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GLUCOSIO - FRUTTOSIO

Metodo enzimatico UV.
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Kit per la determinazione del glucosio e del fruttosio nel vino.
PRINCIPIO DEL METODO

Il Glucosio ed il Fruttosio si trasformano rispettivamente in glucosio-6-fosfato (G-6-P) e fruttosio-6-fosfato (F-6-P) dall’adenosin-5’-trifosfato (ATP) in presenza dell’enzima Esochinasi (HK):

                            HK
D-Glucosio+ATP--------> G-6-P ADP + H+

                            HK
D-Fruttosio+ATP-------> F-6-P ADP + H+

Il fruttosio-6-fosfato è convertito in glucosio-6-fosfato dall’enzima fosfo-glucosio-isomerasi (PGI):

           PGI

F-6-P--------> G-6-P

Il glucosio-6-fosfato (G-6-P) in presenza dell’enzima glucosio-6-fosfato deidrogenasi (G6P-DH) riduce la nicotinamide-adenin dinucleotide fosfato (NADP) formando il gluconato-6-fostato:

                         G6P-DH

G-6-P+NADP+-------------> gluconato-6-fosfato+NADPH+H+

La quantità di NADP ridotto a NADPH+H+ è proporzionale alla quantità di Glucosio/Fruttosio ( zuccheri fermentescibili ) presenti nel campione.

CARATTERISTICHE METROLOGICHE

SPECIFICITA'

Il metodo è specifico per il glucosio e il fruttosio.

LINEARITA':
2,5
g/L

CAMPIONE 

Vino. 

· Note:

· Il kit può essere utilizzato per la determinazione del Glucosio+Fruttosio+Saccarosio dopo idrolisi acida e successiva neutralizzazione del campione in esame.

Preparazione del campione

in un matraccio tarato da 100 ml, porre:

a 10 ml di campione in esame addizionare 10 ml di acido Cloridrico 6N (497 ml HCl 37% portati a 1000 con acqua distillata). Agitare e porre in bagnomaria a 60/70 °C per circa un’ora. Lasciare raffreddare a temperatura ambiente e neutralizzare con circa 20 ml di Sodio idrato 3N (120 g/l) utilizzando come indicatore la Fenolftaleina. Dopo neutralizzazione, portare a volume con acqua distillata ed agitare.

Fattore di diluizione = 10

Per la determinazione del Glucosio+Fruttosio+Saccarosio utilizzare una delle procedure descritte. Il risultato dell’analisi dovrà essere moltiplicato per il fattore di diluizione (10). 

Se si è determinata precedentemente la concentrazione di Glucosio+Fruttosio, per differenza potrà essere stabilita la concentrazione del solo Saccarosio.

REAGENTI  

Reagente BC (liquido)
Tampone di Goods.
2x50 mL

Reagente 1 (liquido)
Tampone di Goods. NADP, ATP
2x50 mL

Reagente 2 (liquido)
Tampone di Goods, HK, G6PDH, PGI
1x2,6 mL

Standard (liquido)
Glucosio+Fruttosio 2g/L. Preservanti.
1x10 mL

REAGENTI – CONSERVAZIONE E STABILITA’

Kit:
Conservare a +2-8°C. Non congelare.

Stabile fino alla data di scadenza riportata sulla confezione.

Reagenti aperti:
Dopo l’apertura, i flaconi sono stabili fino alla data di scadenza indicata sul flacone se richiusi immediatamente dopo il prelievo e protetti da contaminazione, evaporazione, luce diretta e conservati alla temperatura riportata.

Reagenti di lavoro:
24 ore a +2-8°C (per utilizzo in analizzatori con cella a flusso).

REAGENTI  - PREPARAZIONE  

Tutti i reattivi sono liquidi pronti all’uso.

Reagente di lavoro (per utilizzo nella procedura per analizzatori con cella a flusso):

Diluire il Reagente 2 nel Reagente 1 nelle proporzioni 1:41.

Es: per 5 determinazioni aggiungere 250L di Reagente 2 a 10mL di Reagente 1. 

REATTIVI  - PRECAUZIONI E AVVERTENZE

- La presente metodica descrive l’utilizzo del kit in manuale. Per l’utilizzo mediante analizzatori automatici consultare le applicazioni specifiche.

- Sono disponibili a richiesta le schede di controllo qualità dei reagenti, fare riferimento al n° di lotto riportato in etichetta.

MATERIALI AUSILIARI NON CONTENUTI NEL KIT

Pipette automatiche

Fotometro

Cuvette monouso (cammino ottico = 1cm).

Termostato 37°C

PRECAUZIONI ED AVVERTENZE 

In riferimento al DLg. N.285 art.28 Legge n.128 del 1998 il prodotto non è classificato come sostanza pericolosa. Il prodotto contiene componenti non attivi (detergenti, conservanti ecc..) la cui concentrazione totale è inferiore ai limiti riportati dalle Direttive 67/548/CEE e 88/379/CEE e succ. mod. sulla classificazione, imballaggio ed etichettatura delle sostanze pericolose.

Maneggiare tuttavia il prodotto con cautela secondo le norme di buona pratica di laboratorio(*), evitando l’ingestione, il contatto con pelle, gli occhi e le mucose.

* EU-Dir 1999/11 Commission Directive of March 1999 adapting to technical progress the principles of good laboratory pratice as specified in Council Directive 87/18/EEC.

SMALTIMENTO RIFIUTI

Il prodotto deve essere smaltito secondo le locali normative in materia di gestione dei rifiuti.

PROCEDURA ANALITICA (Reagente 2->starter)
Lunghezza d’onda
340 nm

Cammino ottico
1 cm

Temperatura
37°C

Lettura
Contro acqua distillata 

Reazione
end point (incremento)

Portare i reattivi a +15-25°C prima del loro utilizzo.


STANDARD
CAMPIONE


Reagente 1
2000
2000
L

Campione
-
20
L

Standard
20
-
L

Agitare bene leggere l’estinzione del Campione e dello Standard (ABS1) contro bianco.

Reagente 2
50
50
L

Agitare bene e incubare per 10’ a 37°C. 

Leggere l’estinzione del Campione e dello Standard (ABS2) contro bianco. 
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CALCOLO (Reagente 2->starter)

Nota:

Per concentrazioni maggiori di 2,5 g/L  diluire i campioni con acqua distillata, ripetere la determinazione e moltiplicare i risultati per il fattore di diluizione.

PROCEDURA ANALITICA (Per l’utilizzo in  analizzatori con cella a flusso)
Lunghezza d’onda
340 nm

Cammino ottico
1 cm

Temperatura
37°C

Lettura
Contro acqua distillata 

Reazione
end point (incremento)

Portare i reattivi a +15-25°C prima del loro utilizzo.


BIANCO REAGENTE
BIANCO CAMPIONE
STANDARD
CAMPIONE


Reagente BC
-
2000
-
-
L

Reagente di lavoro
2000
-
2000
2000
L

Acqua distillata
20
-
-
-
L

Campione
-
20
-
20
L

Standard
-
-
20
-
L

Agitare bene e incubare per 10’ a 37°C. 

Leggere l’estinzione del Campione e dello Standard (ABS) contro bianco. 

CALCOLO (Per l’utilizzo in  analizzatori con cella a flusso)
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Nota:

Per concentrazioni maggiori di 2,5 g/L  diluire i campioni con acqua distillata, ripetere la determinazione e moltiplicare i risultati per il fattore di diluizione.
CONTROLLO DI QUALITA’

E’ necessario eseguire i controlli ad ogni utilizzo del kit e verificare che i valori ottenuti siano inclusi nell’intervallo di riferimento riportato nelle istruzioni d’uso.

BIBLIOGRAFIA
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Numero di lotto





Contenuto del flacone
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Numero di catalogo
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Dimensione/Numero di test





Consultare le istruzioni d’uso





Fabbricante





2x50 mL





EN014 























Conservare alla temperatura +2-8°C





Conservare alla temperatura +15-25°C
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