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Riassunto

La tecnica della colorimetria tristimolo, si presta ad essere impiegata come
metodo rapido per la misura del colore delle soluzioni di antociani. Facendo riferi-
mento allo spazio colore CIELAB, nel lavoro si discutono le variazioni in funzione
del pH delle caratteristiche cromatiche L%, a*, b", C* ed h delle soluzioni di antocia-
ni, dovute agli equilibri di interconversione degli antociani tra le strutture ione flavilio,
carbinolo, base chinonica e calcone. Nel range di pH dei vini, una variazione di 0.1
unita di pH causa in una soluzione contenente 100 mg/L di antociani una variazio-
ne globale di colore AE* superiore alla soglia di percezione sensoriale. Infatti tra pH
3.0e 4.0, il AE" per unita di pH & pari mediamente a 3.56. 4.17 & 2.05 rispettiva-
mente per la malvidina 3-glucoside, la cianidina 3-glucoside e per la miscela di
antociani polimeri isolata dall'uva Cabernet Sauvignon. Il lavoro descrive inoltre la
dipendenza dei parametri L* C* ed h dalla concentrazione degli antociani in solu-
zione, e discute le condizioni opportune di misurazione per documentare il colore
di vini rossi, vini rosati, mosti muti rossi ed enocianine, adottando le appropriate
celle di misura e diluizioni in funzione della concentrazione di antociani nelle diverse
matrici,

Abstract

The tristimulus colorimetry method is particularly suitable for the quick measure-
ment of the chromatic characteristics of anthocyanins in solution. The CIELAB
color space is considered the most suitable for this purpose. The variations of the
color co-ordinates L*, a*, b*, C* and h of solutions of anthocyanins induced by the
pH value are described, which are caused by the variation of the equilibria between
the chemical structures of the anthocyanins, i.e. flavylium cation, hemiacetal, qui-
nonoidal base and open chalcone. In the pH range of wines, a variation of 0.1 unit
of pH in @ 100 mg/L solution of anthacyanins induces a color difference AE* higher
than the visual perception threshold. Indeed, the color difference AE* for 0.1 unit of
pH is in the range of pH 3.0-4.0 equal to 3.56, 4.17 and 2.05 respectively for mal-
vidin 8-glucoside, eyanidin 3-glucoside and for a mixture of polymeric pigments
isolated from Cabernet Sauvignon grape. The article describes the relationship bet-
ween the parameters L"C*h and the concentration of the anthocyanins in the solu-



tions, and suggests appropriate conditions for the measurement of the color of red
wines, roseé wines, red musts and anthocyanins, taking into account the difference
in pigment concentration in these products.

Parole chiave: antociani, colore, tristimolo, vino rosso, vine rosato, enccianing,
mosto muto rosso
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Introduzione

La colorimetria tristimolo rappresenta una tecnica ormai pienamente evoluta per
la valutazione del colore dei prodotti alimentari. Si presta a fornire con precisione
dei dati capaci di descrivere con proprieta e completezza le caratteristiche cromati-
che degli alimenti, siano essi dei solidi o dei liquidi non trasparenti, analizzati in
base alla luce riflessa, o delle bevande limpide, che vengono valutate in base alla
percentuale di luce trasmessa. Anche grazie alla disponibilita di strumentazioni
dedicate, da banco o portatili, di costo relativamente moderato e di facile e rapido
utilizzo, la tecnica della colotimetria tristimolo si & guadagnata una posizione di rilie-
VO in numerosi settori dell'industria alimentare.

Sorprendentemente, si riscontra invece che il settore enologice non e stato
finora recettivo a questo sviluppo delle tecniche di misura del colore. Infatti, in que-
sto settore, la ricerca di metodi di riferimento capaci di restituire valor descrittivi
rigorosamente corretti ed internazionalmente normati & rimasta relegata da svariati
anni nelle discussioni degli organismi internazionali, e nonostante siano apparse
nella letteratura tecnico-scientifica diverse ed interessanti proposte applicative
[Ayala.et al., 1997; Bosso et al, 1999; Cagnasso, 1997: Cruz Ortiz et al., 1995
Heredia, 1995 e 1997; Kreuz, 1998; Neguerela et al., 1995; Piracci, 1994: Soares,
1998], nei laboratori enoclogici italiani ed esteri si continuano a valutare | prodotti
enologici quasi esclusivamente sulla base di metodi sempilificati basati su spettro-
fotometri analitici a trasmissione. | vini rossi vengono solitamente valutati in base
alle misurazioni di assorbimento alle lunghezze d’onda di 420, 520 e 620 nm, indi-
viduate come descrittori delle componienti percepite dall'osservatore come colora-
zione “gialla”, "rossa” e “blu” rispettivamente, secondo formule diverse proposte da
vari autori [Sudraud, 1958; Di Stefano e Cravero, 1989; Glories, 1978 e 1984]
mentre per quanto riguarda i bianchi ed i liguorosi si effettua una unica lettura a
420 nm, che viene approssimativamente ricondotta alla intensita della componente
“gialla” senza fornire alcuna indicazione sulla tonalita del colore del vino.

La tecnica di colorimetria tristimolo si presta pienamente a sostituire, quale
metodo rapide di uso quotidiano, le attuali metodiche semplificate, avendo il van-
taggio evidente di fornire, in un tempo minore, una descrizione del colore pili com-
pleta ed accurata, e di immediata comprensione.

Per una appropriata introduzione di questa tecnica nel settore enologico, &

importante discutere alcuni elementi che sono. alla base della interpretazione del

colore delle soluzioni antocianiche, relativamente a quelle proprieta che hanno
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influenza diretta sulle condizioni di misura e sulla interpretazione del dato.

Sara inoltre di aiuto richiamare brevemente la deserizione della tecnica, non con
finalita di ripetere testi ben pili completi sotto il profilo teorico, ma per far emergere
il parallelismo tra | concetti di intensita colorante e di tinta, di uso corrente in enolo-
gia, ed i parametri forniti dalla tecnica colorimetrica, ed evidenziare coms una
transizione concettuale dalle metodiche correnti a quelle in uso nella colorimetria
tristimolo richieda infatti all'enologo uno sforzo modesto.

Verranno infine brevemente discusse delle possibili condizioni applicative della
tecnica di misurazione del colore di prodotti enologici quali vini rossi e rosati, eno-
cianine, & mosti muti rassi, in cui la caratteristica cromatica rappresenta uno degli
elementi base di valutazione qualitativa e di formazione del prezzo.

Materiali e metodi

1. La misura del colore.
a. La strumentazione.

Le misurazioni del colore sono state effettuate con un colorimetro tristimolo
Minolta Chroma Meter CT-310. L'illuminante utilizzato & di tipo C (luce diurna),
temperatura di colore equivalente di 6774 °K, con.osservatore standard 2° GIE
1931. La sorgente & una lampada Xeno pulsata ad alta intensita che illumina il
campione in modo diffuso ed uniforme. Sono state usate due diverse celle di vetro
ottico; una di percorso ottico di 2 mm (per la misura diretta di vini rossi) ed una con
percorso ottico di 10 mm (per la lettura diretta dei vini rosati e, con opportuna dilui-
zione, per rossissimi ed enocianing).

La luce trasmessa dal liquido contenuto nella cella, viene rivelata da un fotorive-
latore prefiltrato, composto da tre elementi al silicio. Dal momento che si tratta di
uno strumento a doppio raggio, oltre al raggio principale che attraversa il campione
viene monitorata, su un percorso ottico paralielo, la luce emessa dalla sorgente
attraverso una seconda batteria di fotorivelatori (raggio di riferimento).

Le fotocellule convertono la luce in corrente elettrica, la cui intensita & propor-
zionale all'intensita di luce trasmessa dal campione. Questo segnale analogico vie-
ne poi convertito in segnale digitale e da esso vengono determinati i valori tristimo-
lo (X, Y, Z) ed esegue i calcoli necessari per ricavare | dati equivalenti dei vari spazi
di colore (La"b", L*C’h). Questi dati vengono automaticamente salvati in memoria,
visualizzati su un schermo LCD e stampati da una stampante termica.

b. Condizioni di misura

Lo strumento é stato calibrato con acqua distillata prima di ogni sessione di
misura ed a ogni cambio della cella del campione. Nel caso di prodotti enologici
concentrati, si effettua un bianco anche con il tampone utilizzato per fe diluizioni. Le
celle usate sono state avvinate accuratamente tra un campione e l'altro con una
parte del campione successivo, in modo da non avere influenze del campione pre-
cedente. Prima di ogni sessione di misure la cella & stata lavata prima con alcool
etilico a 96° e poi con acqua distillata per procedere alla calibrazione,
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Le misurazioni sonc state effettuate immediatamente dope la preparazione de|
campione (nel caso di soluzioni sintetiche) o venti minuti dopo la preparazione (nel
caso di enocianing),

Gampioni torbidi sono stati filtrati con un filtro a cartuccia monouso a 0,45 um
per eliminare ogni tipo di solidi sospesi, che possono disturbare una misura esatta.

¢. Espressione dei dati

Gli spazi colorimetrici si basano in genere su tre grandezze derivate definite
come segue:

* La lungheZza d'onda dominante della tinta o tonalita definisce una luce o un
colore come "rosse”, “verde”, “azzurro” ecc. |'azzurro qui corrisponde per defi-
nizione alla lunghezza d'enda di 400 nm, il verde a 520 nm ed il rosso a 700 nm
[Salinas et. al. 1992].

¢ Purezza (o0 saturazione, usata quando la purezza non & definibile numericamen-
te) indica, invece, di quanto la tinta pura & diluita col bianco. | colori spettrali o le
luci monocromatiche hanno purezza massima (100%), mentre il bianco ha
purezza zero. Il colore rosa, ad esempio, € un rosso con Una purezza del 50%.

* La brillanza o luminanza, infine, indica la diversa intensita di luce, owero di
quanto la tinta & diluita con il nero,

Lo strumento da noi impiegato fornisce il risultato in piti spazi di colore diversi
quali CIE 1931 Yxy, L*a"b", L'C*h, e XYZ.

Lo spazio di colore detl sistema di misura CIELAB, che oggi rappresenta uno dei
modelli pit usati, & fondamentalmente basato sul concetto di tre coppie di sensa-
zioni opposte (giallo vs. blu, rosso vs. verde, bianco vs. nero) ed & derivato dall’in-
terpretazione di Hering sul tipo di codificazione del segnale inviato dai fotorecettori
al cervello. Secondo questa teoria un colore non pud essere contemporaneamente
rosso e verde oppure giallo o blu, invece put derivare dalla coesistenza del rosso e
del giallo come nell'arancione, o del blu e del rosso come nel porpora. [Cagnasso,
1997].

Le coordinate cromatiche a* e b* descrivono ognuna due colori opposti: a*
esprime nei valori positivi il livello di rosso contenuto nel colore, mentre in quelli
negativi il livello di verde; analogamente b* & legata al giallo e al blu. L'attributo
acromatico del colore & definito dalla luminanza (L*), il suo valore varia da zero
(nero) a 100 (bianco). L'asse di valori di luminanza & perpendicolare al piano cro-
matico a* b* e passa per I'origine delle assi. [Cagnasso, 1997].

Il modello CIELAB & una buona base per qualsiasi tipo di misura tristimolo. L'in-
dicazione del colore & perd lontana dal modo di ragionamento umano. A questo si
adegua di piti il modello L*C*h, il quale, invece delle coordinate a* e b*, usa delle
coordinate cilindriche: h e C*. Il sistema di parametri L*C*h & quelio che concettual-
mente piu si avvicina alla terminologia impiegata dalle metodiche rapide di uso cor-
rente nella maggior parte dei laboratori di enologia. La f definisce la tinta (hue)
mentre la C* il chroma; esse sono correlate rispettivamente ai termini percettivi tin-
ta e saturazione. [Cagnasso, 1897].

Una grande importanza per | nostri studi ha perd anche il sistema L*a*b*, che
forma la base per il sistema L*C*h, che fornisce informazioni equivalenti ed utilizza-
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bili per il calcolo delle differenze di colore. Per |'espressione di queste differenze

sono state usate due grandezze; la AE® esprime la variazione globale del colore,

non indicando pero la direzione del cambiamento, mentre la Ah” esprime il cambia-
menta di tinta. Il segno del Ah™ viene dato arbitrariamente: se la variazione della tin-
ta h e positiva (il campione diventa pit giallo), anche il segno del Ah* sara positivo.
Se, invece, la variazione della tinta € negativa (il campione diventa pit blu), allora
anche il segno del Ah* sara negativo.

2. Esperimenti riguardanti if colore delle seluzioni di antociani 5
a. Gli antociani studiati.

Sono stati utilizzati guattro tipi di antociani, dus standard ultrapuri, malvidina 3-
gluceside (Extrasynthese) e cianidina-3-glucoside (Polyphenols Laboratories As) e
due miscele complesse, una miscela di antociani monomeri a titelo noto ed una
miscela di antociani polimeri, entrambe ottenute da uva della varieta Cabernet Sau-
vignon ed isolate presso il nostro laboratorio.

Questi ultimi preparati sono stati ottenuti con complesse tecniche preparative.
Dopo la estrazione a freddo con metanolo da bucce di uva Cabernet Sauvignon
raccolta alla maturazione, gl antociani vengono scambiati in acqgua e purificati dalle
frazioni apolari mediante estrazioni sequenziali con esano (1 estrazione) e con ace-
tato di etile (3 volte). Quest'ultima estrazione elimina completamente | flavonoli ma
anche una parte degli esteri p-cumarici degli antociani. La frazione acquosa priva
di solventi, viene quindi assorbita su resina Polyclar SB100 (BOH). La resina viene
tavata con H:0 per eliminare il materiale idrofilo, si eluiscono completamente tutti
gli antociani monomeri con la miscela etanolo/acqua/acido formico (85:45:1). Que-
sta frazione viene concentrata, neutralizzata e purificata su resina Sephadex LH 20
eluendo gli autociani monomeri con etanolo, e cristalizzandoli con etere etilico (del
tipo stabilizzato con garza di rame). Infine, si raccoglie dalla SB 100 la frazione
antocianica contenente i cosiddetti “antociani polimeri” per eluizione con acido for-
mico 85%:. Una volta eliminato I'acido formico per evaporazione, il deposito di que-
sta ultima frazione viene riprese con la minima quantita di acido formico concentra-
to ed etanolo assoluto, e gli antociani polimeri vengono cristallizzati con etere etili-
€O e recuperali per filtrazione su membrana da 0.22 micron.

b. Colore e pH

L'effetto del pH & guello che pil macroscopicamente influenza il colore del vino
rosso ed in generale delle soluzione antocianiche. In questo articolo si sono volute
descrivere in dettaglio le variazioni di colore dipendenti dal pH su delle soluzioni
modello contenenti tre diversi tipi di antociani in una concentrazione di 100 mg/L:
cianidina 3-monoglucoside, malvidina 3-mohoglucoside, miscela di antociani poli-
meri dell’'uva Cabernet Sauvignon. Per ciascun composto sono state preparate
sette soluzioni tampone scalate di una unita di pH nel range 1.0 — 7.0, utilizzando
opportune miscele descritte in tabella 1.
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Tab. 2: Composizione del mix di antociani monomeri purificati da uve di Cabermet Sauvignon usati per lo studio della relazione colore-concentrazione,
di un mosto rosso, e di alcuni campioni commerciali di enocianina (area HPLC percentuale a 520 nm).
Tab. 2: Composition of the mixture of monomer anthocyanins isolated from Cabernet Sauvignion grape, which have been used to measure the rela-
tionship between color and concentration, of a sample of red must, and of a sampling of enocyanin powder from the market (percentage of the

HPLC area 520 nrm).

miscela mosto

antociani muto

standard oS50

standard red must snocanina i polvere

mixture of stabilized ‘enocyanin, powder

free by 80=

anthacyaning
composto - compound
delfinidina 3-glucoside 11.89 19,14 855 843 834 2202 1706 2086 20233 1971 1841 15,11
cianidina 3-glucoside 1,94 388 M4t 181 j8Er 283 203 413 399 262 2,84 2,60
petunidina 3-glucoside 13,88 1288 1259 1144 1245 1824 1809 1450 1509 1813 1486 15189
peonidina 3-glucoside G.26 6,34 16968 7,38 1784 585 619 608 575 4,85 8,88 8,03
malvidina 3-glucoside 47,18 28,09 B889:80 40,77 4257 -31389 4281 2913 3081 3845 4185 41,19
deffinidina 3-glucoside acilata 215 428 019 032 014 184 011 2,75 208 288 1,70 1,94
cianidina 3-glucoside acilata 0,24 218 0588 038 0148 062 087 1,00 0,97 045 0,80 0,69
patunidina 3-glucoside acilata 221 308 08 132 034 308 359 2,38 251 805 1,80 2,34
peonidina 3-glucoside acilata 1,24 080 028 041 028 062 0869 0,83 QB8s - 1,00 0,45 3,64
malvidina 3-glucoside acilata 7,49 7,56 145 &34 138 480 1,88 4,71 484 527 4,04 5,34
deffinidina 3-glucoside p-cumarata 0,12 268 03F &8 028 1864 25 338 302 0864 1,25 1.38
cianidina 3-glucoside p-cumarata 0,03 0,32 049 €78 088 047 038 1.00 [ B e T 0,15 9,20
petunidina 3-glucoside p-cumarata 0,40 1,97 036 3383 033 308 1,30 2,67 2,16 0,68 0.95 0,92
peonidina 3-glucoside p-cumarata 017 122 073 241 0B B4 065 1,628 181 032 0,80 Q72
malvidina 3-glucoside p-cumarata 1,86 609 1,99 1472 154 266 299 492 48B4 168 3,49 3,76
antociani liberi totali (1) 1,21(2) 112,41 21,95101,15 2561 18,41 24,00 17,56 46,89 20,05 34,62

nota (1) = come malvidina 3-monoglucoside, HPLC, 520 nm, g/kg
note (1) = as malvidin 3-glucoside, HPLC, 520 nm, g/kg

(2) = come sopra, g/l
(2) = as above, g/L




d. Enocianine e mosti muti rossi.

Sono state campionate dieci enocianine in polvere, sia commerciali che da sin-
goli lotti di lavoraziong, ottenute da diverse ditte produttrici e rappresentative sia di
prodotti freschi appena preparati che di prodotti sottoposti a stoccaggio, ed inol-
tre, durante la vendemmia 1999, sono stati ottenuti una serie di 13 mosti muti rossi
del commercio. Questi campioni sono stati utilizzati per valutare i livelli di pigmenti
tipici di guesti prodotti del settore enologico, attraverso alcune caratterizzazioni
analitiche. Le misure spetirofotometriche sono state condotte con uno spettrofolo-
metro Hitachi U-2000, le analisi degli antociani totali sono state effettuate con il
metodo di Di Stefano et al. [1989), quantificando il risultato in g/L o g/kg per liquidi
e solidi rispettivamente, utilizzando il fattore di estinzione: molare medio secondo
Gloties (e=18800), secondo le condizioni dettagliatamente descritte in Rigo et al.
[2000]. Le misure degli antociani liberi per HPLC sono state effettuate mediante
separazione su colonna in fase inversa Purospher RP18, 250x4 mm (Merck) e
guantificazione a 520 nm con il metodo descritto da Mattivi [1997], esprimendo il
dato come malvidina 3-glucoside cloruro, g/L o g/kg per liquidi e solidi rispettiva-
mente. L'identificazione dei picchi & stata fatta come da Castia et al. [1992].

Risultati e discussione

a, Colore e pH.

|'effetto del pH sul colore dei vini rossi e stato studiato misurando in cella da 10
mm, nelle stesse condizioni di misura ritenute ottimali per i vini rosati, soluzioni
acquose al 10% circa di etanolo, alla concentrazione di 100 mg/L dei tre tipi di
antociani. Questi sono stati scelti in modo da essere rappresentativi di tre diverse
classi di coloranti dell'uva: la malvidina 3-glucoside (antociang trigostituito, come la
delfinidina 3-glucoside e la petunidina 3-glucoside), la cianidina 3-glucoside {anto-
ciano disostituito, come la peonidina 3-glucoside) ed infine una soluzione di anto-
ciani polimeri, purificati da uva della varieta Cabernet Sauvignon. Riguardo a que-
st'ultima frazione, la tecnica di preparazione da noi sviluppata & simile nel fraziona-
mento finale alle metodiche di frazionamento nel vino degli antociani liberi dai pig-
menti rossi costituiti da combinazioni tra antociani e tannini [Glories, 1978]. E’ stato
necessario sostituire I'eluente per gli antociani liberi con una miscela piu forte,
rispetto alla miscela di EtOH-H20-HCI 70-30-1 proposta da Glories, per ottenere
I'eluizione completa di delfinidina e cianidina 3-glucosidi. Quello che importa sotto-
lineare & che la frazione da noi isolata e definita di “antociani polimeri” in guanto
esente da antociani monomeri, ed avente caratteristiche cromatografiche analoghe
alla frazione di pigmenti combinati tannini-antociani descritti da Glories, & presente
come tale nelluva di Cabernet Sauvignon dove 'abbiamo stimata rappresentare
una quota molto elevata, da un terzo a meta degli antociani totali. In guesto lavoro
si presenta la descrizione delle caratteristiche cromatiche anche di guesta frazione,
it che permette di stimare quale contributo essa pud apportare al colore del vino,
qualora dovesse essere estraibile dalle uve durante la vinificazione.

Le soluzioni idrealcoliche sorio state tamponate ai diversi valori di pH. Nel range

tra 3 e 4 s & utilizzato un tampone a base di acido tartarico, per ricostruire condi-
Zioni similari al vino. La concentrazione di antociani preparata e al livello superiore
del campo dei rosati, vicino all'inizio del campo dei valori dei vini rossi, per cui le
indicazioni qualitative ottenute dovrebbero dare indicazioni valide per entrambi i tipi
divino.

Si & studiato il range di pH da 1 fino a 7, al fine di capire 'andamento comples-
sivo, che & dovuto alla presenza delle diverse forme strutturali delle antocianine,
presente ciascuna in proporzione variabile in funzione del pH (figura 1). Le misure
sono state ottenute su soluzioni preparate di fresco, in guanto per pH superiori a 6
le antocianine sono instabili e le relative misure non attendibili. Interessa discutere
le variazioni nel range tra pH=3 e pH=4, le sole di interesse enologico.

base chinonica
(bluastra)

catione flavilio (rosso)

CH

e \ H,O/-H"
; H

i carbinolo pseudobase
(incolore)

OH

Calcone (incolore)

Fig. 1: Principali forme in cui una antocianina (nell'esempio, la deffinidina) & presente, in percen-
tuall dipendenti dal pH (sonc omesse per semplificazione le forme ionizzate delia base chi-
nonica e l'isomeria trans-cis del calcone).

Fig. 1: Main chemical structures of an anthocyanin (in the example, delphinidir), whose concen-
tration are depending on the pH-value. (simplified diagrarm, ionized quinonoidal bases and
cis chalcon are not shown).
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Malvidina 3-gluceside.

Le variazioni cromatiche sia della tinta che dell'intensita colorante determinate
dal pH sono evidenti nella fotografia descrittiva della prova (figura 2). La correlazio-
ne tra la variazione di L" e quella di C* per la malvina {figura 3) & lineare nel range di
pH tra 1 & 4: all'laumentare del pH aumenta grandemente il valore di L* mentre
diminuisce il valore della C”, il che corrisponde ad un colore pilt chiaro e di minor
grado di purezza. La variazione di h con L* & abbastanza lineare tra pH 1 e 4,
come pure la variazione di h con C*. Al diminuire della intensita del colore, la h
diminuisce, ossia si sposta da valori positivi nel campo del rosso a valori negativi,
per l'aumentare della componente blu. Questi risultati sono in perfetto accordo con
la diminuzione all’'aumentare del pH della concentrazione della forma colorata in
rosso (catione flavilio) per trasformazione nelle forme incolori della malvina (carbine-
lo & calcong) ed in parte nella forma colorata in blu (base chinonica). La differenza
globale di colore AE™ tra pH 3 e 4 & di ben 35,6 mentre quella di A~ & di -6.8
(tabella 3). Data la buona linearita delle relazioni tra le tre coordinate niel campo di
pH dei vini, si puo guindi assumere una varazione globale di colore AE* = 3,56 per
ogni variazione di pH di 0.1 unita. :

Tenendo conto che una variazione di 1 unita di AE" & considerata percepibile
dall'occhio umano [Ayala et al., 1996], si puo evidenziare come ogni intervento tec-
nologico sul pH del vino abbia conseguenze estremamente rilevanti per i vini rosati
O rossi.

Cianidina 3-glucoside.

Gli andamenti della cianina (figura 2) sono qualitativamente molto simili a quell
della malvina, ma le variazioni sono maggiormente percepibili sia visivamente (figu-
ra 4) che numericamente (tabella 3). In questo caso, i valori di L* e C* di soluzioni a
pari concentrazione di cianina o di malvina sono maolto vicini nel range dipH tra 3 e
4, mentre invece si misura una grande differenza dei valori di h, molto pili elevati
per la cianina. A pH=3, la cianina a 100 mg/L presenta un h=385,1 contro h=98.8
della malvina, mentre a pH=4 le differenze sono meno marcate, con la cianina che
presenta h=10.5 e la malvina h= -1.5. Si evidenziano guindi un rosso con tonalita
pit gialla per fa cianina, antociano disostituito, e pitl bluastra per la malvina; anto-
ciano trisostituito. Sulla base della similarita di comportamento spettrale degli anto-
ciani con lo stesso grado di sostituzione dell’anello B, le differenze di caratteristiche
cromatiche tra cianina e malvina sono estendibili qualitativamente agli antociani di-
e tri-sostituiti rispettivamente, gquindi ad esempio ai vini Nebbiolo, Schiava, Mosca-
to rosa (prevalenza di antociani disostituiti) che hanno un colore con una compo-
nente piu gialla rispetio a Teroldego, Marzemino, Cabernet e Merlot (prevalenza di
antociani irisostituiti) [Mattivi et al., 1988].

Dal punto di vista guantitativo, la differenza globale di colore AE* trapH 3e 4 &
di ben 41,7 mentre quella di Ah* & di -14.5 (tabella 3). Data la buona linearita delle
relazioni tra le tre coordinate nel campo di pH dei vini, si pud quindi assumere una
variazione globale di colore AE* = 4,17 per ogni variazione di pH di 0.1 unita.

MV-4 MV-5 MV-6 MV-7

CY-1 CY-2 CY-3 CY-4 CY-5 CY-6 CY-7

Pol - 1

Fig. 2: Variazione del colore degli antociani tra pH=1.0 e pH=7.0. Soluzioni acquose, 100 Bm\_!
9.6% alcool, tamponate ai valori di pH come da didascalia, MV=malvidina 3-glucoside,
CY=clanidina 3-glucoside, POL=antociani polimeri dell'uva Cabernet Sauvignon.

Fig. 2: Changes in the color induced by the pH value in the range 1.0-7.0. Buffered aqueous solu-

" tions, 100 mg/L, 9.6% ethanol, MV=malvidin 3-glucoside, CY=cyanidin 3-glucoside,
POL=polymeric pigments of Cabernet Sauvignon grape.
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Fig. 3: Spazio L*C*h per soluzioni 100 mg/L della malvidina 3-glucoside a diversi valori di pH.

Fig. 3: L"C*h space for malvidin 3-glucoside solutions, buffered at different pH-values.

Tab. 3: Misura del colore degli antociani tra pH=1.0 & pH=7.0. Soluzioni acquose. 100 mg/L.,
9.6% alcool, tarmponate ai valor.di pH come da didascalia, MV=mabidina S-glucoside,
CY=cianidina 3-glucoside, POL=antociani polimeri dell'uva Cabernet Sauvignon. Cella da
10 mm. Differenze di colore misurate tra ogni intervallo di una unita di pH.

Tab. 3. Measure of the color of anthocyanin solutions, induced by the pH value in the range 1.0-
7.0. Buffered agueous solutions, 100 mg/L, 8.6% ethanol, MV=malvidin 3-glucoside,
CY=cyanidin 3-glucoside, POL=polymeric pigments of Cabernet Sauvignon grape. Opti-
cal cell path: 10 mm. Color differences are measured between each pH-value ang the
previous one.

valor fristimolo - trstimulus values

antociano -
anthocyanin  pH - pH-value  L* a’ B e h dE* dH”
1,0 5348 71,10 5484 8979 376
2,0 5548 69,85 4847 8501 34,7 6,8 44
3.0 70,11 52683 947 5342 98 453 290
Bl 4,0 8436 2155 -060 2155 -15 356 6,8
dm o) 50 8375 17,13 -407 1780 -183 87 4.0
= m = m 6.0 80,20 1395 -214 1411 -B6 5,1 1.3
EBED 7.0 4645 1508 -1,34 1513 50 338 0.9
1.0 6573 59,49 7657 9696 52.2
2.0 66,54 57,95 7185 9191 51,0 55 20
3,0 7329 4683 3293 5724 351 408 -199
& b 4.0 8663 2012 376 2046 105 417  -145
m m £ ,m 5,0 8836 1554 059 1555 2.1 5,8 2.6
€ m mm 6.0 87,30 11,35 095 11,38 47 43 05
50D 7.0 5571 2858 947 3006 1838 370 43
1,0 6086 61,81 1596 6383 144
2.0 64,49 5566 1063 5666 107 8.9 3.9
3.0 7614 32148 -0,18 3218 -03 284 8.3
4,0 gs97 1820 S182 4342 ip7. 295 e
g=t m 50 8411 984 -384 1056 -212 4.0 28
SEEE 6,0 8153 600 -524 7,96 -421 48 32
SREE 7.0 7512 279 652 7,09 -B69 7.3 33

Antociani polimeri.

Si & sottoposta alla stessa prova anche una miscela di antociani polimeri, purifi-
cati, da uve di Cabernet Sauvignon dove sono presenti in quantita simile a quella
degli antociani liberi. Gli antociani polimeri del Cabernet S. hanno caratteristiche
cromatiche abbastanza simili, visivamente, a quelle della malvina, con una minore
purezza di colore (in particolare, valori minori di C*) e spostati verso tonalita ancora
pitl bluastre, con valori di h inferiori (figura 2). L"andamento nei confronti del pH si
differenzia da quello degli antociani liberi nel range tra 5 e 7 (vedi grafico C*h figura
5). Nel campo tra 1 e 4 presentano invece delle variazioni lineari di tutti i parametri
cromatici, la differenza globale di colore AE* trapH 3 e 4 & di 20.5 mentre quella di
Ah™ é di - 2.7 (tabella 3). Data la buona linearita delle relazioni tra le tre coordinate
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Fig. 4: Spazio L'C*h per soluzioni 100 mg/L della cianidina 3-glucoside a diversi valori di pH.
Fig. 4; L*C*h space for cyanidin 3-glucoside solutions, buffered at different pH-values.
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nel campo di pH dei vini, si pud guindi assumere una variazione globale di colore
AF™ = 2,05 per ogni variazione di pH di 0.1 unita. Questa variazione indotta dal pH
& meno vistosa di quella degli antociani liberi, ma € ancora ben percepibile e pro-
babilmente pit simile a guella riscontrabile nei vini, dove la maggior parte degli
antociani & in forma combinata, fatta ovviamente eccezione per i vini molto giovani.
Sostanzialmente, fatta salva una certa minore reattivita, la frazione di pigmenti poli-
merici si comporta quindi in mariera non molto dissimile da gquella dei rispettivi
monoemeri, indicando che si tratta effettivamente di pigmenti antocianici con una
struttura sufficientemente simile a quella del monomeri da permettere loro di sotto-
stare ad analoghe reazioni di interconversione in funzione del pH.

b.Colore e concentrazione degli antociani,

L'effetto prodotio dal variare della concentrazione degli antaciani sul colore del
vino & stato studiato in soluzioni idroalcoliche simil-vino di antociani, con 5 g/L di
acido tartarico e tamponate a pH=2.5 con NaOH. Si & utilizzato un preparato con-
sistente della miscela di antociani liberi, precedentemente purificata dall’uva
Cabernet Satvignon. Per condurre una misura efficace, la cella ottica deve essere
scelta in modo da permettere una lettura di valori di L* idealmente tra 20 ed 80,
comungue lontana dai valori estremi, € per quanto possibile in condizioni tali da
avere relazioni (in particolare L* verso C”) non troppo lontane dalla linearita.

Si sono studiati due set di psservazioni, uno ottenuto in cella da 2 mm, relativo
a soluzioni nel range 100-1000 mg/L, per coprire il campo di concentrazioni dei
vini rossi, ed un altro misurato in cella da 10 mm, scelto nel campo delle concen-
trazioni proprie dei vini rosati, con concentrazioni di antociani variabill nel range 10-
250 mg/L.

Campo del vini rossi.

Le caratteristiche cromatiche variano in maniera tra loro strettamente correlata:
all’laumentare della concentrazione diminuisce la L* ed aumenta la C*, con un
andamento non troppo lontano dalla linearita, descritto perfettamente da una inter-
polazione polinomiale di 2° grado (fig. 6a). Il campo di misura di L* € compreso tra
50 e 90 per i valori tipici dei vini rossi, confermando che gueste condizioni di misu-
ra Sono appropriate per una lettura ottimale, situate nel campo di maggiore lineari-
ta della curva L*-C* descritto dalla letteratura [Van Buren et al., 1974].

| valori della A diminuiscono all’aumentare della L*, con un andamento ben
interpolato da una polinomiale di 2° grado. Anche in questo caso si conferma che il
campo di lettura individuato copre tutta la parte centrale (guella maggiormente
lineare) della curva L*-h descritta dalla letteratura [Van Buren et al,, 1974].

Dopo avere accertato gli andamenti per | parametri che descrivono la “intensita”
del colore, & opportuno verificare anche la variazione delle caratteristiche pil stret-
tameénte legate alla percezione della tinta, ossia le variazioni nel piano C*-h. All'au-
mentare della concentrazione degli antociani, aumenta sia la purezza del colore C7,
che la tinta h. Quest’ultima aumenta in maniera molto pit che lineare, interpolabile
molto bene con una polinomiale del 3° grado. In accordo con guanto riportato dal-
la letteratura, si passa da valori pit violetti-bluastri delle soluzioni diluite (con valori
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yanins, in the concentration range typical for the red wines (optical cell path= 2 mm).



di h negativi o prossimi allo zero) verso valori pit verso il rosso (con valori di h intor-
noa 10 per 1 g/L) per le soluzioni molto concentrate di antogiani. Questo pud
essere interpretato come un effetto di copigmentazione, favorito dall’aumentare
della coneentrazione, degli antociani con se stessi, con un effetto stabilizzante sulla
forma ione flavilio rossa a scapito della forma base chinonica, e conseguente
aumento della purezza del colore che si sposta verso tonalita pit rosse € meno
bluastre.

Le variazioni tra | parametri cromatici L*C*h (figura 6b) e la concentrazione
assurmono un aspetto particolarmente interessante, per I'utilita che possono avere
per la valutazione dei prodotti enologici. In particolare, si osserva che nel range del-
le concentrazioni antacianichie dei vini rossi, il parametro acromatico L*, stretta-
mente collegato alla chiarezza o luminosita del colore percepito, ad un aspetto
quindi eminentemente guantitativo, & molto ben correlato ed in mode lineare, alla
concentrazione degli antociani.

Anche il parametro cromatico C* @ correlabile con la concentrazione, ma in
questo caso I'andamento € meno lineare e sostanzialmente ricalca le relazioni
sopra descritte: all'aumentare della concentrazione aumenta la purezza C* in
maniera pit che lineare. Aumenta paralielamente anche il valore di A, in una manie-
ra impercettibile alle basse concentrazioni, per diventare marcatamente visibile per
i prodotti con alta concentrazione di antociani, sopra ai 500 mg/L.

Camypo dei vini rosaty.

Le misure delle soluzioni simil-vino con concentrazioni antocianiche tipiche dei
vini rosati, sono state condotte in cella ottica da 10 mm (figura 7). Le relazioni
osservate ricalcano esattamente quelle appena sopra descritte per i vini rossi, con
una particolarita: le soluzioni alle concentrazioni pitl diluite, sotto ai 25 mg/L di
antociani, presentano valori di L* superiori a 95 e cadono quindi nella zona dove |
valori di h invertono il loro andamento [Van Buren et al., 1974]. In questo caso,
mentre gli andamenti L* vs. concentrazione e C* vs. concentrazione risultano ben
interpretabili, anche se non esattamente linear, in tutto il campo di concentrazioni
studiato, il grafico h vs. concentrazione presenta un andamento che si inverte a
concentrazioni inferiori ai 26 mg/L: al di sopra di tali valori, a differenza di quanto
visto per i vini rossi, la relazione appare abbastanza vicina alla linearita. Nel range
100-250 mg/L comunque, si pud osservare una variazione pressoché lineare di
tutti e tre i parametri L*,C* ed h con la concentrazione.

¢. La conduzione delle misure del colore dei prodotti enologici.

Le osservazioni condotte nei punti precedenti ¢ci permettono di confermare che
sostanzialmente il colorimetro tristimolo puo essere utilizzato per la lettura diretta
del colore dei vini rossi e rosati, previa solo filtrazione in caso di prodotti non com-
pletamente limpidi, ed utilizzando una cella di lettura di 2 mm per i vini rossi e di 10
mm per i vini rosati. Per una interpretazione generale delle variazioni attese per le
tre caratteristiche cromatiche L*C"h al variare delle concentrazioni, si possono age-
volmente estendere le considerazioni a commento delle figure 6 e 7, rispettivamen-
te per i vini rossi e per i vini rosati, mentre una stima delle variazioni dipendenti dal
pH si puo fare in base ai dati di tabella 3, figg. 3-5, e relativa discussione, in parti-
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Fig. 6b: Correlazione tra le singole caratteristiche cromatiche L*C*h e la concentrazione di anto-
ciani, nel campo di concentrazioni tipico dei vini rossi (cella da 2 mm).

Fig. 6b: Dependence of the chromatic values L'C*h from the concentration of the anthocyanins,
In the conceniration range typical for the red wines {optical cell path= 2 mm),
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Fig. 7: Correlazione tra le singole caratteristiche cromatiche L"C*h e la concentrazione di antocia-
ni, nel campo di concentrazioni tipico dei vini rosati (cefia da 10 mim).

Fig. 7' Depenidence of the chromatic values L"C"h from the concentration of the anthocyanins, i
the concentration range typical for the rosé wines (optical cell path= 10 mmj.

colare per i vini giovani. Per i vini invecchiati, dove aumenta la presenza di pigmenti
polimerici misti ad elevato peso molecolare, le variazioni con il pH saranno forte-
mente attenuate,

Per guanto riguarda la lettura degli altri derivati erologici, i mosti:muti rossi e l'e-
nocianina, dobbiamao fare riferimento ad alcuni valori su campioni reali ottenuti nel
nostro laboratorio, dato che non esistono in letteratura dati compositivi recenti di
questi prodotti. In particolare per I'enccianina, un estratto antocianico concentrato
prodotto dalle uve rosse e commercializzato in ltalia fin dal lontano 1879, per trova-
re delle descrizioni compositive occorre consultare | dettagliati lavori di Garoglio
[1973] e Cappelleri [1981], mentre una breve descrizione delle tecniche di prepara-
zione @ riportata nel testo di Mazza e Miniati [1993]. Per guanto riguarda invece |
vini rossissimi, degli utili dati di riferimento sono reperibili da Margheri et al [1977].

Si ritengono maggiormente idonee per la misura le condizioni che permettono
di leggere in cella da 10 mm, quindi prima di fare la misura occorre diluire, facendo
un paio di misure a diluizioni progressive, per arrivare ad awvicinarsi ad una zona
ristretta entro il range di concentrazione corrispondente a 100-250 mg/L di anto-
ciani, ossia valori di L* 60-80 & di C* 40-70, In questa zona (figura 7). tutti e tre i
parametri cromatici variano in maniera quasi lineare, per cui & abbastanza facile
otteniere dei valori interpretabili. Nel caso dei mosti muti rossi abbiamo rilevato nella
campagna 1999 valori medi di antociani totali, misurati spettrofotometricamente,
variabili tra 1149 e 5863 mg/L, media 2909 mg/L, siamo quindi in un campo che si
trova circa un ordine di grandezza sopra a quello del vini rosst. Si consiglia quindi,
prima della lettura, di diluire il campione tra le 10 € le 30 volte con un tampone a
pH=3.2, ad esempio preparato dissolvendo 7 g/L di acido tartarico ed aggiustar-
do il pH con NaOH (ca 35 mL, 1 M), largamente in uso presso molte cantine.. Cen-
trifugare a 5000 rpm per 5 e fare la lettura dopo circa 20 minuti.

Per le enocianine in polvers, queste hanno una concentrazione di antociani libe-
fi (tabella 2) frequentemente nel range 15-50 g/kg, ma abbiamo avuto modo di
misurare, su lotti di alta qualita e di fresca preparazione, valori superiori ai 110
g/kg. Si possono quindi pesare delle quantita pari @ 100 mg per le enocianine pit
concentrate, e 200-500 mg per quelle correnti, da portare a 100 mL con il tampo-
ne come sopra, centrifugare per 5' a 5000 rpm ¢ leggere dopo circa 20 minuti. E’
conveniente realizzare una serie di ulteriori due diluizioni a scalare (1:2, 1:4 a partire
dalla soluzione ottenuta per dissoluzione diretta) in modo da ottenere che almeno
uno o due dei tre valori cadano nella zona ottimale di lettura dove la variazione dei
valori L*,C* ed h con la concentrazione pud essere approssimata ad una retta (L™
60-80, C* 40-70). Per quanto riguarda-infine le enocianine liquide, si possono age-
volmente derivare regole di preparazione simili, con diluizioni ridotte rispetto alle
antocianine in polvere, tenendo conto del titolo tecnico del preparato liquido.
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