Μέθοδος Ανάλυσης D.N.S. για Ανάγοντα Σάκχαρα

Αρχή

Κατά τη θέρμανση των αναγόντων σακχάρων σε αλκαλικό περιβάλλον, παρουσία του διαλύματος D.N.S. (δίνιτρο 3,5 σαλυκιλικό οξύ), έχουμε αλλαγή του χρώματος του διαλύματος από κίτρινο σε πορτοκαλί. Η αλλαγή είναι ανάλογη με τη συγκέντρωση των σακχάρων, πορτοκαλί (λίγα σάκχαρα) προς σκούρο καφέ (πολλά σάκχαρα). Η αλλαγή του χρώματος που θα προκληθεί στο δείγμα μας συγκρίνεται με τις αλλαγές σε μία γκάμα πρότυπων διαλυμάτων σακχάρων (π.χ. γλυκόζης) από 0 g/L έως 2 g/L. Γενικά τα πρότυπα θα πρέπει να παρασκευάζονται με το ίδιο σάκχαρο που θέλουμε να μετρήσουμε. Η μέθοδός δεν μπορεί να χρησιμοποιηθεί για περίπλοκα μείγματα αναγόντων σακχάρων.
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Οξειδωμένο προϊόν + n e-
Για να απομακρύνουμε από το δείγμα προς ανάλυση διάφορες ουσίες που μπορεί να επηρεάσουν τη μέτρηση (π.χ. πρωτεΐνες), επεξεργαζόμαστε το δείγμα ως εξής:

Αναμειγνύουμε σε ένα δοκιμαστικό σωλήνα:


4 mL δείγματος


0,5 mL διαλύματος ZnSO4 à 5%


0,5 mL διαλύματος Ba(OH)2 à 0,3 N
Ανακατεύουμε καλά και αφήνουμε για 10 λεπτά και φυγοκεντρούμε.

Το υπερκείμενο υγρό αποτελεί πλέον το δείγμα μας. Δεν θα πρέπει να ξεχνάμε ότι λόγω της επεξεργασίας αυτής αραιώσαμε το δείγμα μας σε αναλογία 4/5, έτσι θα πρέπει να πολλαπλασιάσουμε τη συγκέντρωση που θα βρούμε στο τέλος με 5/4 (δηλ. *1,25).

Προετοιμασία αντιδραστηρίων:
- 2,5 g (δίνιτρο 3,5 σαλυκιλικό οξύ) D.N.S.

- 75 g τρυγικό καλλιονάτριο

- 4 g NaOH (στερεό)

Συμπληρώνουμε με 250 mL απεσταγμένο νερό και αναδεύουμε μέχρι να διαλυθούν όλα τα στερεά. Το αντιδραστήριο αυτό έχει χρώμα πορτοκαλί και μπορεί να διατηρηθεί έως και 15 μέρες στους 4°C μακριά από το φως, σε μια καθαρή, σκοτεινή φιάλη (ή τυλιγμένη με αλουμινόχαρτο). Το δίνιτρο 3,5 σαλυκιλικό οξύ (D.N.S.) είναι επικίνδυνο αντιδραστήριο και δεν θα πρέπει να ερχόμαστε σε επαφή μαζί του.
Παρασκευάζουμε μία γκάμα πρότυπων διαλυμάτων αναγώντων σακχάρων με συγκεντρώσεις: 0 g/L-0,5 g/L-1 g/L-1,5 g/L-2 g/L, στην περίπτωση μας από διαδοχικές αραιώσεις του διαλύματος των 2 g/L γλυκόζης για να μετρήσουμε τα σάκχαρα σε θρεπτικά υποστρώματα που περιέχουν μόνο γλυκόζη (50% γλυκόζη και 50% φρουκτόζη για την ανάλυση οίνου).

Για να κάνουμε τη μέτρηση μας αναμειγνύουμε σε ένα δοκιμαστικό σωλήνα χωρητικότητας 20 mL:

- 1 ml δείγματος σακχάρων επεξεργασμένο για την απομάκρυνση πρωτεϊνών και κατάλληλα αραιωμένο για να έχει συγκέντρωση σακχάρων κάτω από 2 g/L.
- 1 ml διαλύματος D.N.S ( ή 2 ml).

(Αυτό γίνεται για όλα τα δείγματα προς ανάλυση και για τα πρότυπα)

Ανακατεύουμε καλά και τοποθετούμε όλους μαζί τους δοκιμαστικούς σωλήνες κλειστούς (π.χ. με παραφίλμ) για να μην εξατμιστεί το δείγμα σε ένα υδατόλουτρο που βράζει στους 100°C για 5 λεπτά ακριβώς. Έπειτα ψύχουμε τους σωλήνες και προσθέτουμε στον καθένα ακριβώς 10 mL απεσταγμένου νερού. Ανακατεύουμε καλά και μετράμε την οπτική πυκνότητα στα 540 nm, αφού πρώτα μηδενίσουμε το όργανο με νερό.

Από τις τιμές της γκάμας των πρότυπων διαλυμάτων κατασκευάζουμε ένα διάγραμμα της οπτικής πυκνότητας προς τη συγκέντρωση σακχάρων.
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Από το διάγραμμα βρίσκουμε τη συγκέντρωση των σακχάρων που αντιστοιχεί στα άγνωστα δείγματα αφού πολλαπλασιάσουμε με τις κατάλληλες αραιώσεις:

Συγκέντρωση σακχάρων (g/L) δείγματος = Οπτική πυκνότητα * Αραιώσεις

Το πειραματικό λάθος της μέτρησης είναι περίπου 5,3 %.

Τα ανάγοντα σάκχαρα στο κρασί είναι κυρίως η γλυκόζη και η φρουκτόζη. Η κατανάλωση τους εξαρτάται από το στέλεχος της ζύμης και τις συνθήκες ζύμωσης, αλλά για τις περισσότερες ζύμες παρατηρείται μια πιο γρήγορη κατανάλωση της γλυκόζης. Εξαίρεση αποτελούν τα φρουκτοφιλικά στελέχη ζυμομυκήτων.

Γενικά θεωρούμε ότι η αλκοολική ζύμωση για έναν οίνο έχει τελειώσει όταν μένουν λιγότερο από 2 g/L αναγώντων σακχάρων. Αν θέλουμε να αναλύσουμε οίνους τα πρότυπα θα πρέπει να περιέχουν στα ίδια ποσοστά τα ίδια σάκχαρα που υπάρχουν και στον οίνο. Κατά παραδοχή χρησιμοποιούμε πρότυπα διαλύματα με 50% γλυκόζη και 50% φρουκτόζη.
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