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La misurazione quantitativa dei parametri strutturali di base nell’uva, nel mosto e nel vino, quali gli zuccheri, l’alcol e gli acidi organici è estremamente importante per valutare ad esempio l’andamento della maturazione dell’uva, il controllo del processo di vinificazione o la qualità del prodotto finale.

Lo scopo del presente lavoro è stato quello di verificare la validità di metodi enzimatici in formulazione liquida per la determinazione di alcuni di questi parametri quali: il glucosio, il fruttosio, l’etanolo, l’acido L-malico e l’acido L-lattico.

La particolarità di questi metodi sta nel fatto che i reagenti si presentano pronti all’uso, a differenza di quelli solidi comunemente usati nel campo delle analisi alimentari che devono essere preparati al momento dell’uso.

I principi enzimatici dei metodi oggetto della prova sono simili a quelli solidi: anche in questi viene infatti misurato l’incremento dell’assorbanza del NADH  e del NADPH, conseguenza della conversione rispettivamente delle loro forme ossidate NAD e NADP a seguito dell’avvenuta reazione enzimatica alla lunghezza d’onda di 340 nm.

Il vantaggio dei metodi presentati in forma liquida viene data dal fatto che il loro impiego durante le analisi risulta più facile e veloce eliminando eventuali errori di preparazione.

Inoltre il loro uso abbinato ad un autocampionatore permette di ridurre notevolmente il volume di reagenti e la manodopera con un evidente riduzione dei costi.

Per verificare i metodi enzimatici pronti sono stati analizzati per ciascun metodo in prova dai 10 ai 20 campioni per un totale di 55 campioni. 

I risultati ottenuti sono stati comparati con altre tecniche analitiche normalmente utilizzate per la determinazione di questi parametri.

Nello specifico gli zuccheri e gli acidi sono stati determinati mediante HPLC (High Performance Liquid Chromatography) e l’alcol etilico con densimetria elettronica (DMA 4500).

Per gli zuccheri i campioni comprendevano vini di tipologia mista: bianchi e rossi con residuo zuccherino < ai 10 g/L, da dessert, passiti e mosti.

Anche per l’alcol etilico i campioni erano di tipologia mista: mosti, vini dolci, passiti, bianchi e rossi con residuo zuccherino < ai 10 g/L.

Per quanto riguarda l’acido L-malico le determinazioni sono state effettuate su campioni della tipologia bianco con residuo zuccherino < ai 10 g/L e su mosti.

Per l’acido L-lattico invece sono stati utilizzati solo vini della tipologia rosso secco, nei quali è avvenuta la fermentazione malolattica.

Nella determinazione degli zuccheri il metodo enzimatico è stato oggetto di due prove distinte. Nella prima si è voluto verificare l’effetto della correzione del pH al campione, nella seconda l’effetto della diluizione dei campioni.

Sul primo gruppo di campioni è stata effettuata la correzione del pH, portandolo a circa 8.

Il coefficiente di correlazione tra i risultati ottenuti mediante HPLC ed il metodo enzimatico era pari a circa 0.98.

Analizzando le diverse tipologie di vini separatamente si è però riscontrato, che per i vini dolci il differenziale in valore assoluto medio era del 20% e per i vini con residuo zuccherino inferiore a 10 g/L vi era uno scostamento di 1 g/L. Solamente lo standard, durante questa analisi riporta valori che danno un differenziale in valore assoluto tra i due metodi pari al 5%. 

Per vedere se era possibile migliorare il metodo sono state ripetute le determinazioni sugli stessi campioni senza la correzione del pH riscontrando questa volta, per i vini della tipologia secca uno scostamento medio tra le due determinazioni di circa 1.5 g/L mentre per i vini dolci il differenziale in valore assoluto medio risultava pressoché simile a quello ottenuto con la correzione del pH.

La determinazione effettuata sullo standard risultava in questo caso con un differenziale in valore assoluto pari al 17.5 %.

Visti i risultati delle due prove si è scelto di effettuare le successive analisi degli zuccheri solo con la correzione del pH dei campioni a circa 8.

In secondo luogo si è voluto verificare l’effetto della concentrazione sulla accuratezza del metodo; si sono quindi diluiti i campioni di mosto e vino da dessert con concentrazioni zuccherine prossime o superiori a 100 g/L in modo tale da rimanere all’interno del range di concentrazione richiesto avvicinandosi sia al limite minimo (0.05 g/L) che al massimo (1 g/L).

L’R2 riscontrato per i campioni diluiti 100 volte è risultato pari a 0.46 mentre l’R2 riscontrato per i campioni diluiti 1000 volte è risultato pari a 0.95. 

La migliore correlazione dei campioni maggiormente diluiti può far ipotizzare che una parte dei reattivi presenti non sia più attiva e quindi non reagisca quando la concentrazione degli zuccheri è prossima al limite massimo di concentrazione.

Sono state anche valutate singolarmente le concentrazioni di glucosio e fruttosio su diversi campioni per verificare se vi fossero delle differenze nella determinazione dei due esosi.

Anche in questo caso il metodo ha dato risultati insoddisfacenti per i campioni con residuo zuccherino < ai 10 g/L. 

Per i campioni della tipologia dessert si delinea invece un risultato migliore riguardo alla determinazione del glucosio, con un differenziale in valore assoluto rispetto all’HPLC del 5 % circa, mentre per il fruttosio è stato intorno al 35 % . 

Per quanto riguarda l’alcol etilico tutti i valori determinati sono risultati negativi, a causa probabilmente delle eccessive diluizioni, necessarie per adeguare il campione all’intervallo di concentrazione richiesta dal metodo, che hanno però probabilmente causato la perdita per evaporazione dell’etanolo. 

La determinazione dell’acido L-malico e dell’acido L-lattico inizialmente è stata effettuate con la correzione del pH.

Confrontando i risultati con i valore determinati mediante HPLC si è ottenuta una bassissima correlazione pari a 0.29 per l’acido malico e 0.52 per l’acido lattico ed è stata quindi effettuata una seconda prova senza la correzione del pH: il metodo ha dato risultati migliori con una correlazione pari rispettivamente a 0.80 e 0.79 tuttavia anche per questi due parametri i risultati ottenuti sono insoddisfacenti.

Dai risultati ottenuti sembra che nessun metodo enzimatico oggetto della prova possa essere affidabile e probabilmente la causa è da ricercarsi nell’instabilità di alcuni reagenti nella formulazione pronta all’uso.

Per verificare questa ipotesi sarebbe interessante valutare la stabilità dei reagenti nel tempo.

