugosci fali
Swiatta. Uzyskuje sie przy tym bardzo doktadne wyniki pomiaréw.

Nalezy uznac, ze te metody sg zbyt skomplikowane by moc je
stosowac w praktyce winiarza amatora.

Testy paskowe

Testy paskowe stosowane w winiarstwie stuzg, do pomiaru tylko jednego
parametru. Badanie przeprowadza sie wg instrukcji producenta. Wynik
odczytuje sie przez poréwnanie zabarwienia paska z dotgczong skalg
barw.

- Test na kwas mlekowy — rozpoczecie FJM

- Test na kwas jabtkowy - zakonczenie FJM

Chromatografia bibutowa

Jest to metoda jakosciowa. Nie daje wyniku ilosciowego tylko odpowiada
na pytanie, czy dany kwas jest w winie.
Kompletny zestaw do przeprowadzenia chromatografii bibutowej zawiera:

Roztwor rozwijajgcy
20 arkuszy bibuty chromatograficznej
200 kapilar

4 wzorce:imitujgce kwasy winowy, jabtkowy, mlekowy i kwas cytrynowy
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Roztwér rozwijajacy

Stosujemy jeden z dwoch roztworow rozwijajgcych (okreslanych rowniez
jako mieszanina rozwijajgca) otrzymanych z nastepujgcych skfadnikow:

1. roztwor 1 g/l btekitu bromofenolowego w n-butanolu — 50 ml
50 % roztwér kwasu octowego — 25 ml

2. n-butanol 33 ml
woda destylowana — 33 ml
kwas mréwkowy 3,6 ml
Roztwér 1 % zieleni bromokrezolowej — 5 ml

Uwaga:

Niektére sktadniki wchodzgce w sktad obu roztworéw majg
wiasnosci zrgce i/ub szkodliwe. W zwigzku z tym nalezy zachowac
ostroznosc, chroni¢ przed dzieCmi, w pracy z nimi stosowac¢ ochrony
indywidualne — okulary i rekawice. Po zakonczeniu chromatografii reszte
roztworu zla¢ do szczelnie zamykanego pojemnika, stosowane naczynia
dobrze umy¢ duzg iloscig wody, a pomieszczenie pracy przewietrzyc.

Materiaty i urzgdzenia

Polecana jest bibuta Whatman®. Wielkos¢ arkusza zalezy od
rozmiaréw komory chromatograficznej (wysokosci posiadanego stoja oraz
Srednicy jego otworu).

Komora rozwijajgca w postaci wysokiego stoja Weck,a (o
pojemnosci 1, 7 I) pozwala zmies$ci¢ zwinietg w rulon, bibute o
maksymalnej wysokos$ci 17 cm oraz dtugosci ok. 20 cm.

Stosowanie arkusza bibuty o wysokosci ponizej 14 cm wigze sie z
ryzykiem nie petnego rozwiniecia chromatogramu. Objawia sie to tym, ze
na tak krotkiej drodze kolorowe plamy na bibule utworzone przez
poszczegolne kwasy wystepujgce w winie mogg sie zlewaé, co zmniejsza
czytelnos¢ chromatogramu.

W zwigzku z tym nalezy przycig¢ bibute do rozmiarow
odpowiednich do posiadanej komory chromatograficzne;.
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Do dozowania probek wina na bibute najlepiej nadaje sie pipeta
automatyczna zapewniajgca zawsze nanoszenie kropli o statej objetosci
np. 5 mikrolitrow. Po nabraniu wprawy dobre wyniki mozna uzyskac
stosujgc jednorazowe kapilarki szklane.

Bardzo pomocny jest wzorzec, ktory naniesiony na bibute, na
jedno z miejsc na linii startowych utatwia znaczgco odczyt
chromatogramu.

Przygotowanie bibuty

20 mm
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Nanoszenie kropli na bibute
Koncowke kapilarki szklanej z winem nalezy przytozy¢ do wybranego
miejsca na linii startowej bibuty chromatograficznej i przytrzymac w tej
pozycji az do utworzenia sie na bibule plamki o wymaganym rozmiarze.

Kapilarka szklana

Stupek
wina w
pilarce

bibuta I plarn{

Na wybranym miejscu na linii startowej umiescic¢ krople
odpowiedniego wina i utworzy¢ plamke o srednicy ok 8 mm, ale nie
wiecej niz 10 mm

Wysuszy¢ plamke (suszarkg do wtoséw)

Powtérzyc€ jeszcze dwukrotnie naktadanie kropli tego samego wina
w to samo co poprzednio miejsce na linii startowej, w wyzej podany
sposéb



13

Przyktad nanoszenie kropel na linie startowa:
miejsce startowe 1: 3 x Regent

miejsce startowe 2: 3 x Rondo 1

miejsce startowe 3: 3 x Rondo 2

miejsce startowe 4: 3 x Rondo 3

miejsce startowe 5: 3 x Leon Millot

miejsce startowe 6: 3 x Heridan itd.
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Tworzenie chromatogramu na bibule

Bibute z naniesionymi na linie startowg plamkami utworzonymi z
badanych win zwijamy w rulon, w taki sposéb aby linia startowa byta
widoczna na zewnagtrz. Gorne konce rulonu (te znajdujgce sie daleko od
linii startowej) tgczymy spinaczem. Dolne konce rulonu (znajdujgce sie
przy linii startowej) w Zzadnym przypadku nie mogg sie ze sobg styka¢. W
efekcie rulon przyjmuje lekko stozkowy ksztatt. Nalezy ewentualnie
skorygowac ksztatt rulonu tak, by spetniat on nastepujgce warunki:

- musi dac¢ sie swobodnie wtozy¢ do stoja bez dotykania do krawedzi
otworu,

- po wiozeniu do stoja musi pewnie sta¢ na dnie — nie moze sie kiwac lub
przewracac,

- linia startowa musi by¢ réwnolegta do podtoza. (do dna stoja)

Po sprawdzeniu powyzszego, nalezy wyja¢ rulon z komory
chromatograficznej, a nastepnie nalezy wlac¢ jeden z roztworow
rozwijajgcych, tak aby dno byto catkowicie zanurzone, na ogot wystarcza
50 ml.

Ostroznie wsungc rulon do komory chromatograficznej, nie
dotykajgc nim krawedzi otworu oraz scianek komory. Postawi¢ go na dnie
tak, aby w roztworze rozwijajgcym zanurzyta sie cata dolna krawedz
bibuty, a przy tym tak, aby linia startowa byta co najmniej 1cm nad
powierzchnig roztworu rozwijajgcego. Od tego momentu bibuta nie moze
sie poruszyc.

Zamkngc¢ szczelnie pokrywkg komore rozwijajgca. Zrobic to ostroznie nie
dopuszczajgc do poruszenia sie bibuty.

W miare uptywu czasu bibuta nasgcza sie stopniowo roztworem
rozwijajgcym, co przejawia sie rosngcg do gory, na catej szerokosci
bibuty, zmiang zabarwienia na kolor zo6tty. Widoczne przy tym
rozciggajgce sie ku goérze kolorowe plamy pochodzgce od czerwonych
win nie majg zadnego znaczenia. Inne skutki nie sg na razie widoczne.
Bibute pozostawiamy w komorze do czasu zblizenia sie czota
chromatogramu na ok. 1 cm do gérnej krawedzi bibuty. Nie nalezy dtuzej
przetrzymywac bibuty w komorze, bo nie mozna dopusci¢ by czoto
chromatogramu osiggneto gérng krawedz bibuty.



15

Wiasciwie rozwiniety chromatogram nalezy niezwtocznie i ostroznie
wyjgc¢ z komory, postawi¢ pionowo na chwile do odciekniecia na reczniku
papierowym, a potem na nieporowatej powierzchni np. na spodku i
odczekac kilka godzin.

Po tym czasie chromatogram jest juz czytelny. Jesli stosowany byt
roztwor rozwijajacy 1, to na niebieskim tle, nad kazdym miejscem
startowym widoczne sg zétte plamy odpowiadajgce obecnosci
poszczegolnych kwasow w winie. Jezeli uzyty byt roztwor rozwijajacy 2 —
tto jest z6tto-zielone.

Interpretacja chromatogramu

Bibuta niezabarwiona

Niebieskie

tto
miekowy

.

Lwas
jabtkowy U O
Kuas —
wina | | N B BN BN |

Zolte tlo

Uwaga: kolor tta zalezy od uzytego roztworu rozwijajgcego.
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Whioski

W warunkach amatorskich i/lub nieduzym gospodarstwie

winiarskim metoda chromatografii bibutowej jest stosunkowo tatwa, tanig i
najpewniejszg metodg okreslania stopnia zaawansowania FJM.



