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Esercitazione n° 4
Determinazione della concentrazione di prolina nei vini (Metodo di Ought)
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Base teorica

L'applicazione diretta della legge di Lambert e Beer (legge dell’assorbimento): A = ε b c per il calcolo della concentrazione (mol/L) di una soluzione incognita richiede la misura dell'assorbanza ma anche la conoscenza precisa del coefficiente di estinzione molare (ε) ο del coefficiente di estinzione E1%1cm, utile quando la concentrazione non è espressa in termini di molarità. Il coefficiente di estinzione E1%1cm,  corrisponde, infatti, all’assorbanza della soluzione alla concentrazione di 1g/100 mL. 

Il calcolo della ε prevede in spettrofotometria UV/Vis l’utilizzo del metodo della retta di taratura. A tal fine sono allestite diverse soluzioni (da 3 a 5) a concentrazioni note e crescenti della specie chimica da analizzare e di ciascuna se ne effettua la lettura spettrofotometrica. Il grafico ABS/concentrazione è utile, misurata l'assorbanza del campione, ad interpolare la concentrazione incognita dello stesso. 
Determinazione ottica di amminoacidi

I soli amminoacidi che assorbono la luce nel vicino ultravioletto sono gli aromatici  e solo essi possono

essere direttamente messi in evidenza misurando l’assorbimento di luce UV. La misura delle proprietà ottiche dei rimanenti amminoacidi richiede una previa reazione colorimetrica con un composto denominato ninidrina (2,2,3-idantrione monoidrato) e formazione di un prodotto colorato in violetto, cha ha un massimo di assorbimento a 570 nm. La prolina,  essendo un imminoacido, forma un composto stabile colorato in giallo, che assorbe massimamente a 517.
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	Materiale occorrente
	

	beute da 25 mL
	pipette Pasteur

	bicchiere da 600 mL
	provette di plastica con tappo da 10 mL

	bottiglia a spruzzetta in polietilene
	vino bianco

	carta millimetrata
	vino rosso

	cuvette di policarbonato da 1 cm
	soluzione standard di prolina (100 mg/L)

	sette matracci tarati da 10 mL
	soluzione al 3% di ninidrina in metilcellosolve

	2 pipetta graduata da 2 mL
	acido formico concentrato

	pipetta graduata da 10 mL
	soluzione di alcool isopropilico al 50% in H2O(d)


ESECUZIONE

· Dalla soluzione madre di prolina (100 mg/L) prelevare con la pipette graduate volumi di 1 mL, 3 mL, 5 mL e 7 mL, trasferirli in quattro matracci tarati da 10 mL e portare a volume con acqua distillata (contraddistinguere i matracci numerandoli).

· Trasferire quindi 0,5 mL di ognuna delle soluzioni in quattro provette numerate da uno a quattro, aggiungere 0,5 mL di acido formico e 2 mL di soluzione di ninidrina.

· Preparare un bianco (acido formico e ninidrina) in una quinta provetta.

· Effettuare una diluizione 1:10 dei campioni di vino bianco e rosso, per ottenere valori di assorbanza che cadano nell’intervallo della retta di taratura.

· Prelevare dalle soluzioni diluite dei vini 0,5 mL e trasferirli in due provette (contraddistinguerle) aggiungendo anche in queste 0,5 mL di acido formico e 2 mL di ninidrina.

· Tappare tutte le provette e porle a bagno maria bollente per almeno 15 minuti.

· Dopo aver raffreddato trasferire le soluzioni dalle provette in sette matracci tarati da 10 mL e portare a volume con la soluzione di isopropanolo.

· Effettuare la lettura dell’assorbimento di tutti i campioni a 517 nm, dopo aver azzerato con il bianco, entro 30 minuti dall’estrazione dal bagnomaria.

· Utilizzare per le misure celle monouso in policarbonato.
· Riportare in grafico i valori di assorbanza dei campioni a concentrazione nota di prolina, applicando il metodo dei minimi quadrati e ricavare le concentrazioni incognite (concentrazioni dei vini) in corrispondenza dei valori di assorbanza letti sulla retta di taratura costruita.

· Ricavare il valore del coefficiente di estinzione E1%1cm della prolina, applicando la legge di Lambert e Beer. La lunghezza del cammino ottico è di 1,00 cm. Per stabilire la concentrazione reale dei campioni di vino effettuare i seguenti calcoli: mg/L prolina = C x d; dove: C = mg/L di prolina letti sulla retta di taratura, d = diluizione effettuata.
· I valori di A ottenuti sono i seguenti:

1 soluzione   A= 0.027

2 Soluzione   A= 0.038

3 Soluzione  A= 0.041

4 soluzione A = 0.052

Vino rosso A= 0.237

Vino bianco A= 0.083

Scopo dell’esperienza: la concentrazione della prolina, determinabile mediante spettrofotometria di assorbimento, è uno dei parametri su cui si basa il giudizio di genuinità dei vini. Il contenuto dell’imminoacido non risulta mai inferiore a 200 mg/l e può raggiungere i 1000-2000 mg/L. Valori inferiori ai 100 mg/L caratterizzano vini sicuramente annacquati. A seconda del tipo di vino i valori minimi accettabilidi prolina sono: vini spumanti 150 mg/L, vini bianchi 200 mg/L, vini rossi 250 mg/L








