ΑΝΙΧΝΕΥΣΗ ΜΗΛΙΚΟΥ ΚΑΙ ΓΑΛΑΚΤΙΚΟΥ ΟΞΕΟΣ ΜΕ ΧΡΩΜΑΤΟΓΡΑΦΙΑ ΛΕΠΤΗΣ ΣΤΙΒΑΔΑΣ (TLC)

Γενικά


Η μηλογαλακτική ζύμωση εμφανίζεται στους οίνους όταν τα γαλακτικά βακτήρια μετατρέπουν το μηλικό οξύ σε γαλακτικό. Για εκείνους τους οίνους που επιλέγεται να υποβληθούν σε μια τέτοια ζύμωση (γιατί δεν είναι πάντα επιθυμητή), οι οινοποιοί θα πρέπει να είναι σε θέση να παρακολουθήσουν την πρόοδο της και να αποφανθούν πότε η μετατροπή του μηλικού οξέος σε γαλακτικό οξύ είναι πλήρης.

Η ανίχνευση της παρουσίας ή της απουσίας των οξέων αυτών γίνεται με χρήση τεχνικών, όπως η χρωματογραφία χάρτου (PC) και η χρωματογραφία λεπτής στοιβάδας (TLC), οι οποίες όμως δεν παρέχουν ποσοτικές πληροφορίες για την συγκέντρωση των οξέων κατά τη διάρκεια της ζύμωσης Για ποσοτική παρακολούθηση της μετατροπής του μηλικού σε γαλακτικό χρησιμοποιούνται τεχνικές όπως ενζυματική ανάλυση, HPLC ή άλλες, οι οποίες μπορούν να προσδιορίσουν μικροποσότητες οξέων αλλά και το τέλος της μηλογαλακτικής ζύμωσης. Συγκεντρώσεις του L–μηλικού οξέος <0,1 g/L δείχνουν ότι η μηλογαλακτική ζύμωση ολοκληρώθηκε. 

Στις περιπτώσεις που η ζύμωση αυτή δεν είναι επιθυμητή προστίθενται στον οίνο υψηλές ποσότητες θειώδους ανυδρίτη ή λυσοζύμης με σκοπό την παρεμπόδιση της δράσης των γαλακτικών βακτηρίωνν. 
Χρωματογραφία χάρτου (PC)

Η μέθοδος αυτή στηρίζεται στο διαχωρισμό των ενώσεων μεταξύ μιας ακίνητης και μιας κινητής φάσης ανάλογα με την διαλυτότητά τους. Όταν το χαρτί χρωματογραφίας (ακίνητη φάση) τοποθετείται σε έναν διαλύτη διαχωρισμού (ανάπτυξης, κινητή φάση), μέσα σε ένα θάλαμο χρωματογραφίας (θάλαμος ανάπτυξης), ο διαλύτης κινείται με τριχοειδή ροή μέσω των πόρων του χαρτιού και βαθμιαία προχωράει πάνω σε αυτό συμπαρασύροντας τα οξέα του οίνου. Δεδομένου ότι κάθε οξύ έχει διαφορετική σχέση-δέσμευση με το χαρτί και το διαλύτη, τα διαφορετικά οξέα του οίνου διανύουν διαφορετικές αποστάσεις από την αφετηρία και έτσι διαχωρίζονται (ανάπτυξη χρωματογραφήματος). Όταν το μέτωπο ανάπτυξης του διαλύτη πλησιάζει το επάνω άκρο του χαρτιού τότε αυτό απομακρύνεται από το θάλαμο ανάπτυξης και σημειώνεται το μέτωπο του διαλύτη με μολύβι. Κατόπιν, το πλακίδιο ξηραίνεται (με ρεύμα αέρα ή στο φούρνο). Το μίγμα του διαλύτη που χρησιμοποιείται περιλαμβάνει μια χρωστική (πράσινο της βρωμοκρεζόλης) που αντιδρά με τα οξέα κι έτσι οι θέσεις των οξέων εμφανίζονται σαν κίτρινες χρωματισμένες κηλίδες. Κάθε κηλίδα δείχνει τη θέση ενός συγκεκριμένου οξέος. Η σύγκριση των θέσεων των κηλίδων του οίνου και των κηλίδων των πρότυπων οξέων επιτρέπει τον προσδιορισμό των διαφορετικών οξέων στο δείγμα. Η διαδικασία αυτή ονομάζεται εμφάνιση του χρωματογραφήματος.  

Χρωματογραφία λεπτής στοιβάδας (TLC) 

Η χρωματογραφία λεπτής στοιβάδας (TLC) είναι σε γενικές γραμμές παρόμοια με αυτήν που περιγράφεται παραπάνω για τη χρωματογραφία χάρτου (PC), με τη διαφορά ότι, αντί του χρωματογραφικού χαρτιού, σαν ακίνητη φάση χρησιμοποιείται κάποιο προσροφητικό υλικό, όπως ενώσεις πυριτίου (silica), το οποίο επιστρώνεται με κατάλληλο τρόπο επάνω σε γυαλί ή φύλλο πλαστικού ή αλουμινίου. Δεδομένου ότι κάθε οξύ έχει διαφορετική σχέση-συγγένεια με το  προσροφητικό υλικό και το διαλύτη, τα διαφορετικά οξέα του οίνου διανύουν διαφορετικές αποστάσεις από την αφετηρία και έτσι διαχωρίζονται το ένα από το άλλο. 

Σε σχέση με την χρωματογραφία χάρτου, η χρωματογραφία λεπτής στοιβάδας χρησιμοποιεί μικρότερη ποσότητα διαλύτη και παρέχει γρηγορότερο διαχωρισμό. Επίσης είναι πιο γρήγορη και διαχωρίζει το γαλακτικό οξύ από το ηλεκτρικό οπότε ο σχηματισμός του γαλακτικού οξέος κατά τη διάρκεια της μηλογαλακτικής ζύμωσης ανιχνεύεται ευκολότερα. Ένα επιπλέον πλεονέκτημα είναι ότι ο διαλύτης είναι σταθερός στο χρόνο. 

Η χρωματογραφία χάρτου χρησιμοποιείται ακόμα σε διάφορα οινοποιεία, αλλά, λόγω των παραπάνω πλεονεκτημάτων, η μέθοδος που χρησιμοποιείται περισσότερο στη βιομηχανία οίνου είναι η χρωματογραφία λεπτής στοιβάδας.  

Αντιδραστήρια TLC
-
Πρότυπα διαλύματα μηλικού και γαλακτικού οξέος 

Παρασκευάζονται διαφορετικά υδατικά διαλύματα με συγκέντρωση 2 g/L για το κάθε οξύ ή ακόμη και υδατικό διάλυμα που να περιέχει και τα δύο οξέα στις ίδιες συγκεντρώσεις.  

-
Tολουένιο 

-
Οξικό οξύ

-
n–οξικός βουτυλεστέρας

-
Διάλυμα δείκτη πράσινο της βρωμοκρεζόλης 

Παρασκευάζεται διάλυμα δείκτη 0.2 % w/v σε αιθανόλη. 

Διαδικασία ανάλυσης

• Προετοιμασία του διαλύτη

Για την προετοιμασία 40 mL διαλύτη αναμιγνύονται 20 mL τολουένιο, 10 mL οξικού οξέος και 10 mL n–οξικού βουτυλεστέρα σε μια φιάλη και αναδεύονται έντονα. 

• Προετοιμασία χρωματογραφικού  πλακιδίου

1. Τα πλακίδια TLC πρέπει να φυλάσσονται σε ξηρό περιβάλλον και να χειρίζονται πάντα με λαβίδες κι όχι με τα χέρια. Ανάλογα με το μέγεθος του θαλάμου ανάπτυξης κόβονται σε κατάλληλες διαστάσεις, Ενα πλακίδιο μήκους περίπου 7 cm. και εύρους 5 cm είναι κατάλληλο για 5 δείγματα. 
2. Τα δείγματα του οίνου τοποθετούνται πάνω στο πλακίδιο με τριχοειδή σωληνάκια αιματοκρίτη. Οι κηλίδες θα πρέπει να απέχουν περίπου 7 mm  από το κάτω άκρο του πλακιδίου και περίπου 1 cm μεταξύ τους. Κάθε δείγμα τοποθετείται μια φορά, επιτρέποντας στη κηλίδα να αποκτήσει διάμετρο περίπου 2 mm. Στο ίδιο πλακίδιο θα πρέπει να προβλεφθούν θέσεις και για τα πρότυπα οξέα για να υπάρχει μέτρο σύγκρισης με τα οξέα του δείγματος.
3. Τα δείγματα οίνου στεγνώνουν με ήπιο ρεύμα θερμού αέρα χρησιμοποιώντας ένα στεγνωτήρα μαλλιών. Το πλακίδιο τοποθετείται κόντρα στο φως και η ξήρανση συνεχίζεται μέχρι οι κηλίδες των προτύπων (αρχικά γκρίζες) να γίνουν αόρατες. Είναι σημαντικό να αφαιρεθεί όλο το νερό από το πλακίδιο. 
• Ανάπτυξη χρωματογραφήματος 

1. Σε ένα θάλαμο κατάλληλου μεγέθους, π.χ. ποτήρι ζέσεως 250 mL, τοποθετείται επαρκής ποσότητα διαλύτη (βάθος περίπου 5 mm). 
2. Χρησιμοποιώντας λαβίδα, το έτοιμο πλακίδιο TLC τοποθετείται στο θάλαμο έτσι ώστε οι κηλίδες των δειγμάτων να είναι πάνω από το επίπεδο του διαλύτη. Το ποτήρι καλύπτεται με ένα γυάλινο τρυβλίο και αφήνεται να αναπτυχθεί το χρωματογράφημα. 
3. Όταν το μέτωπο του διαλύτη φθάσει σχεδόν στην κορυφή του πλακιδίου, αυτό αφαιρείται με λαβίδα. 
• Αξιολόγηση του χρωματογραφήματος 

1. Το πλακίδιο ξηραίνεται πλήρως με ήπιο ρεύμα θερμού αέρα (στεγνωτήρας μαλλιών) μέχρι να μην ανιχνεύεται καμία οσμή οξικού οξέος. Η διαδικασία ξήρανσης πρέπει να πραγματοποιηθεί σε καλά αεριζόμενη περιοχή. 
2. Κατόπιν, με μια κίνηση, το πλακίδιο βυθίζεται και απομακρύνεται σε ένα ποτήρι ζέσεως που περιέχει το δείκτη.
3. Η ξήρανση επαναλαμβάνεται όπως και πριν αλλά με ψυχρό αέρα. Η θέση των οξέων εμφανίζεται ως κίτρινα χρωματισμένες κηλίδες σε μπλε φόντο. 
4. Η θέση των κηλίδων από κάθε δείγμα  συγκρίνεται με εκείνες των πρότυπων οξέων. Η απουσία της κηλίδας που αντιστοιχεί στη θέση του μηλικού οξέος και η παρουσία μιας πιο έντονα χρωματισμένης στη θέση γαλακτικού οξέος δείχνει ότι η ζύμωση έχει ολοκληρωθεί. Βέβαια για να πιστοποιηθεί η πλήρης ζύμωση του μηλικού σε γαλακτικό θα πρέπει να προσδιοριστεί η συγκέντρωση του L–μηλικού με κάποια ποσοτική μέθοδο (HPLC ή ενζυμικά)
