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NUOVI SVILUPPI NEL CONTROLLO
DEI COADIUVANTI ENOLOGICI:
UTILIZZO DELLA SPETTROSCOPIA IR

La tecnica analitica rapida e non distruttiva della spettroscopia infrarosso (IR)

e stata applicata al controllo qualita di alcuni coadiuvanti enologici.

Questi primi risultati hanno consentito di verificare la validita dellapproccio IR
nel vicino (NIR) e nel medio (MIR) infrarosso per la caratterizzazione qualitativa
dei coadiuvanti, per la verifica dei lotti di produzione e delle miscele di prodotti.

Introduzione

I prodotti enologici, usati
correttamente, sono un valido
aiuto per rivelare le qualita
dei vini; devono essere utiliz-
zati conoscendo precisamente
il loro meccanismo di azione,
la corretta dose di impiego e
soprattutto 1’origine e la com-
posizione. Nel settore dei tan-
nini ad esempio, le ricerche
dimostrano precisi metodi di
azione degli stessi in funzione
della loro natura, lo stesso per
le gelatine, derivati di lievito
e molti altri coadiuvanti.

Sotto I’impulso di una re-
golamentazione rigorosa
I’OIV (Organisation Interna-
tional de la Vigne et du Vin)
nel Codex (Enologique Inter-
national prevede numerosi
metodi analitici per il con-
trollo dei coadiuvanti in par-
ticolare delle dosi limite di
elementi indesiderati e per la
verifica dell’origine del pro-
dotto.

Conoscere i meccanismi di
azione, le caratteristiche e la
natura dei coadiuvanti per-
mette di realizzare scelte van-
taggiose dal punto di vista

tecnologico ed economico
quindi far fronte all’elevata
competitivita del mondo eno-
logico; per fare questo occor-
rono strumenti in grado di
compiere analisi in tempo ra-
pido e possibilmente senza
I’ausilio di reagenti.

Allo scopo si ¢ impiegata
la spettroscopia IR per ri-
spondere all’esigenza di ca-
ratterizzare i coadiuvanti di
uso enologico in maniera ra-
pida e non distruttiva. Le pri-
me applicazioni su prodotti
alimentari risalgono alla meta
degli anni 70 con la determi-
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Tab. 1 - Regioni spettrali ed intervalli espressi come lunghezza d’onda,
frequenza e numero d’onda

Regione spettrale Mcm) v(Hz) i(cm-1)
Visibile 3.8x10-5 — 7,8x10-5 79x1014 — 3 8x104 26300 — 12800
Vicino infrarosso (NIR)  7,8x10-5 — 2,5x10-4 3,8x1014 — 1,2x1014 12800 — 4000
Medio infrarosso (MIR) 2,5x104 — 5x10-3 1,2x1014 — 6,10x1012 4000 — 200
Lontano infrarosso (FIR) 5x10-3 — 1x10-2 6,10x10'2 — 3,05x108 200 — 10

Tab. 2 - Descrizione delle caratteristiche strumentali e parametri imposta-
ti per I"analisi dei coadivvanti nel NIR e nel MIR

Caratteristiche MIR NIR
Regioni spettrali 8300 — 350 cm'! 14700 — 2000 cm-!
Risoluzione spettrale 04 — 64 cm! 1 — 64 cm!

Ripetibilita lunghezza d’onda

+0,02 a 1600 cm'!

+0,02 a 7200 cm'!

Accuratezza lunghezza d’onda

+0,1 a 1600 cm!

+0,1 a 6000 cm!

Sorgenti

Sorgenti combinate NIR/MIR/FIR stabilizzate

Impostazioni per le analisi dei

coadiuvanti

MIR

NIR

Intervallo spettrale

4000 — 450 cm'!

10000 — 4000 cm-!

Numero scansioni 4 50
Risoluzione 40 cm! 16,0 cm!
Velocita specchio 0,20 cm/sec 1,00 cm/sec
Dimensione J-Stop 8,94 mm 8,94 mm

nazione del contenuto in pro-
teine e grasso del mais, della
soia e la determinazione del-
I’umidita e del contenuto in
proteine di campioni di gra-
no. Tuttavia, visto I’elevato
costo della strumentazione e
la difficolta nella gestione de-
gli spettri risultanti, questa
tecnica rimase confinata ad
una ristretta cerchia di utiliz-
zatori. Lo sviluppo dell’elet-
tronica e la conseguente di-
sponibilita di calcolatori ve-
loci ed economici portarono
la strumentazione a livelli pit
accessibili.

Attualmente la tecnica IR
consente di realizzare analisi
veloci ed economiche in di-
versi settori quali ad esempio
agroalimentare, farmaceuti-
co, medico e I’industria pe-
trolchimica.

I vantaggi della spettrosco-
pia IR possono essere rias-
sunti in:

* rapidita;

e riduzione o eliminazione
dei reattivi chimici;

* minor costo per singola
analisi;

e analisi non distruttiva;

* analisi contemporanea di
pil componenti.

In campo enologico le ap-
plicazioni sono numerose e
costantemente in aumento e
riguardano I’analisi degli an-
tociani, la determinazione
della contaminazione da oi-
dio delle uve, il monitoraggio
dei composti fenolici durante
la fermentazione, la determi-
nazione dell’acidita volatile,
acido malico, tartarico, latti-
co e gluconico, anidride sol-
forosa, glicerina e zuccheri
riduttori dei vini, 1’identifica-
zione e la discriminazione dei
tannini dei vini rossi, 1’analisi
rapida delle uve e la discrimi-
nazione delle varieta.

Spettrofotometria
IR (infrarosso)

La spettrofotometria IR (in-
frarosso) si basa sull’assorbi-
mento, da parte di molecole o
piu in generale di composti,
delle radiazioni con lunghez-
ze d’onda comprese tra
12800 e 10 cm! (Tab. 1). La
regione pil interessante dal

punto di vista dell’analisi
qualitativa ¢ il MIR (medio
nfrarosso), che fornisce infor-
mazioni sulla struttura dei
composti (soprattutto organi-
ci).

I1 NIR (vicino infrarosso)
presenta insiemi di bande
molto complessi che possono
essere correlati con difficolta
a un numero ristretto di grup-
pi funzionali con I’ausilio di
un computer. La tecnica ha
assunto importanza solo re-
centemente e viene applicata
per I’analisi quantitativa di
prodotti alimentari e indu-
striali in generale.

Il FIR (lontano infrarosso)
presenta pochi picchi utili al-
lo studio dei composti orga-
nici, ma ¢ di grande interesse
per la caratterizzazione di
composti inorganici e metal-
lorganici.

Un materiale irradiato da
una luce infrarossa puo assor-
birla parzialmente e selettiva-
mente: questa ¢ la caratteri-
stica dei legami chimici e fi-
sico-chimici del materiale
considerato. Lo spettro infra-
rosso & costituito da bande
chiamate bande di assorbi-
mento (Cozzi et al., 1998).

Misure in riflettanza nel
MIR. Nel 1958 Fahrenfort
mise a punto un sistema di
misurazione in riflettanza
adatto per liquidi opachi e
polveri che non prevede 1’at-
traversamento del campione
da parte delle radiazione IR.

Esistono principalmente
due versioni di tale dispositi-
vo: riflettanza totale attenua-
ta (ATR) e riflessione interna
multipla.

Il dispositivo ATR larga-
mente diffuso ¢ di costruzio-
ne piu semplice, costituito da
un cristallo a forma di prisma
di materiale con elevato indi-
ce di rifrazione (KRS-5, Ge,
ZnSe o diamante). Il raggio
IR viene inviato tramite uno
specchio sulla superficie del
campione e poi riflesso verso
il rivelatore. Il raggio penetra
il campione per qualche mi-
cron e viene assorbito; questo
permette di registrare uno
spettro IR-ATR.
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Tab. 3 - Campioni analizzati

Gruppi Campioni Regioni Repliche
analizzati spettrali
Quercia 41 MIR + NIR 2
Castagno 17 MIR + NIR 2
Quebracho 16 MIR + NIR 2
Tannini Uva buccia 12 MIR + NIR 2
Uva vinacciolo 19 MIR + NIR 2
Galla 19 MIR + NIR 2
Tannini misti e tagli 50 MIR + NIR 2
Autolisati di lievito 2 MIR + NIR 2
Estratti di lievito 11 MIR + NIR 2
Derivati di lievito Mannoproteine 19 MIR + NIR 2
Scorze di lievito 17 MIR + NIR 2
Lievito inattivo 17 MIR + NIR 2
Derivati di lievito misti e tagli 50 MIR + NIR 2
Bentoniti
Proteine
Gomma arabica
Perlite
Altri Cellulosa 137 MIR + NIR 2
Silice
PVPP
Coadiuvanti composti
(miscele commerciali)
Chips 6 NIR 2
Tab. 4 - Tabella riassuntiva dei tannini analizzati
Tipo Campioni analizzati | Regioni spettrali Repliche
Quercia 41 MIR + NIR 2
Castagno 17 MIR + NIR 2
Tannini Quebracho 16 MIR + NIR 2
Uva buccia 12 MIR + NIR 2
Uva vinacciolo 19 MIR + NIR 2
Galla 19 MIR + NIR 2
Tab. 5 - Tabella riassuntiva dei derivati di lievito analizzati
Tipo Campioni analizzati | Regioni spettrali | Repliche
Autolisati di lievito 2 MIR + NIR 2
Estratti di lievito 11 MIR + NIR 2
Deﬁivv?ttf) di  Mannoproteine 19 MIR + NIR 2
Scorze di lievito 17 MIR + NIR 2
Lievito inattivo 17 MIR + NIR 2

Un'altra possibilita consiste
nel disporre il campione sotto
forma di polvere su entrambe
le facce esterne di un cristallo
costituito da materiale con al-
to indice di rifrazione. In-
viando la radiazione secondo

un particolare angolo di inci-
denza si verificano una serie
di riflessioni fra le due facce
del cristallo: ad ogni rifles-
sione il raggio penetra nel
campione per qualche frazio-
ne di micron e viene assorbi-

to. Dopo alcuni passaggi la
diminuzione dell’intensita
del raggio ¢ sufficiente per
essere misurata dal rivelato-
re. La quantita di campione
non influenza il valore di as-
sorbanza delle bande spettra-

li quindi i dispositivi a rifles-
sione interna multipla sono
adatti all’analisi quantitativa
e qualitativa rapida (Cozzi et
al., 1998).

L’ATR ¢ essenzialmente
utilizzato per analizzare cam-
pioni liquidi, polverulenti o
prodotti semideformabili co-
me i formaggi in quanto ¢
una tecnica che ben si adatta
a campioni opachi o di scarso
spessore quindi un dispositi-
vo adatto alle analisi nel me-
dio infrarosso MIR. E fonda-
mentale rispettare la condi-
zione di avere una buona su-
perficie di contatto e pressio-
ne sul cristallo ATR (Ber-
trand e Dufour, 2006).

Complessivamente gli spet-
tri che si registrano in ATR
differiscono da quelli tradi-
zionali ma con I’aiuto di cal-
colatori e specifiche funzioni
matematiche si possono otte-
nere spettri sostanzialmente
identici a quelli in trasmit-
tanza aprendo tutte le possi-
bilita di elaborazione e con-
fronto con banche dati (Coz-
zi et al., 1998).

Riflettanza
nel NIR

Misure in riflettanza nel
NIR. Le misure nel NIR pos-
sono essere eseguite sia in
trasmittanza che in riflettan-
za, nel caso dell’acquisizione
dei dati in trasmittanza cio
che viene misurato ¢ 1’inten-
sita della luce trasmessa at-
traverso il campione rispetto
all’intensita della luce inci-
dente. Nel caso di acquisizio-
ne di dati in riflettanza si mi-
sura I’intensita della luce ri-
flessa rispetto all’intensita
della luce incidente:

Sperimentalmente viene
misurata la riflettanza relati-
va, cio¢ 'intensita della luce
riflessa dal campione rispetto
all’intensita della luce rifles-
sa da un materiale di riferi-
mento che possiede una ri-
flettanza assoluta alta e co-
stante quale teflon, MgO o
dischi di materiale ceramico
ad alta purezza.

Nella pratica la riflettanza
relativa ¢ solitamente con-
vertita in assorbanza appa-
rente utilizzando una relazio-
ne empirica tra concentra-
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Fig. 1 - Risultato grafico dell’analisi multivariata dei tannini NIR elabora-

ti in Offset

0,3

-4

0,0513

@“ﬁ

o3
0,0737

PC 1

A Tannini di Quercia

A Tannini di Quebracho
& Tannini di Buccia d’'Uva
4 Tannini di Vinacciolo
A Tannini di Castagno
A Tannini di Galla

Fig. 2 - Risultato grafico dell’analisi multivariata dei tannini MIR
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zione di analita e riflettanza.

Tuttavia se la matrice ¢ al-
tamente assorbente o I’analita
mostra bande di assorbimen-
to piuttosto intense, la rela-
zione lineare tra assorbanza e
concentrazione viene meno;
le equazioni proposte sono ri-
cavate da situazioni ideali e
sono applicabili solamente
quando gli assorbimenti sono
deboli.

Nel caso della spettrosco-
pia NIR la perturbazione piu
intensa deriva dall’assorbi-
mento da parte della matri-
ce, che non ¢ separabile dal
componente di interesse e
puo assorbire la radiazione
incidente alle medesime lun-
ghezze d’onda (Bertrand e
Dufour, 2006).

Nella misura spettroscopi-

ca possono inoltre verificarsi
fenomeni di scattering spe-
cialmente nel caso dell’ac-
quisizione su campioni solidi
in quanto, tanto piu si ha
scattering della radiazione in-
cidente, tanto meno in pro-
fondita penetra il raggio, di
conseguenza minore sara
I’assorbanza.

Tali fenomeni dipendono
essenzialmente dalle proprie-
ta fisiche del campione e pos-
sono provocare spostamenti
nella linea di base dello spet-
tro e indurre fenomeni di col-
linearita alle diverse lunghez-
ze d’onda (Barton, 2002).

Negli strumenti, per cattu-
rare le radiazioni riflesse dal
campione, ¢ solito 1'utilizzo
della sfera integratrice. 11 fa-
scio luminoso colpisce uno

specchio esterno alla sfera
che a sua volta lo indirizza
sul campione, la parte di ra-
diazione non assorbita ¢ ri-
flessa verso la superficie in-
terna della sfera per poi esse-
re raccolta dal detector. La
sfera ¢ ricoperta solitamene
in oro con un diametro di cir-
ca 15 mm e un sistema di ri-
ferimento interno; solitamen-
te la radiazione in ingresso
passa attraverso un diafram-
ma per poterne regolare la
collimazione.

Il campione viene general-
mente raccolto in un conteni-
tore con fondo trasparente al-
la radiazione e dotato di una
geometria che permette la ro-
tazione dello stesso, utile
quando si lavora su campioni
non omogenei.

Il medio infrarosso (MIR)
viene impiegato come un’al-
ternativa ai metodi spettro-
scopici del vicino infrarosso
(NIR) per la determinazione
rapida di parametri qualitativi
e quantitativi di uva e vino.

Nel MIR gli spettri che si
ottengono derivano da vibra-
zioni molecolari molto intese
di conseguenza hanno un’ot-
tima risposta per quanto ri-
guarda intensita e caratteristi-
che delle bande. Per questo
motivo ci si aspetterebbero
maggiori vantaggi e maggio-
re sensibilita nella determina-
zione dei parametri di uva e
vino anche se € risaputa I’in-
sensibilita alle informazioni
di colore che si osservano in-
vece nelle regioni del visibile
e del vicino infrarosso.

Gli spettri NIR registrano
le vibrazioni di combinazione
e overtone, bande di intensita
nettamente pill basse rispetto
a quella fondamentale, men-
tre gli spettri MIR registrano
la capacita di assorbimento di
energia alle frequenze vibra-
torie e di rotazione degli ato-
mi all’interno della molecola,
ovvero i picchi sono associa-
bili ai gruppi funzionali. Per
questo motivo i campioni
analizzati nel range del me-
dio infrarosso devono essere
diluiti, onde evitare la satura-
zione del rivelatore, o analiz-
zati in riflessione totale atte-
nuata (ATR), metodo poco
pratico per 1’analisi in linea
di materiali solidi.

L’assorbimento della ra-
diazione elettromagnetica nel
NIR ¢ dovuto soprattutto agli
overtone e alle loro combina-
zioni che derivano dagli as-
sorbimenti delle vibrazioni
fondamentali nella zona del
medio infrarosso. L’intensita
di tali bande decresce note-
volmente al decrescere della
probabilita che le transizioni
corrispondenti avvengano.
Poiché gli assorbimenti sono
fino a 10-100 volte piu deboli
rispetto all’intensita delle
bande fondamentali, sono os-
servabili solo i primi due o tre
overtoni per ciascuna banda.

La scarsa intensita di assor-
bimento nella regione NIR
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Fig. 3 - Rappresentazione grafica concentrazione
stundard e concentrazione predetta dal modello
di analisi quantitativa dei tannini e differenze
percentuali da concentrazione reale
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puo inizialmente sembrare
uno svantaggio poiché sem-
bra diminuire la sensibilita
della tecnica. In realta, dal
punto di vista applicativo, &
un grosso vantaggio in quanto
permette da un lato 1’analisi
diretta di un campione, senza
diluirlo o disperderlo in ma-
trici inerti come normalmente
avviene nelle tradizionali tec-
niche spettroscopiche e dal-
I’altro permette di ottenere
spettri rappresentativi dell’in-
tero campione, in quanto i
cammini ottici utilizzati sono
molto lunghi.

Anche se le bande NIR so-
no piu allargate e tendono a
sovrapporsi di piu rispetto ad
assorbimenti localizzati in al-
tre regioni dello spettro, le
tecniche chemiometriche a
disposizione riescono ad
estrarre un gran numero di
informazioni anche da spettri

complessi come quelli NIR.

I campioni possono essere
analizzati attraverso il vetro
in quanto trasparente nel ran-
ge del vicino infrarosso. Lo
sviluppo di computer e stru-
menti sempre di piu piccole
dimensioni fanno del NIR
una tecnica non distruttiva
applicabile, ad esempio, per
controlli in linea o prodotti
confezionati. Paragonando le
due tecniche applicate in
campo enologico, vari lavori
dimostrano la maggiore capa-
cita predittiva del MIR per
pH, solidi solubili totali, azo-
to assimilabile ma minore ac-
curatezza per il colore rispetto
al NIR (Gishen et al., 2005).

In ambito enologico nume-
rose applicazioni hanno mes-
so in evidenza I'interesse e la
validita delle tecniche IR per
il controllo qualita dell’'uva e
dei vini, per la verifica dello
stato sanitario e per la verifi-
ca di autenticita dei vini
(Munck et al., 1999;Martens
et Naes, 1996;Wold, 1999;
Otto, 1999; Siebert, 2001;
Geladi, 2003;Shenk and We-
sterhaus, 1993; Dambergs et
al., 2003;Dambergs et al.,
2005; Stummer et al., 2002;
Cozzolino et al. 2004; Coz-
zolino et al., 2006;Cuadrado
et al., 2004; Bevin et al.,
2008; Edelmann et al., 2001;
Jensen et al., 2008).

Viste le numerose applica-
zioni della spettroscopia in-
frarosso in campo enologico
e nell’industria alimentare
quali ad esempio le analisi
rapide dei principali parame-
tri analitici dei mosti e vini,
verifica dell’autenticita dei
prodotti, il controllo dello
stato sanitario delle uve e
controllo delle fermentazioni
alcoliche, si ¢ verificata 1’ap-
plicabilita di tale tecnica per
la caratterizzazione dei coa-
diuvanti ad uso enologico
quale alternativa alle metodi-
che ufficiali tradizionali, alla
luce delle applicazioni conso-
lidate che si ritrovano in altri
settori. La tecnica impiegata
consiste nell’analisi degli
spettri MIR e NIR di prodotti
enologici in polvere quali
tannini, derivati di lievito e
altri di origine e composizio-
ne nota con lo scopo di co-
struire metodi specifici di ca-
ratterizzazione che servano

per I’ana-lisi discriminante
rapida in cantina o in campo
industriale nella fase produt-
tiva e di verifica della costan-
za dei lotti.

Materiali
e metodi

Lo strumento utilizzato per
I’acquisizione degli spettri ¢
Spectrum 400 FT Mid-IR/
Near-IR equipaggiato con
UATR e accessorio esterno
NIRA (PerkinElmer®).

Si tratta di un’apparecchia-
tura FT-IR combinato che co-
pre completamente il medio
ed il vicino infrarosso: il pas-
saggio da MIR a NIR e vice-
versa avviene in pochi secon-
di grazie alla completa auto-
mazione del sistema.

I campioni sono stati analiz-
zati nella regione del MIR e
del NIR con le impostazioni
riportate nella Tab. 2. Per
I’acquisizione degli spettri si ¢
impiegato il software Perki-
nElmer Spectrum versione 0,
per I’elaborazione, la costru-
zione dei metodi e la simula-
zione delle analisi il pacchet-
to PerkinElmer Assure ID e
Quant + versione 4. Per I’ela-
borazione statistica delle anali-
si sui derivati di lievito si € im-
piegato il software Statistica/8.

Campioni. I campioni non
hanno subito nessun pretrat-
tamento o condizionamento:
sono stati analizzati esclusi-
vamente campioni in polvere,
il formato di vendita piu co-
mune per i coadiuvanti. I pro-
dotti utilizzati sono per la
maggior parte commerciali
ed alcuni sperimentali.

Per il MIR, dopo aver effet-
tuato la scansione di azzera-
mento (per eliminare interfe-
renze di CO, e umidita), si de-
posita una piccola porzione di
campione sul cristallo ATR, si
applica pressione con 1’appo-
sito strumento, finita 1’analisi
si toglie la pressione e si passa
alla pulizia del cristallo me-
diante acqua distillata e carta
avendo cura di asciugare ac-
curatamente la superficie per
evitare ’interferenza dell’u-
midita negli spettri acquisiti. Il
cristallo ¢ di diamante quindi
inattaccabile da qualsiasi sol-
vente si utilizzi.

79



L’ENOLOGO [ NOVEMBRE 2010

Fig. 4 - Risultato grafico dell’analisi multivariata dei derivati di lievito NIR
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Fig. 5 - Risultato grafico dell’analisi multivariata dei derivati di lievito MIR
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Per il NIR il campione ¢
analizzato in “vial” o meglio
piastre Petri di vetro messe in
rotazione dall’apposito spin-
ner di cui & dotato 1’accesso-
rio NIRA dello strumento. La
rotazione del campione du-
rante 1’acquisizione dello
spettro garantisce un’analisi
pil rappresentativa e una let-
tura migliore. In questo caso
non ¢ necessario registrare la
linea di base in quanto viene
ottenuta in automatico dal
bianco interno.

Sono stati acquisiti spettri
MIR e NIR con due ripetizio-
ni per ogni analisi di 174
tannini, 116 derivati di lievito
e 143 coadiuvanti vari che
comprendono bentoniti, pro-
teine animali e vegetali, gom-
me arabiche, perliti, cellulose,
PVPP, silici e chips (Tab. 3).

La numerosita dei campio-

ni analizzati per ogni tipolo-

gia incrementa la variabilita

dei materiali: pil variazioni

utili sono inserite, piu ricca e

rappresentativa sara la fami-

glia costruita.

Su 28 derivati di lievito so-
no state effettuate alcune va-
lutazioni di qualita e di effi-
cacia utili per la comparazio-
ne con i risultati delle elabo-
razioni degli spettri (Celotti
et al., 2010; Stocco, 2010):

e Potenziale Zeta (§), misu-
rato con lo strumento Ni-
comp 380/ZLS, che utiliz-
za il principio dell’Elecro-
phoretic Light Scattering
(ELS).

e Carica elettrica superficiale
(CES, meq/Kg), determina-
ta per neutralizzazione del-
la carica con polielettrolita
organico (Ferrarini et al.,
1996, Ferrarini et al., 1998).

* Analisi sensoriale dei deri-
vati in tampone tartarico,
in vino bianco e rosso da
tavola neutri e polveri con
panel di giudici addestrati.

e Torbidita (NTU), determi-
nata per nefelometria.

e Indice di filtrabilita (IF),
indice di filtrabilita modifi-
cato (IFM) e volume mas-
simo filtrabile (V ,.) a
0,45 pm in acqua aggiunta
di prodotto (Ribéreau-Ga-
yon, 2003).

e Densita ottiche, Abs 280,
420, 520 e 620 nm indica-
no rispettivamente il conte-
nuto in polifenoli totali,
colorazione gialla dei vi-
ni/antociani in forma cal-
cone, colorazione rossa e
colorazione blu.

e [ntensita colorante, data dal-
la somma tra DO 420 nm,
DO 520 nm e DO 620 nm.

e Tonalita, data dal rapporto
DO 420 nm/DO 520 nm.

* [Indice ossidabilita antocia-
ni (I0A) (Celotti et al.,
1999; Miiller-Spdith, 1992).

* Indice dei pigmenti poli-
merizzati (IPP), indica il
contributo al colore rosso
da parte dei tannini con-
densati e delle forme poli-
merizzate degli antociani
poco sensibili alla decolo-
razione (Glories, 1978).

* Discriminazione per conte-
nuto proteico mediante
elettroneutralizzazione del-
le cariche elettriche positi-
ve (Celotti, 2005).

Risultati
applicativi

Tannini. Considerato il
notevole interesse per i tanni-
ni enologici ¢ stato scelto un
gruppo di tannini come esem-
pio di valutazione di prodotti
puri. Per la costruzione dei
metodi NIR e MIR per i tan-
nini si sono impiegati gli
spettri dei campioni riportati
in Tab. 4.

Gli spettri NIR (10000 —
4000 cm!) sono stati proces-
sati con algoritmo SIMCA
(grado di affidabilita del
95%), ¢ stato applicato il filtro
rumore Noise Weighting, cor-
rezione della linea di base Off-
set (corregge per dislocamen-
to continuo di assorbanza,
preserva la forma degli spettri
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Fig. 6 - Rappresentazione grafica concentrazione
standard e concentrazione predetta dal modello
di analisi quantitativa dei derivati di lievito e
differenze percentuali da concentrazione reale
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Sigla % m/m % m/m Differenza
campione | derivato di | derivato di % da
lievito reale |lievito stimata standard
SI1 1,05 121 152
SI2 2,00 2,16 8,0
S13 5,05 4,74 6.1
SI4 9,96 10,69 73
SI5 20,08 2043 1,7

ed il rapporto segnale/rumore)
e normalizzazione MSC.
L’elaborazione del metodo
con le impostazioni sopra
menzionate ha prodotto i ri-
sultati riportati nella Fig. 1.
Dall’analisi della % di Re-
cognition rate € Rejection ra-
te che indicano rispettiva-
mente: la % di riconoscimen-
to dei campioni nella catego-
ria specificata e la % di cam-
pioni rifiutati quando sono te-
stati in categorie diverse dalla
propria, emerge un’ottima ca-
pacita discriminatoria tra i
gruppi con valori prossimi al
100% per tutti i casi, a confer-
ma della capacita di riconosci-
mento del campione di una
classe e del rifiuto di un cam-
pione di una classe non nota.
Per I’elaborazione degli spet-
tri MIR (4000 - 450 cm™!) &
stato impiegato 1’algoritmo
SIMCA (grado di affidabilita

del 95%), ¢ stato applicato il
filtro rumore Noise Weighting,
la correzione della linea di ba-
se Offset e la normalizzazione
MSC.

L’elaborazione degli spet-
tri ha prodotto i risultati ri-
portati in Fig. 2.

Dall’analisi della % di Re-
cognition rate e Rejection ra-
te, emerge anche in questo
caso un’ottima capacita di-
scriminatoria tra i gruppi con
valori prossimi al 100 % per
tutti i casi, a conferma della
capacita di riconoscimento
del campione di una classe e
del rifiuto di un campione di
una classe non nota.

Con entrambi i modelli si
ottengono buoni risultati di
classificazione; la bonta di
discriminazione della tecnica
non dipende essenzialmente
dalla regione spettrale analiz-
zata ma piuttosto dalle impo-
stazioni di elaborazione degli
spettri.

L’elaborazione degli spet-
tri NIR e MIR senza corre-
zione della linea di base si di-
mostra piu robusta con di-
stanze inter-materiale, per-
centuali di riconoscimento e
rifiuto superiori alle elabora-
zioni con altre impostazioni.

Se consideriamo che la va-
lutazione viene fatta su cam-
pione in polvere, senza pre-
parative analitiche, i risultati
fanno ben sperare per ’ap-
plicazione di tali tecniche nel
controllo dei lotti di produ-
zione e delle miscele di pro-
dotti puri.

Allo scopo di testare un
modello per I’analisi quanti-
tativa dei tannini sono state
preparate miscele a concen-
trazione nota composte da
tannini di quercia ed uva
(Fig. 3). Si ¢ preferito utiliz-
zare il NIR in quanto, rispetto
al MIR, il campionamento &
pit discreto e si ottengono ri-
sposte migliori con i coadiu-
vanti in polvere.

La Fig. 3 riporta il risultato
della validazione in termini
di concentrazione specificata
per gli standard (ascissa) e la
concentrazione stimata dal
modello (ordinata). Piu il
modello ¢ significativo piu i
valori saranno disposti lungo
una retta a 45° che attraversa
il grafico.

E stata testata la stessa se-

rie di standard (miscela tanni-
ni di uva e tannini di quercia)
come campioni incogniti nel
modello quantitativo: I’errore
¢ maggiore per la stima della
concentrazione della miscela
nel range 1-5% mentre decre-
sce per le miscele 10 e 20%.
L’approccio quantitativo ¢
migliorabile inserendo un nu-
mero di standard piu elevato
per poter diminuire 1’errore
di predizione, pone comun-
que una base interessante da
approfondire con ulteriori la-
vori. Considerati i buoni ri-
sultati nel riconoscimento di
piccole percentuali di cam-
pioni incogniti I’applicazione
analitica diventa interessante
per la verifica delle miscele
sia a livello di lotti di produ-
zione sia a livello di cantina
per una verifica della merce
acquistata.

° (]
Derivati

o geo o
di lievito

La stessa tecnica di elabo-
razione degli spettri dei tan-
nini ¢ stata applicata a pro-
dotti pitt complessi ed etero-
genei quali i derivati di lievi-
to.

Per la costruzione dei me-
todi NIR e MIR si sono im-
piegati gli spettri dei campio-
ni riportati in Tab. 5.

I prodotti scelti compren-
dono tutta la gamma dei pos-
sibili derivati di lievito. Dal-
I’analisi della % di Recogni-
tion rate e Rejection rate,
emerge un’ottima capacita di-
scriminatoria della tecnica
NIR tra i gruppi con valori
del 100% per tutti i casi, a
conferma della capacita di ri-
conoscimento del campione
di una classe e del rifiuto di
un campione di una classe
non nota.

Anche applicando la spet-
troscopia MIR, emerge un’ot-
tima capacita discriminatoria
tra i gruppi con valori prossi-
mi al 100 % per tutti i casi,
sia per il riconoscimento del
campione di una classe che
per il rifiuto di un campione
di una classe non nota.

I due modelli si differen-
ziano per le distanze inter-
materiale mediamente piu alte
nell’elaborazione degli spettri
NIR, in apparenza meno ca-
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Fig. 7 - Confronto diretto nel MIR tra gomma Fig. 8 - Confronto diretto nel NIR tra gomma
arabica e mannoproteina
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ratteristici degli spettri MIR,
forniscono molte informazio-
ni grazie alla sensibilita dei
software di elaborazione im-
piegati e sono meno influen-
zati dagli assorbimenti dei
gruppi funzionali del campio-
ne ma risentono della compo-
nente colore, granulometria e
delle vibrazioni di combina-
zione e overtone (bande di in-
tensita piu basse rispetto a
quella fondamentale).

Dalla valutazione com-
plessiva dei derivati di levito
emerge un’ottima capacita di-
scriminatoria per prodotti ete-
rogenei in composizione dove
diventa interessante avere
metodi di controllo rapidi so-
prattutto per verificare la co-
stanza dei lotti di produzione,
aspetto generalmente molto
difficile da garantire per que-
sta tipologia di prodotti.

Per comparare la capacita
discriminatoria della tecnica
IR con altre tecniche analiti-
che di laboratorio sono state
effettuate alcuni analisi (po-
tenziale zeta, CES, torbidita,
indice di filtrabilita, stabilita
proteica, IOA, IPP ecc.) ai
medesimi derivati di lievito.
Dall’analisi discriminante li-
neare applicata ai metodi tra-
dizionali abbinati alle misure
delle caratteristiche di carica
elettrica, non ¢ stato possibile
discriminare nettamente le
diverse classi di prodotti, a
differenza di quanto succede

invece utilizzando i dati deri-
vanti dall’elaborazione degli
spettri.

Questi risultati permettono
di considerare la tecnica IR
una valida alternativa ai me-
todi pil tradizionali di labo-
ratorio, spesso molto laborio-
si, per la verifica di qualita di
prodotti molto complessi co-
me i derivati di lievito ma an-
che miscele diverse di coa-
diuvanti che sempre pil spes-
so vengono proposte agli
enologi per il trattamento dei
mosti e dei vini.

Analogamente a quanto
fatto per i tannini anche per i
derivati si ¢ costruito un mo-
dello di analisi quantitativa di
cui si riportano i risultati nel-
la Fig. 6.

Dall’analisi dei dati si
evince che I’errore ¢ maggio-
re per la stima della concen-
trazione della miscela nel
range 1-10%, mentre decre-
sce per la miscela al 20% si
evidenza comunque maggio-
re difficolta nella taratura do-
vuta soprattutto alla comples-
sita della matrice analizzata.
Anche se per le percentuali
basse di prodotto non si ot-
tengono ottime capacita di ri-
conoscimento, i risultati sono
comunque interessanti e, se
opportunamente perfezionati
con calibrazioni ulteriori, po-
tranno fornire un valido ausi-
lio al controllo qualita dei
coadiuvanti complessi.

Discriminazione
dei coadivvanti

Discriminazione dei coa-
diuvanti mediante funzione
Compare (confronto diretto
tra due o piu spettri). Per i
coadiuvanti dei quali non si
disponevano sufficienti cam-
pioni per la costruzione di un
metodo ¢ stata usata la fun-
zione Compare del software
Spectrum per valutare la so-
miglianza tra due o piu spet-
tri. Il risultato della funzione
Compare ¢ un coefficiente di
correlazione: 1 indica che
esiste perfetta somiglianza tra
due spettri, O indica che i due
spettri sono completamente
non correlati.

Di seguito si riportano al-
cuni esempi di comparazioni
tra coadiuvanti effettuate uti-
lizzando spettri MIR e NIR
Figg. 7, 8,9 ¢ 10.

L’algoritmo mostra mag-
giore capacita di identifica-
zione con gli spettri MIR in
quanto, come gia descritto,
contengono gli assorbimenti
dei vari gruppi funzionali e
I’impronta digitale “finger-
print” del prodotto analizza-
to. Nel caso del confronto
gomma arabica — mannopro-
teina il NIR identifica i due
materiali come simili (0,98)
mentre il MIR, per le ragioni
spiegate sopra, discrimina
nettamente (0,69). Compa-
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Fig. 9 - Confronto diretto nel MIR tra due bento-
niti a diverso grado di attivazione

Fig. 10 - Confronto diretto nel NIR tra due ben-
toniti a diverso grado di attivazione
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rando invece nel MIR e NIR
due materiali simili, quali
possono essere due bentoniti
a diverso grado di attivazio-
ne, non ¢ possibile in nessuno
dei due casi discriminare i
prodotti.

La possibilita del confron-
to diretto tra spettri diventa
quindi interessante in assenza
di numerosita elevate di cam-
pioni e consente comunque di
ricavare informazioni in tem-
po reale su due o pit campio-
ni; potrebbe quindi essere uti-
le per un primo screening su
campioni al fine di utilizzare
al meglio altre tecniche anali-
tiche di controllo.

Considerazioni
conclusive

Dall’impiego della spettro-
scopia IR per la caratterizza-
zione dei coadiuvanti ad uso
enologico, si sono ottenuti ri-
sultati interessanti nell’analisi
discriminante utilizzando sia
gli spettri NIR che MIR ma
con i primi si riescono ad ot-
tenere distanze inter-materia-
le e percentuali di riconosci-
mento dei campioni general-
mente maggiori. Si & eviden-
ziata I’importanza della scel-
ta del tipo di elaborazione e
dei pretrattamenti spettrali da
applicare al fine di ottenere i
risultati migliori in termini di
separazione dei coadiuvanti.

Gli spettri NIR, in apparen-
za meno caratteristici degli
spettri MIR, forniscono molte
informazioni grazie alla sen-
sibilita dei software di elabo-
razione impiegati e sono me-
no influenzati dagli assorbi-
menti dei gruppi funzionali
del campione ma risentono
della componente colore, gra-
nulometria e delle vibrazioni
di combinazione e overtone.

Gli spettri MIR sono in-
fluenzati dal tipo di legami e
dai gruppi funzionali presenti
quindi, nel caso di analisi di-
scriminanti tra coadiuvanti
con la medesima struttura
molecolare (es. tannini), la
separazione ¢ influenzata dal-
le medesime risposte dei
gruppi funzionali.

I1 MIR al contrario si ritie-
ne pitt adeguato per la com-
parazioni dei materiali con le
banche dati di spettri.

Per quanto riguarda I’ana-
lisi quantitativa ¢ preferibile
utilizzare il NIR in quanto, ri-
spetto al MIR, il campiona-
mento ¢ piu discreto e si ot-
tengono risposte migliori con
i coadiuvanti in polvere; gra-
zie alla sua versatilita, la
spettroscopia NIR puo essere
considerata una tecnica dal-
I’enorme potenziale applica-
tivo nella valutazione rapida
dei coadiuvanti enologici ed
alimentari.

L’ applicazione del NIR
non si limita ai soli campioni

in polvere ma ben si adatta
all’analisi di materiali di gra-
nulometria e pezzatura eleva-
ta senza alcun pretrattamento
come ad esempio i “chips”.

In definitiva, la sperimen-
tazione condotta utilizzando
la spettroscopia infrarosso
per la caratterizzazione dei
coadiuvanti ad uso enologico
potrebbe consentire di perfe-
zionare i metodi di analisi
non distruttivi e rapidi da im-
piegare sia come ausilio ana-
litico per I’utilizzatore, sia
come supporto della fase pro-
duttiva per discriminare i
coadiuvanti, verificare misce-
le, ed in futuro per definire
caratteristiche funzionali di-
rettamente correlate alle ri-
sposte spettrali.

L’analisi non distruttiva
nel MIR e NIR dei diversi
coadiuvanti fornisce informa-
zioni in grado di discriminare
in modo inequivocabile i di-
versi coadiuvanti, sostituendo
cosi alcune analisi piu tradi-
zionali realizzabili in tempi
lunghi, con preparative anali-
tiche complesse e spesso con
tecniche distruttive.

Sono stati acquisiti gli spet-
tri dei principali coadiuvanti
utilizzati in enologia ed i risul-
tati sono interessanti e consen-
tono di migliorare i sistemi di
controllo e costanza dei lotti
anche per prodotti complessi
come i derivati di lievito.

|
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