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Introduzione:

Partendo dal tema proposto, ossia la luce come oggetto di indagine, € sorta in noi una curiosita,
ovvero quella di capire come la luce interagisce con la materia.
Noi sappiamo che, a livello molecolare, nella materia, sono presenti elettroni posti in orbitali che
presentano una determinata energia; se tali elettroni acquistano energia, perché colpiti dalla luce,
possono compiere salti e spostarsi in orbitali successivi.
Poiche ogni sostanza assorbe una determinata lunghezza d'onda e, ad ogni lunghezza corrisponde
un colore preciso, si pud desumere che ogni molecola, in base alla sua struttura a livello atomico,
interagisce solo con specifici colori.
Presa una qualunque sostanza colorata possiamo dunque determinare con quale lunghezza d'onda
interagisce: inviando su essa un fascio di luce bianca possiamo infatti analizzare quali (o quale)
lunghezze d'onda vengono assorbite e quali (quale) vengono trasmesse.
La luce emergente da un campione investito da luce risultera, per tanto, sempre meno intensa di
quella incidente perché parte di essa sara sottratta.
E' possibile calcolare la differenza fra luce incidente su un campione e luce emergente da esso
attraverso l'utilizzo di uno strumento, chiamato colorimetro, capace di convertire il segnale
luminoso emergente in corrente elettrica proporzionale alla sua intensita.
Piu molecole colorate ci saranno nel campione analizzato, piu luce sara assorbita € meno ne
giungera al rilevatore; l'interazione fra luce e materia ¢ dunque collegata alla concentrazione di
molecole presenti nella sostanza.
Esiste una legge che dimostra la proporzionalita diretta tra quantita di molecole (concentrazione) e
quantita di luce assorbita (assorbanza), la Legge di Lambert Beer.
Con questo progetto abbiamo pensato di provare a costruire un colorimetro artigianale per provare
ad applicare sperimentalmente la legge di Lambert Beer con l'intenzione di verificare il contenuto
delle molecole che conferiscono il tipico colore rosso al vino: gli antociani.
Nel corso dei nostri esperimenti € stato molto utile 1'aiuto datoci dall'Universita di Scienze degli
Alimenti di Cesena che ci ha permesso di effettuare misurazioni precise con uno strumento
professionale analogo al colorimetro, chiamato spettrofotometro.
Le domande che dunque hanno guidato il nostro lavoro sono state essenzialmente tre:

— La luce puo essere un mezzo di studio per studiare la materia?

— Esiste un modo per dimostrare l'interazione tra la luce e la materia?

— Come costruire un colorimetro in grado di applicare tale concetto?



Fase teorica:

Cos'e la luce?

La luce ¢ una radiazione elettromagnetica con una doppia natura: ondulatoria e corpuscolare.
Una proprieta non esclude 'altra.

Ciascuna onda ¢ caratterizzata da due parametri fondamentali:

- la lunghezza d'onda ( A ) ossia la distanza fra due creste o ventri d'onda vicini (in nm);

- la frequenza ( v ) ossia il numero di creste che passano in un punto in un secondo (in Hz : 1/s);
Lunghezza d'onda e frequenza hanno come prodotto una velocita, quella della luce (c=300km/sec).
Infatti la prima esprime una distanza, la seconda un tempo e, in fisica, il rapporto fra spazio e tempo
da sempre, come risultato, una velocita.

c= VA
Ogni onda, in base alla sua frequenza possiede un colore associato.
Questo ¢ visibile se si fa incidere un raggio di luce bianca su un prisma: questa infatti viene
scomposta in tanti e diversi colori originando uno spettro ossia una ordinata disposizione delle
radiazioni secondo la loro lunghezza d'onda, dal rosso ( lunghezza d'onda maggiore e minore
frequenza) al violetto ( lunghezza d'onda minore e maggiore frequenza).

Proporzionale alla frequenza ¢ 1'energia associata all'onda, secondo I'equazione di Planck.
E=h* v
dove h indica la costante di Planck e corrisponde al seguente valore: 6,63 x J/s

Perché una sostanza ¢ colorata?

Attraverso lo studio degli spettri atomici abbiamo evidenziato che ogni sostanza, in base al tipo di
molecole di cui € composta, interagisce con la luce alterando momentaneamente la sua struttura
atomica. Gli elettroni degli atomi infatti possono passare da un livello piu interno ( a minore
energia) ad uno piu esterno (a maggiore energia) assorbendo 'energia necessaria a compiere un
determinato salto fra orbitali.

L'elettrone viene definito quantizzato perché assorbe solo una determinata energia, la stessa che
emette quando torna nell'orbitale di partenza, che ¢ una radiazione elettromagnetica con una
frequenza uguale all’energia del dislivello.

Per avere quindi un salto tra due livelli energetici (E e ) si deve fornire ad un elettrone l'energia pari
alla differenza tra i due livelli.

AE=-E=hxv
La radiazione con tale frequenza avra anche un determinato colore.
Una sostanza illuminata con luce bianca ci appare bianca se riflette tutte le lunghezze d'onda del
visibile, appare nera se le assorbe tutte e appare colorata se riflette la radiazione del colore con cui
noi la percepiamo.

C'e una relazione fra colore di una sostanza e concentrazione della molecola colorata?
La legge di Lambert — Beer ¢ una relazione che correla la quantita di luce assorbita da una sostanza,
alla concentrazione della soluzione attraversata da un raggio di luce; quando un fascio di luce con




una certa intensitd attraversa una sostanza, infatti, in parte viene assorbito e una parte una
trasmesso.
Si definisce trasmittanza ( T ) il rapporto tra luce emergente (I) e luce incidente (Iy) sul campione;
T=I/I,
Essa ¢ generalmente espressa come valore percentuale ed ¢ legata alla assorbanza dalla seguente
relazione:
A=-logT =log I,- log I
In base alla legge di Lambert-Beer, 1’assorbanza puo essere determinata attraverso la formula :
A=egx1xC
dove
¢ = coefficiente di estinzione, specifico per ogni sostanza (L/mol x cm)
1 = cammino ottico (cm)
C = concentrazione (molare) della sostanza (mol/L)

Rappresentazione grafica della legge di Lambert- Beer

Ton  + A

100%

Esiste uno strumento che possa applicare la Legge di Lambert Beer?

Un colorimetro ¢ uno strumento che misura l'assorbimento di particolari lunghezze d'onda della luce
da parte di una soluzione colorata. E comunemente usato per determinare la concentrazione di un
soluto presente in una soluzione per mezzo della Legge di Lambert Beer.

Le parti essenziali di un colorimetro sono:

una sorgente luminosa

una fenditura regolabile

un filtro che selezioni una determinata lunghezza d'onda
una cuvetta contenente la sostanza da analizzare

un rilevatore che consenta di misurare la trasmittanza

un registratore che converta la misura della trasmittanza da intensita di corrente a valore
numerico, digitale o analogico.

A gquale molecola possiamo applicare il nostro studio?

“... il vino che rosso avanti il focolare
brilla, al fischiare della tramontana, ...
G.Pascoli “Il germoglio” da Myricae
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In questo anno in cui si aprira I’Expo a Milano, ispirati dal tema della
nutrizione e dell’energia, abbiamo pensato di sfruttare la luce per P
indagare le proprieta di una sostanza che rappresenta una eccellenza in | &
Italia e una preziosa specialita proprio nel nostro territorio: il vino.
Nella Romagna, come emerge anche dai versi di Pascoli qui citati, il vino ¢ una bevanda quasi
irrinunciabile, presente al centro di ogni tavola.




I1 vino prodotto in Romagna, dal Sangiovese alla Cagnina, ¢ prevalentemente rosso. Ma perché?
E, soprattutto, il suo colore, oltre a renderlo gradevole nell'aspetto e invitante all'assaggio, puo
essere considerato anche sinonimo di qualita?

Il nostro lavoro ci ha permesso di rispondere anche a queste domande.

I1 vino ¢ rosso, in base a ci0 detto in precedenza, perché contiene molecole che non assorbono la
lunghezza d'onda corrispondente al rosso e assorbono invece il colore complementare, ossia il
verde.

Queste molecole si chiamano antociani.

Cosa sono gli antociani?
Gli antociani, o antocianine, sono glicosidi formati da
—antocianidina (I’aglicone, ossia il non-zucchero) e
—zucchero (il glicone).
Sono inclusi in una grande classe di pigmenti presenti in frutta e piante, come suggerisce il nome
stesso: dal greco “avfog”, fiore e “xvavog” azzurro.

Loealizzazione del Pelifenocli

CATECHINE
LEUCRANTOCIANINE

Infatti sono loro i responsabili del colore rosso dell’uva, prima, e di quello rosso violetto dei vini
novelli. Cio ¢ possibile anche grazie all’abbondanza di composti che reagiscono con questi pigmenti
durante la vinificazione e I’invecchiamento, per formare nuove antocianine derivate. E proprio
durante quest’ultimo processo che il vino tende a schiarirsi perché le antocianine si aggregano
formando dei polimeri poco solubili che precipitano. Durante la vinificazione, al contrario, le
molecole sono sottoposte a reazioni di ossidazione, idrolisi e condensazione, che sono le principali
cause del colore del vino, oltre che all’acidita ed allo zucchero che sono responsabili del colore
degli antociani stessi, poiché provocano uno shift batocromico (cio€ uno spostamento) per esempio
dal rosso al viola.

La concentrazione di antociani ¢, nei vini giovani, in genere superiore a 1000mg\l, mentre durante
I’invecchiamento, per i motivi sopracitati, il valore diminuisce, stabilizzandosi tra 20 e 400mg/1.

Ma quali sono gli effetti delle antocianine? Si sa che il vino puo far male, eppure studi gia effettuati
(gia dal 1892, quando A.Pick mise del vino in acqua contenente i vibrioni del colera e, dopo cinque
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minuti, la miscela risultd perfettamente potabile) indicano che apportano numerosi benefici alla
salute umana.

e —
Le antocianine del vino rosso in particolare sono efficaci per:

e [ A PROTEZIONE CARDIACA E CARDIOVASCOLARE le antocianine regolano diverse
vie biochimiche coinvolte nello sviluppo e nelle cause delle malattie cardiovascolari.

e AZIONE ANTINFIAMMATORIA stimolano la risposta del sistema immunitario contro i
patogeni e riducono le principali manifestazioni dell’infiammazione, agendo nei meccanismi
cellulari che la causano, per esempio la produzione da parte delle cellule del sistema
immunitario di citochine.

e AZIONE ANTIBATTERICA ne ostacolano la riproduzione.

e AZIONE ANTI INVECCHIAMENTO lo stress ossidativo ¢ tra le principali cause di
invecchiamento cellulare: le antocianine, grazie al loro potere antiossidante, aiutano a
contrastare e ridurre il fenomeno.

e AZIONE ANTIVIRALE puo essere inserita anche nella lotta all’ AIDS e nel settore
tumorale. Le formazioni cancerogene vengono efficacemente prevenute grazie agli agenti
antiossidanti presenti nel vino rosso.

e AZIONE ANTI TUMORALE lo stress ossidativo prolungato causa uno stato di
inflammazione cronica nelle cellule e nei tessuti, ed € ormai nota la relazione tra
inflammazione cronica e aumentata probabilita di sviluppare tumori; le antocianine, dunque,
contribuiscono anche a diminuire il rischio di cancro.

Fase pratica:

Come costruire un colorimetro “homemade™?

Per creare il nostro colorimetro abbiamo utilizzato una scatola di cartone e 'abbiamo verniciata di
nero all'interno, affinché la luce non venisse riflessa dalle pareti (fig.1).

Ad una estremita della nostra scatola abbiamo fissato, come sorgente di luce, dei led bianchi.

Al centro della scatola abbiamo posizionato una cuvetta per contenere la soluzione da analizzare.
Per evitare fenomeni di diffrazione, che porterebbero a svariati errori durante 1 calcoli, abbiamo
posizionato due pareti di cartone, distanti 5 cm 1'una dall'altra e interposte fra sorgente luminosa e
cuvetta, nelle quali abbiamo ricavato due piccole fessure allineate tra di loro, in modo tale da
selezionare solo un fascio luce parallelo diretto sul campione. Sul secondo setto ¢ stato posizionato
il filtro verde. A questo punto, per misurare l'assorbimento della luce da parte della soluzione,
abbiamo costruito un circuito elettrico (fig.3) con un fotodiodo che rilevasse la luce uscente dalla
cuvetta. Il circuito ha come componenti:




— un integrato a 14 pin LM324
— un potenziometro da Imegaohm
— un tester che fornisce valori in uscita in volt.

Come scegliere e dove reperire i componenti?

Mentre i led e i componenti del circuito sono stati semplici da trovare e sono stati acquistati in un
negozio di elettronica, il filtro e la sostanza sulla quale fare la curva di taratura sono stati piuttosto
difficili da reperire. In base ad una ricerca su Internet abbiamo scoperto che alcuni fotografi
utilizzano filtri colorati in gelatina per modificare le immagini cosi abbiamo fatto una indagine nella
nostra citta. Sapevamo che il filtro, non solo doveva essere verde, ma doveva selezionare la
specifica lunghezza d'onda assorbita dagli antociani (range fra 500nm e 530nm).

Purtroppo perd, pur avendo trovato diversi filtri con differenti gradazioni di verde, su nessuno era
indicato il valore della lunghezza d'onda.

La ricerca di una sostanza a concentrazione nota di antociani ¢ stata ancora piu difficile.

Sono in commercio infatti diversi alimenti e bevande contenenti antociani ma su nessuno ne ¢
indicato il quantitativo. Abbiamo cosi pensato di cercare una molecola caratterizzata dalla stessa
assorbanza e abbiamo trovato alcuni coloranti chimici rossi.

Si rendeva necessario misurare sia la lunghezza d'onda associata al filtro sia 1'assorbanza dei
coloranti, per questo abbiamo pensato di chiedere all'Universita di Scienze degli Alimenti di Cesena
di poter svolgere delle misurazioni con il loro spettrofotometro.

Utilizzo di uno spettrofotometro professionale: esperienza nel laboratorio di Chimica
dell'Universita

Nel laboratorio di Chimica dell'Universita di Scienze degli Alimenti, oltre a risolvere le due
incognite relative a filtro e colorante, abbiamo messo in pratica, utilizzando lo spettrofotometro, cio
che abbiamo studiato e teorizzato e abbiamo risposto a numerose domande:

Quale  pigmento  utilizzare  per
effettuare la curva di taratura?
Indagando la letteratura abbiamo scoperto
che gli antociani prevalenti nel vino,
chiamati enocianine, assorbono nella
regione del rosso fra 500nm e 530nm.
Abbiamo ricercato molecole aventi la
stessa assorbanza e analizzato diversi tipi
di coloranti con cui avremmo realizzato
una curva di taratura.

E' stato cosi selezionato il pigmento
denominato Ponceau 4R che presenta una
picco di assorbimento esattamente nella
nostra regione di interesse (fig.4).

Quanto ¢ necessario diluire il colorante?

Siamo partiti analizzando un campione di 4,6 mg disciolti in 5Sml di acqua distillata; leggendo allo
spettrofotometro tale soluzione, a 520 nm, abbiamo ottenuto valori di assorbanza massima
(A=3,000) e trasmittanza nulla (T%=0,0). Gli stessi valori sono stati ottenuti diluendo tale soluzione
di 1/2 e, successivamente di 1/6.

Infine, riducendo di 1/30 la concentrazione iniziale, abbiamo ottenuto valori significativi: A=1,211 e
T%=6,1. Partendo da questa diluizione, abbiamo costruito uno spettro di assorbimento della
soluzione cambiando, man mano, la lunghezza d’onda (aumentandola di 20nm per volta).
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Ogni misurazione ¢ stata sempre effettuata in confronto con il “bianco” ossia in relazione alla
assorbanza della sola acqua in cuvetta (solvente del colorante).

Dalla tabella dei risultati, riportata qui sotto, ¢ evidente che il valore di lunghezza d’onda alla quale
si ottiene la massima assorbanza ¢ 500 nm, mentre 640 nm rappresenta il punto di assorbanza nulla.

Lunghezza d’onda (nm ) A T%
400 0,265 54,3
420 0,332 46,5
440 0,419 38,1
460 0,658 22,0
520 1,203 6,3
540 0,850 14,1
560 0,363 43,4
580 0,069 85,3
600 0,008 98,2
620 0,001 99,4
640 0,000 100,0

Come realizzare una curva di taratura?

Partendo dalla soluzione analizzata precedentemente (con diluizione di 1/30 rispetto a quella
iniziale), abbiamo costruito la curva di taratura diluendo progressivamente sempre di 1/2 ogni
soluzione e facendo la lettura a 500 nm.

Abbiamo elaborato una curva con 5 punti. I risultati sono riportati nella seguente tabella:

Fattore di diluizione rispetto alla

soluzione madre (C=4,6mg/5ml) A T%
30 1,258 5,5
60 0,618 24,1
120 0,305 49,5
240 0,149 70,9
480 0,070 85,2

A questo punto, abbiamo calcolato le varie concentrazioni in base alla formula:
Ci*Vi=Cf* Vf

Le concentrazioni sono riportate nella tabella seguente:

Fattore di diluizione rispetto alla Concentrazione
N° Soluzione soluzione madre (C=4,6mg/5ml) (mg/ml)
1 30 0,03067
2 60 0,01533
3 120 0,00767
4 240 0,00383
5 480 0,00192




Dai dati presenti nella tabella riassuntiva che segue, dove sono riportati anche gli errori associati ad
ogni misura, per ciascuna delle due relazioni (concentrazione-assorbanza e concentrazione-
trasmittanza) abbiamo realizzato un grafico.
I1 AC ¢ stato ottenuto tramite la propagazione degli errori.

Am C AC o .
m (mg) (me) V (ml) | AV (ml) (mg/mI) | (me/ml) A AA T (%) | AT (%)
4,6 0,1 150 0,1 0,0307| 0,0007 1,258 0,001 5,5 0,1
4,6 0,1 300 0,1] 0,0153| 0,0004| 0,618] 0,001 24,1 0,1
4,6 0,1 600 0,11 0,00777] 0,00018| 0,305] 0,001 49,5 0,1
4,6 0,1 1200 0,1]0,00383] 0,00009| 0,149] 0,001 79,9 0,1
4,6 0,1 2400 0,1] 0,00192{ 0,00005| 0,070] 0,001 85,2 0,1
Grafico della relazione fra concentrazione (C) e assorbanza (A).
CA
C{mg/ml)
0,035
0,03 t
0,025
0,02
0,015 +
0,01
0,005
0 A
0 0,2 0,4 0,6 0,8 1 1,2 1,4
Grafico della relazione fra concentrazione (C) e trasmittanza (T).
C{mg/ml) CT
0,035
0,03
0,025
0,02
0,015
0,01
0,005 -
0 - T (%)
0 20 40 60 80 100
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Mentre la prima ¢ risultata chiaramente di tipo lineare (come previsto dalla formula A=¢* 1*C), la
seconda ha invece mostrato una progressione di tipo geometrico (come suggerito dalla formula
logl/T= e* 1*C).

Dalla letteratura sappiamo infatti che, quando il fascio di luce incide sulla sostanza, viene assorbito
in proporzione alla concentrazione delle molecole mentre la trasmittanza subisce un calo
esponenziale perché ogni “schiera” di molecole attraversata lascia passare ogni volta una
determinata percentuale di luce rispetto a quella trasmessa dalla schiera precedente.

Quale filtro possiede le giuste caratteristiche?
Abbiamo verificato quale dei filtri in nostro possesso fosse piu efficace nel selezionare la lunghezza
d'onda di nostro interesse (in un range ¢ incluso fra 500 e 530 nm).

Qual' ¢ I'assorbanza del nostro vino?

Per poter confrontare il valore della concentrazione che avremmo ottenuto utilizzando il nostro
prototipo abbiamo eseguito una lettura della assorbanza e della trasmittanza dello stesso campione
di vino scelto per l'indagine (Sangiovese). I dati sono riportati in tabella:

Numero soluzione Fattore di diluizione Assorbanza (A) Trasmittanza (T )
1 1 2,519 0,300
2 2 0,424 37,700

Utilizzo del nostro prototipo sperimentale.

Quali problemi risolvere prima delle misurazioni?

Nell'utilizzare il nostro colorimetro ci siamo imbattuti in diversi problemi che hanno reso il lavoro
piuttosto complesso.

Innanzitutto disponevamo di un led con poca intensitd e questo non permetteva una corretta
misurazione da parte del fotodiodo. Data la poca intensita del led, abbiamo deciso di utilizzare un
laser monocromatico verde facendo passare il suo fascio luminoso ugualmente attraverso il filtro.
Abbiamo cosi modificato lo schema dello strumento (fig.2).

In secondo luogo abbiamo riscontrato difficolta nell'allineamento dei vari componenti facendo
fatica a far si che la luce proveniente dal laser potesse passare esattamente attraverso i fori,
attraverso la cuvetta e infine fosse raccolta esattamente dal fotodiodo.

Per posizionare in modo corretto i vari elementi abbiamo usato diversi stratagemmi fra 1 quali anche
bastoncini da spiedino e supporti di cartone incollati alla scatola con colla a caldo.

Quali e quante letture effettuare?
Abbiamo provato ad effettuare due diverse misurazioni alle stesse diluizioni valutate con lo
spettrofotometro. Ogni lettura ¢ stata fatta piu volte e qui ne riportiamo la media.

Numero soluzione

Fattore di diluizione

Trasmittanza ( T )

1

1

0,276

2

2

0,291

Dopo aver convertito 1 valori di trasmittanza in assorbanza (mediante la relazione A=log1/T)
abbiamo cercato di ricavare le concentrazioni relative alle due soluzioni. Per farlo abbiamo

calcolato I’equazione delle retta ottenuta in laboratorio dal rapporto fra assorbanza e concentrazione

del colorante (assumendo valori correlati di A e C)
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eq.retta

X 1,258 0,07
y 0,0307 0,00192
y=mx+q
0,0307=1,258m+q m= 0,02423
0,00192=0,07m+q qQ= 0,000219
Numero soluzione Assorbanza (A) Concentrazione ( C: mg/ml)
1 0,559 0,013765
2 0,536 0,013209

Ci0 che noi, dalla letteratura ci attendevamo, era una concentrazione di antociani inclusa fra

30 e 1500mg/1.

Il valore di concentrazione del vino misurata con lo spettrofotometro professionale (ottenuta
inserendo i valori della assorbanza nella retta) ¢ risultata 0,052465 mg/ml ossia 52,46 mg/1.

11 valore di concentrazione dello stesso vino ottenuta con il nostro colorimetro € stata invece di
0,013765 mg/ml ossia 13,7 mg/l.

Considerazioni finali:

L'obiettivo del progetto era quello di effettuare una analisi quantitativa colorimetrica per valutare la
concentrazione di antociani presenti nel vino rosso.

Generalmente questo tipo di misurazioni si esegue con strumenti sofisticati e altamente sensibili:
spettrofotometri e colorimetri.

Con 1 pochi mezzi che avevamo a disposizione abbiamo provato ugualmente a costruire un nostro
colorimetro all'interno di una scatola da scarpe, utilizzando un filtro come monocromatore, un led e
successivamente un laser come sorgente di onde luminose e un circuito con fotodiodo per rilevare la
luce in uscita dal campione da analizzare.

Avendo potuto lavorare in parallelo anche dell'Universita con uno strumento professionale abbiamo
potuto verificare la sensibilita del nostro prototipo e capire quanto i valori ottenuti dal suo utilizzo
potessero discostarsi da quelli reali.

La differenza rilevata fra le due concentrazioni puo essere, a nostro parere, imputata a vari fattori:

— innanzitutto abbiamo ricercato molecole che sono presenti in piccolissime quantita nelle
soluzioni (ordine di mg/l);

— in secondo luogo abbiamo utilizzato un laser con una precisa lunghezza d'onda pur sapendo
che gli antociani assorbono all'interno di un range piu ampio;

— infine ci siamo basati sulla curva di taratura ottenuta con uno strumento diverso dal nostro
quindi il progetto, se avessimo avuto piu tempo, sarebbe proseguito con la realizzazione di
una seconda curva, basata sulla lettura con il nostro colorimetro.

Quello che presentiamo ¢ dunque il lavoro che abbiamo fatto fino ad oggi.

Contiamo perd di proseguire nella nostra indagine e cercare nuove strade per rendere il nostro
strumento attendibile ed utile.

Potrebbe essere interessante infatti poterlo usare per valutare non solo la concentrazione di sostanze
benefiche (come 1 nostri antociani) ma anche dannose e tossiche.... purché colorate!
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