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METODI DI ANALISI DEL COLORE DEI 
VINI ROSSI: ANTOCIANI, PIGMENTI 
POLIMERICI E COPIGMENTAZIONE
In questo lavoro vengono rappresentati alcuni dei più recenti metodi 
di analisi utili per lo studio delle componenti del colore dei vini rossi. 
Il lavoro è frutto di una lunga collaborazione tra i ricercatori del gruppo 
di enologia dell’Università di Bologna e quelli della University of California,
Davis (Usa) dove è stata condotta parte dell’attività di ricerca.

Premessa
Il colore dei vini rossi

rappresenta una caratteristica
importante dal punto di vista
sensoriale e commerciale ed
è riconducibile alla presenza
di sostanze coloranti di natu-
ra polifenolica, in particolare
gli antociani ed i loro deri-
vati polimerici (Fig. 1). Lo
studio della composizione
antocianica delle uve, della
loro diffusione nel mosto
durante la macerazione e la
loro interazione con altri
composti del vino durante la

conservazione sono aspetti
di notevole importanza per
l’enologo. In tale contesto,
la disponibilità di adeguati
strumenti di analisi rappre-
senta un prerequisito fonda-
mentale per lo studio delle
sostanze coloranti dei vini
(Paronetto, 1977). 

I risultati di seguito pre-
sentati sono il frutto di una
collaborazione con i ricerca-
tori dell’Università di Davis,
California, dove è stata svol-
ta parte della sperimentazio-
ne; a loro va un sentito rin-
graziamento. Lo studio è

stato realizzato con il finan-
ziamento della borsa di stu-
dio per l’estero Marco Polo
(AV), il Stephen Sinclair
Scott Endowment (RBB), ed
il contributo delle cantine
che hanno fornito i campioni
di vino per le analisi: Atlas
Peak, Mondavi, Trefethen,
Saintsbury, UC Davis expe-
rimental winery (California).

Per chiarezza di esposizio-
ne i risultati verranno pre-
sentati in quattro note: 
1. applicazione del metodo
Adams per l’analisi spettrofo-
tometrica dei pigmenti poli-
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HPLC per la determinazio-
ne dei pigmenti polimerici
nei vini rossi;
3. confronto tra metodi

HPLC e spettrofotometrici
per la determinazione dei
pigmenti polimerici nei vini
rossi;

4. messa a punto di una me-
todica rapida FT-IR per la
predizione dei pigmenti po-
limerici nei vini rossi.

Fig. 1 - Esempi di struttura di pigmenti polimerici ed altri complessi con antociani colorati

merici a basso ed elevato
peso molecolare nei vini
rossi;
2. sviluppo di un metodo

1. APPLICAZIONE DEL METODO ADAMS PER L’ANALISI SPETTROFOTOMETRICA DEI PIGMENTI POLIMERICI
A BASSO ED ELEVATO PESO MOLECOLARE NEI VINI ROSSI

Introduzione
La misura oggettiva del

colore e delle sue compo-
nenti chimiche nei vini ros-
si è da sempre di grande in-
teresse per il settore enolo-
gico. In questo contesto, la
disponibilità di nuove meto-
diche analitiche rappresenta
un valido supporto per com-
prendere più a fondo l’evo-
luzione dei composti fenoli-
ci ed il loro contributo alle
caratteristiche sensoriali dei
vini rossi di qualità (Monte-
doro et al. 1986; Ribéreau-
Gayon & Glories, 1986). 

L’analisi spettrofotome-
trica dei pigmenti polimeri-
ci dei vini rossi si basa su
due presupposti: (i) la SO2
decolora quasi totalmente
gli antociani monomeri e
solo parzialmente i pigmen-
ti polimerici; (ii) il colore
dei pigmenti polimerici è
meno sensibile alle varia-
zioni di pH. Per primi Ribé-
reau-Gayon e Stonestreet
(1965) hanno proposto di
acidificare il campione a pH
<1, quindi aggiungere SO2
al vino per decolorare gli
antociani monomeri. Questo
principio è stato poi ripreso
e sviluppato anche da altri
ricercatori (Somers &
Evans, 1977; Di Stefano et
al.  1989; Boulton et al.

1999). Recentemente, i l
prof. Adams ed il suo staff
hanno messo a punto un
nuovo metodo spettrofoto-
metrico per l’analisi  dei
pigmenti polimerici dei vini
basato sull’effetto combina-
to della precipitazione selet-
tiva dei polimeri ad opera
di una proteina (albumina) e
l’effetto decolorante della
SO2 (Harbertson et al.
2003).

Il metodo Adams consen-
te la determinazione di due
classi di pigmenti resistenti
alla decolorazione con SO2:
(i) i polimeri a basso peso
molecolare (small polyme-
ric pigments: SPP) che non
precipitano con l’albumina,
(ii) e quelli ad elevato peso
molecolare (large polymeric
pigments: LPP) che vengo-
no precipitati dall’albumina.
Con questo approccio
Adams e coll. hanno dimo-
strato che tali pigmenti po-
limerici sono già presenti
nelle uve durante la matura-
zione ed osservato che il lo-
ro contenuto è influenzato
dalle condizioni di fermen-
tazione e conservazione del
vino.

Lo scopo della presente
indagine è quello di caratte-
rizzare alcuni vini rossi ita-
liani in relazione a specifi-
che componenti del colore,

tra cui i pigmenti polimerici
a basso (SPP) ed elevato
peso molecolare (LPP). A
tal scopo è stata adottato il
metodo Adams, recentemen-
te introdotto nel settore
enologico (Versari et al.
2007a).

Materiali
e metodi

Vini. Sono stati analizzati
124 vini rossi imbottigliati in
commercio tra i quali San-
giovese (70 campioni), Ca-
bernet Sauvignon (n = 13),
Nero d’Avola (n = 10), Mer-
lot (n = 9), Marzemino (n =
7), Negroamaro (n = 6),
Aglianico (n = 5) e Canno-
nau (n = 4). Su ogni vino so-
no stati determinati i seguen-
ti parametri: colore totale,
pigmenti resistenti alla SO2,
pigmenti polimerici a basso
ed elevato peso molecolare
seguendo i protocolli dispo-
nibili in bibliografia e di se-
guito riassunti (Fig. 2).

Metodo Boulton. I vini
sono stati filtrati su membra-
na PTFE da 0,45 μm (Acro-
disc CR, 25 mm, Pall Corpo-
ration, Corvina, CA) e porta-
ti a pH 3,6 per eliminare l’ef-
fetto del pH sul colore dei vi-
ni e consentire un confronto
più attendibile. Per la deter-

minazione del colore totale, a
2 mL di campione filtrato e
con il pH normalizzato sono
stati aggiunti 20 μL di acetal-
deide (sol. 10%) e dopo 45
minuti è stata misurata l’as-
sorbanza a 520 nm (il valore
finale tiene conto della ne-
cessità di eventuali diluizioni
del campione). Per la deter-
minazione dei pigmenti resi-
stenti alla SO2, ad altri 2 mL
di vino sono stati aggiunti di
160 μL di SO2 (sol. al 5%)
per decolorare gli antociani
monomeri e dopo 10 minuti
si misura l’assorbanza a 520
nm (Boulton et al. 1999).

Metodo Adams. La misu-
ra dei pigmenti polimerici a
basso (SPP) ed elevato peso
molecolare (LPP) è stata con-
dotta su 40 vini sangiovese
dell’Emilia-Romagna. Per
ogni campione si preparano
due aliquote: per la prima si
preleva 1 mL di tampone aci-
do acetico/NaCl (portato a
pH 4,9 con NaOH) al quale
si aggiungono 500 μL di vi-
no, all’occorrenza diluito con
‘tampone enologico’ (etanolo
12%, bitartrato di potassio 5
g/L, pH 3,3). Sul campione
così preparato si aggiungono
80 μL di soluzione di meta-
bisolfito di potassio (0,36 M)
e dopo 10 minuti si misura
l’assorbanza a 520 nm (lettu-
ra A) che fornisce la lettura
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giungono 80 μL di soluzione
di metabisolfito di potassio
(0,36 M) e si misura l’assor-
banza a 520 nm (lettura B)
che fornisce la stima dei po-
limeri a basso peso moleco-
lare.

I polimeri ad elevato peso
molecolare si ricavano dalla
differenza delle due letture:
(A – B). I risultati sono
espressi in Unità di Assor-
banza (AU) riferite ad 1 cm
di percorso ottico e corrette
per le eventuali diluizioni del
campione (Harbertson et al.
2003).

Risultati e
discussione

Sui campioni sono stati
determinati il colore totale
ed i pigmenti resistenti alla
SO2 mediante il metodo
Boulton (Tab. 1). 

I vini presentano un diffe-
renza significativa nei valori
del colore totale, mentre il

contenuto in pigmenti resi-
stenti alla SO2 – per quanto
variabile tra i vini – non è ri-
sultato significativamente di-
verso al test di Tukey
(P≤0,05). Il colore totale è
massimo nei vini Marzemino
ed Aglianico, mentre i vini
Cabernet Sauvignon presenta-
no il maggior contenuto me-
dio di pigmenti resistenti alla
SO2. In base ai parametri del
colore presi in considerazio-
ne, questi tre vini presentano
delle caratteristiche migliori
per un eventuale affinamento.
Da un’indagine bibliografica
è emerso che i vini analizzati
presentano un contenuto in
pigmenti resistenti alla SO2
paragonabile a quello di altri
vini Canadesi (Mazza et al.
1999) e Spagnoli (Gomez-
Plaza et al. 1999).

I vini Sangiovese della
Romagna – per ovvie ragioni
di importanza economica del
prodotto – sono stati selezio-
nati per caratterizzarne la
frazione polimerica con il
metodo Adams che consente
di quantificare due classi di
pigmenti polimerici: quelli a
basso e quelli ad elevato pe-
so molecolare (Tab. 2). Il
rapporto tra pigmenti poli-
merici ad elevato e basso pe-
so molecolare (LPP/SPP)
trovato nei vini Sangiovese
(intervallo 0,15–2,78) mostra
valori simili a quelli riportati
per vini Pinot nero
(0,14–2,20), Cabernet Sauvi-
gnon (0,18–3,93), e Syrah
(0,28–1,71) (Harbertson et
al. 2003). I pigmenti resi-
stenti alla SO2 contribuisco-
no in proporzione variabile
al valore del colore totale, da
un minimo del 54% per i vi-
ni più giovani (annata 2002)
fino ad un massimo del 72%
per i vini imbottigliati da tre
anni (annata 2000). Il meto-
do Adams (SPP+LPP) e
quello Boulton misurano en-
trambi i pigmenti polimerici
resistenti alla SO2 e tra loro
si è riscontrata una buona li-
nearità (R2 = 0,82). Il meto-
do Adams presenta però il
vantaggio di consentire la
determinazione di due classi
di pigmenti polimerici: SPP
e LPP. 

Per quanto ci sia un gene-
rale consenso circa l’aumen-
to dei pigmenti polimerici

Fig. 2 - Schema dei metodi di analisi spettrofoto-
metrica dei pigmenti polimerici dei vini

Tab. 1 - Colore totale e pigmenti resistenti alla SO2 presenti in 128 vini
rossi Italiani

Colore totale Pigmenti
resistenti alla SO2

Media ±SD Media±SD
Vini N. campioni (AU 520 nm) (AU 520 nm)

Sangiovese 70 4,17±1,3 2,36±1,0 

Cabernet Sauvignon 13 5,01±2,5 3,25±2,2 

Cannonau 4 3,71±0,9 1,65±0,8 

Merlot 9 4,70±1,6 2,09±1,0 

Aglianico 5 7,10±2,9 3,03±0,9 

Negroamaro 6 4,51±1,2 2,29±0,8 

Marzemino 7 7,50±1,5 1,91±0,4 

Nero d'Avola 10 3,68±1,2 1,85±0,6 

Tab. 2 - Pigmenti polimerici a basso (SPP) ed elevato peso molecolare
(LPP) determinati in 40 vini Sangiovese di Romagna

LPP SPP

Media ±SD Media±SD
Anno N. vini (AU 520 nm) (AU 520 nm)

2003 1 0,33 0,71

2002 14 1,09±0,4 0,99±0,3

2001 14 1,21±0,3 1,15±0,3

2000 8 1,64±0,4 1,18±0,4

1999 3 1,35±0,2 1,11±0,2 

dei pigmenti polimerici totali.
La seconda aliquota consiste
di 1 mL di tampone acido
acetico/NaCl (pH 4,9) conte-
nente 1 mg/mL di albumina
(BSA in polvere, Sigma, Mi-
lano) al quale si aggiungono

500 μL di vino, opportuna-
mente diluito con ‘tampone
enologico’.

Dopo 15 minuti si centri-
fuga il campione a 13.500 g
x 5 minuti, quindi si prelava
il surnatante al quale si ag-
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trati su membrana PTFE da
0,45 μm (Acrodisc CR, 25
mm, Pall Corporation, Cor-
vina, CA) e portati a pH 3,6
prima di essere analizzati
confrontando due metodi
analitici: (i) il metodo spet-
trofotometrico Boulton con
aggiunta di 160 μL di SO2
(sol. al 5%) a 2 mL di cam-
pione per decolorare gli an-
tociani monomeri (Boulton
et al. 1999), e (ii) mediante
un nuovo metodo HPLC
proposto da Peng et coll.
(2002) da noi modificato
con l’aggiunta di SO2 alla
fase mobile. I campioni sono
stati analizzati con un siste-
ma HPLC (HP1100, Palo
Alto, CA) provvisto di un ri-
velatore a spettro di fotodio-
di, un iniettore da 20-μL ed
un autocampionatore. Per la
separazione dei pigmenti po-
limerici è stata utilizzata una
colonna polimerica PLRP-S
(Polymer Laboratories, Am-
herst, MA) provvista di pre-
colonna ed operante a 30°C.
È stato utilizzato un gradien-
te binario con due eluenti:
(A), acqua acidificata con
1,5% di acido fosforico
(96%) e (B), eluente A
(20%) + acetonitrile (80%).
Entrambe le fasi mobili sono
state aggiunte di 100 mg/L
di SO2 per mantenere l’effet-
to di decolorazione sugli an-
tociani. I campioni di vino
sono stati analizzati in dupli-
cato, ovvero sia prima che
dopo l’aggiunta di SO2 alle
fasi mobili. Il programma di
eluizione prevede il condi-
zionamento iniziale della co-
lonna con 92% di eluente A
(quindi 8% di B). In seguito,
si passa al 73% di A (tempo:
55 minuti), quindi si mantie-
ne per 4 minuti il 73% di A
(tempo: 59 minuti), poi si

2. SVILUPPO DI UN METODO HPLC PER LA DETERMINAZIONE DEI PIGMENTI POLIMERICI NEI VINI ROSSI

Introduzione
Il colore dei vini rossi

giovani è principalmente do-
vuto agli antociani liberi non
polimerizzati (monomeri) ed
al fenomeno della copig-
mentazione che consiste nel-
la loro interazione con altri
composti polifenolici (Boul-
ton, 2001). Durante la fer-
mentazione ma soprattutto
durante la fase di conserva-
zione/affinamento, gli anto-
ciani monomeri si combina-
no principalmente con i fla-
vonoidi per formare dei pig-
menti polimerici che confe-
riscono stabilità al colore dei
vini (Fig. 1) (Somers, 1971;
Ribéreau-Gayon, 1982;
Cheynier et al. 2006; Kenne-
dy et al. 2006).

La formazione e l’evolu-
zione dei pigmenti polimeri-
ci nei vini presentano delle
complessità che richiedono

era necessario rivedere i me-
todi spettrofotometrici per
non incorrere in una loro
sottostima. Purtroppo i tradi-
zionali metodi HPLC non
erano in grado di separare i
pigmenti polimerici dagli
antociani monomeri ed en-
trambe le classi di composti
coeluivano (Singleton &
Trousdale, 1992). Recente-
mente, Peng e coll. hanno
proposto un metodo HPLC
che consente di separare i
pigmenti polimerici dagli
antociani monomeri utiliz-
zando delle colonne polime-
riche (Peng et al. 2002). Ta-
le metodo HPLC è stato da
noi modificato nel presente
studio per analizzare i pig-
menti polimerici resistenti
alla decolorazione con SO2
mediante l’aggiunta della
SO2 nella fase mobile (Ver-
sari et al. 2007b). 

Materiali
e metodi

Vini. Sono stati analizzati
venti vini rossi ‘giovani’ tra
i quali due Sangiovese, quat-
tro Merlot, due Cabernet
Sauvignon, un Cabernet
Franc nove Pinot Nero, un
Cagnulari ed un Cannonau.
Al momento dell’analisi i vi-
ni erano imbottigliati da 11-
23 mesi, e sono stati scelti
per coprire un ampio inter-
vallo di intensità colorante
(DO 520 nm = 0,1–10 AU).
La presenza di due campioni
con uno scarso contenuto in
pigmenti polimerici è ricon-
ducibile al fatto che erano
presenti due vini Pinot nero
ottenuti senza contatto con
le bucce.

Analisi dei pigmenti po-
limerici. I vini sono stati fil-

continui approfondimenti
conoscitivi. In questo conte-
sto si avverte la necessità di
sviluppare nuove tecniche
analitiche per quantificare i
pigmenti polimerici dei vini
rossi. In passato Somers ed
Evans (1974) hanno propo-
sto una serie di misure spet-
trofotometriche per determi-
nare gli antociani totali ed i
pigmenti polimerici nei vini
rossi. La procedura originale
si basava su due presupposti:
(i) la SO2 decolora solo gli
antociani senza alcun effetto
sui pigmenti polimerici; e
(ii) il colore dei pigmenti
polimerici aumenta di 5/3 a
seguito della acidificazione.
In seguito Bakker et coll.
(Bakker et al. 1986) hanno
dimostrato mediante croma-
tografia liquida (HPLC) che
anche i pigmenti polimerici
venivano decolorati parzial-
mente dalla SO2, pertanto

no (7,5±1,5 AU 520 nm) ed
Aglianico (7,10±2,90 AU
520 nm), mentre i vini Ca-
bernet Sauvignon presentano
il maggior contenuto medio
di pigmenti resistenti alla
SO2 (3,25±2,16 AU 520
nm). Nei vini Sangiovese il
rapporto tra pigmenti poli-
merici ad elevato e basso
peso molecolare (LPP/SPP)
varia da 0,15 a 2,78. 

fattori, tra i quali le condi-
zioni climatiche, ambientali,
di fermentazione e conser-
vazione del vino.

Riassunto
Nel presente lavoro sono

stati caratterizzati 124 vini
rossi italiani (Sangiovese,
Cabernet Sauvignon, Nero
d’Avola, Merlot, Marzemi-

no, Negroamaro, Aglianico e
Cannonau) in relazione a
specifiche componenti del
colore, tra cui i pigmenti po-
limerici a basso (SPP) ed
elevato peso molecolare
(LPP).

A tal scopo è stata adotta-
to il metodo Adams, recente-
mente introdotto nel settore
enologico. Il colore totale è
massimo nei vini Marzemi-

nel vino con il procedere
della conservazione, nel no-
stro caso non è possibile
trarre considerazioni conclu-
sive in quanto si tratta di vi-
ni di produttori diversi per i
quali non è noto il contenu-
to iniziale in pigmenti poli-
merici.

Inoltre, è noto che il con-
tenuto in pigmenti polimeri-
ci è influenzato da diversi

Fig. 3 - Cromatogramma di un vino rosso in cui è
visibile il profilo di controllo senza SO2 (A), il
campione con aggiunta di SO2 solo al vino prima
dell’analisi HPLC (B), e con aggiunta di SO2 sia al
vino che agli eluenti HPLC (C)
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preesistente metodo HPLC
ha consentito di implementa-
re l’analisi dei pigmenti po-
limerici nei vini rossi distin-
guibili in due classi: (A)
pigmenti polimerici totali
(senza SO2 nella fase mobi-
le), e (B) pigmenti polimeri-
ci resistenti alla decolorazio-
ne (con aggiunta di SO2 alla
fase mobile ed a campione).
Ovviamente, per differenza
(A-B) si ottiene la frazione
di pigmenti polimerici deco-
lorati dalla SO2. In conside-
razione dell’importanza tec-
nologica e sensoriale dei
pigmenti polimerici, si ritie-
ne che la disponibilità di un
metodo analitico in grado di
determinare varie classi di
tali pigmenti rappresenti un
utile supporto il lavoro degli
operatori.

Riassunto
Questo studio riporta i

dettagli di un metodo HPLC
per l’analisi dei pigmenti po-
limerici totali dei vini rossi,
ed un protocollo innovativo
per la determinazione in
HPLC dei pigmenti polime-
rici resistenti alla SO2 (me-
diante l’aggiunta di SO2 alla
fase mobile). Con questo
metodo sono stati analizzati
20 vini ottenuti da uve Pinot
nero, Merlot, Cabernet Sau-
vignon, Cabernet Franc,
Sangiovese, Cagnulari e
Cannonau. I risultati sono
stati confrontati con quelli
ottenuti con due metodi
spettrofotometrici: (i) il me-
todo Boulton che prevede
l’aggiunta di un eccesso di
SO2 al vino portato a pH
3,6, quindi la lettura di as-
sorbanza a 520 nm dei pig-
menti resistenti alla decolo-
razione; (ii) il metodo
Adams che prevede l’ag-
giunta di SO2 al campione di
vino prima e dopo averlo
trattato con una proteina in
grado di rimuovere i pig-
menti polimerici e successi-
va differenza delle due lettu-
re di assorbanza a 520 nm.
Esiste una buona correlazio-
ne tra il valore dei pigmenti
polimerici trovato con que-
sto nuovo metodo HPLC e
quello fornito dal metodo
Boulton (r = 0,99) e quello
Adams (r = 0,95). 

raggiunge il 30% di A (tem-
po: 64 minuti), ed infine si
mantiene per 5 minuti il
30% di A (tempo: 69 minu-
ti), prima di ricondizionare
la colonna per la successiva
analisi. Gli spettri UV-Vis
sono stati acquisiti tra 200 e
800 nm, i cromatogrammi
monitorati a 520 nm, ed i
pigmenti polimerici quantifi-
cati come area del picco (per
mancanza di standard certifi-
cati di tali composti). 

Risultati e
discussione

La Fig. 3 mostra l’analisi
cromatografica di un vino
rosso in cui è visibile il pro-
filo di controllo senza SO2
(A), il profilo con aggiunta
di SO2 solo al vino prima
dell’analisi HPLC (B), e con
aggiunta di SO2 sia al vino
che agli eluenti HPLC (C).
Il picco visibile a 66,0 minu-
ti rappresenta i pigmenti po-
limerici del vino, e l’effetto
di decolorazione è completo
solo quando si aggiunge SO2
sia al vino che agli eluenti
(Fig. 3, C). Pertanto senza
l’aggiunta di SO2 nella fase
mobile (A) vengono deter-
minati i pigmenti polimerici
totali, mentre con l’aggiunta
di SO2 alla fase mobile è
possibile analizzare i pig-
menti polimerici resistenti

alla decolorazione (C). Nei
diversi vini analizzati i pig-
menti polimerici sono stati
parzialmente decolorati in
quantità variabile da un mi-
nimo del 5% ad un massimo
del 22%. 

L’uso della SO2 nella fase
mobile in HPLC per decolo-
rare i pigmenti del vino è
stato preconizzato da Pier-
giovanni et coll. (1986) che
lo hanno applicato allo stu-
dio della frazione monome-
rica del vino Barbera. Nel
metodo HPLC da noi propo-
sto l’uso della SO2 è mirato
alla determinazione dei pig-
menti polimerici nei vini
mediante iniezione diretta
del campione e la validità
dei risultati è stata verificata
confrontandoli con quelli di
due metodi spettrofotometri-
ci: (i) il metodo Boulton che
prevede l’aggiunta di un ec-
cesso di SO2 al vino tal qua-
le – che decolora gli anto-
ciani monomeri e parte dei
polimeri - quindi la lettura
di assorbanza a 520 nm (So-
mers & Evans, 1977), (ii) ed
il metodo Adams che preve-
de l’aggiunta di SO2 al cam-
pione di vino prima e dopo
averlo trattato con una pro-
teina in grado di rimuovere i
pigmenti polimerici e suc-
cessiva differenza delle due
letture a 520 nm (Harbertson
et al. 2002). La correlazione
tra HPLC ed il metodo
Boulton è ottima (r = 0,99),
ma il valore positivo dell’in-
tercetta (0,31 AU) indica
chiaramente che il metodo
spettrofotometrico tende so-
vrastimare il contenuto in
pigmenti polimerici nei vini
probabilmente a seguito del-
la presenza di altri composti
colorati resistenti alla SO2
(es. dimero acido
cafarico–antociano) ma non
certo di natura polimerica
(Fig. 4). La correlazione tra
HPLC ed il metodo Adams
(SPP+LPP) è buona (r =
0,95) a conferma che il con-
fronto tra questi risultati è
coerente basandosi sul pre-
supposto che tutti i metodi
utilizzano SO2 per decolora-
re parte dei pigmenti e de-
terminare solo quelli resi-
stenti alla decolorazione. 

In conclusione, l’aggiunta
di SO2 alla fase mobile di un
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Fig. 4 - Correlazione tra pigmenti polimerici di 20
vini rossi analizzati con il nuovo metodo HPLC e
mediante il metodo spettrofotometrico Boulton
(●). Entrambi i metodi prevedono l’uso di SO2 per
decolorare i vini
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3. CONFRONTO TRA METODI HPLC E SPETTROFOTOMETRICI PER LA DETERMINAZIONE
DEI PIGMENTI POLIMERICI NEI VINI ROSSI

tografia (Nagel & Wulf,
1979; Baldi & Romani,
1992; Singleton & Trousda-
le, 1992; Kennedy & Water-
house, 2000; Vrhovsek et al.
2001; Peng et al. 2001,
2002). Ogni metodo di ana-
lisi presenta vantaggi e limi-
tazioni, ed il confronto tra
dati analitici ottenuti con
metodi diversi richiede at-
tenzione.

L’obiettivo di questo la-
voro è quello di confrontare
diversi metodi di analisi
spettrofotometrici ed HPLC
per la determinazione dei
pigmenti polimerici dei vini
rossi (Versari et al. 2007c).

Materiali
e metodi

Vini. Sono stati analizzati
20 vini rossi giovani tra i
quali due Sangiovese, quat-
tro Merlot, due Cabernet
Sauvignon, un Cabernet
Franc nove Pinot Nero, un
Cagnulari ed un Cannonau.
Al momento dell’analisi i
vini erano imbottigliati da
11-23 mesi, e sono stati
scelti per coprire un ampio
intervallo di intensità colo-

rante (DO 520 nm = 0,1–10
AU). La presenza di due
campioni con uno scarso
contenuto in pigmenti poli-
merici è riconducibile al fat-
to che erano presenti due vi-
ni Pinot nero ottenuti senza
contatto con le bucce.

Analisi dei pigmenti po-
limerici. I vini sono stati fil-
trati su membrana PTFE da
0,45 μm (Acrodisc CR, 25
mm, Pall Corporation, Cor-
vina, CA) e quindi analizza-
ti con i seguenti metodi:
1. metodo spettrofotometri-
co Somers: a 2 mL di cam-
pione sono stati aggiunti
160 μL di SO2 (sol. al 5%)
per decolorare gli antociani
monomeri, quindi si misura
l’assorbanza a 520 nm (So-
mers & Evans, 1977);
2. metodo spettrofotometri-
co Boulton: a 2 mL di cam-
pione portato a pH 3,6 sono
stati aggiunti 160 μL di SO2
(sol. al 5%) per decolorare
gli antociani monomeri,
quindi si misura l’assorban-
za a 520 nm (Boulton et al.
1999);
3. metodo spettrofotometri-
co Adams: Per ogni campio-
ne si preparano due aliquo-
te: per la prima si preleva 1
mL di tampone acido aceti-
co/NaCl (portato a pH 4,9
con NaOH) al quale si ag-
giungono 500 μL di vino,
all’occorrenza diluito con
‘tampone enologico’ (etano-
lo 12%, bitartrato di potas-
sio 5 g/L, pH 3,3). Sul cam-
pione così preparato si ag-
giungono 80 μL di soluzio-
ne di metabisolfito di potas-
sio (0,36 M) e dopo 10 mi-
nuti si misura l’assorbanza a
520 nm (lettura A) che for-
nisce la lettura dei pigmenti
polimerici totali. La seconda
aliquota consiste di 1 mL di
tampone acido acetico/NaCl
(pH 4,9) contenente 1
mg/mL di albumina (BSA
in polvere, Sigma, Milano)
al quale si aggiungono 500
μL di vino, opportunamente
diluito con ‘tampone enolo-
gico’. Dopo 15 minuti si
centrifuga il campione a
13.500 g x 5 minuti, quindi
si prelava il surnatante al
quale si aggiungono 80 μL

di soluzione di metabisolfito
di potassio (0,36 M) e si mi-
sura l’assorbanza a 520 nm
(lettura B) che fornisce la
stima dei polimeri a basso
peso molecolare. I polimeri
ad elevato peso molecolare
si ricavano dalla differenza
delle due letture: (A – B). I
risultati sono espressi in
Unità di Assorbanza (AU)
riferite ad 1 cm di percorso
ottico e corrette per le even-
tuali diluizioni del campione
(Harbertson et al. 2003);
4. metodo RP-HPLC: utiliz-
zando la colonna in fase in-
versa (RP-C18) ed il proto-
collo proposto da Donovan
et al. (1988); 
5. metodo PLRP-HPLC:
utilizzando le condizioni ri-
portate da Peng e coll.
(2002);
6. metodo PLRP-HPLC con
SO2: che si basa sul metodo
proposto da Peng et coll.
(2002) modificato con l’ag-
giunta di SO2 alla fase mo-
bile. I campioni sono stati
analizzati con un sistema
HPLC (HP1100, Palo Alto,
CA) provvisto di un rivela-
tore a spettro di fotodiodi,
un iniettore da 20-μL ed un
autocampionatore.
Per la separazione dei pig-
menti polimerici è stata uti-
lizzata una colonna polime-
rica PLRP-S (Polymer La-
boratories, Amherst, MA)
provvista di precolonna ed
operante a 30°C. È stato uti-
lizzato un gradiente binario
con due eluenti: (A), acqua
acidificata con 1,5% di aci-
do fosforico (96%) e (B),
eluente A (20%) + acetoni-
trile (80%). Entrambe le fasi
mobili sono state aggiunte
di 100 mg/L di SO2 per
mantenere l’effetto di deco-
lorazione sugli antociani. I
campioni di vino sono stati
analizzati in duplicato, ov-
vero sia prima che dopo
l’aggiunta di SO2 alle fasi
mobili.  Il programma di
eluizione prevede il condi-
zionamento iniziale della
colonna con 92% di eluente
A (quindi 8% di B). In se-
guito, si passa al 73% di A
(tempo: 55 minuti), quindi
si mantiene per 4 minuti il

Introduzione
Gli antociani sono pig-

menti presenti nelle bucce
delle uve dalle quali vengo-
no estratti durante la mace-
razione/vinificazione.

Il colore di un vino rosso
tende a modificarsi nel tem-
po ed è il risultato di vari
fattori, tra i quali (i) il tipo e
la quantità di antociani pre-
senti, (ii) il pH, (iii) la dose
di SO2, e (iv) la presenza di
copigmenti (Boulton et al.
1998; Riberau-Gayon et al.
2003). Nonostante il colore
di un vino si possa misurare
facilmente con uno spettro-
fotometro, correlare il colo-
re di un vino con la sua
composizione chimica pre-
senta delle complessità che
richiedono specifiche consi-
derazioni ed appropriate va-
lutazioni analitiche. Per
l’analisi dei polifenoli nei
vini sono stati proposti di-
versi metodi, alcuni dei qua-
li in spettrofotometria (Ri-
bereau-Gayon & Stonestre-
et, 1965; Pompei, 1971; So-
mers & Evans, 1977; Di
Stefano et al. 1989; Boulton
et al. 1999; Harbertson et al.
2002, 2003), altri in croma-

Fig. 5 - Cromatogramma HPLC di un vino rosso
monitorato a 520 nm utilizzando la colonna RP-
C18 (in alto) e quella polimerica PLRP (in basso)

L’area evidenziata indica i pigmenti polimerici. I picchi 1-5 in-
dicano i principali antociani monomeri dei vini rossi: Delfinidina
3-glucoside (Dp-3g); Cianidina 3-glucoside (Cy-3g); Petunidina 3-
glucoside (Pt-3g); Peonidina 3-glucoside (Pn-3g); Malvidina 3-
glucoside (Mv-3g)
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73% di A (tempo: 59 minu-
ti), poi si raggiunge il 30%
di A (tempo: 64 minuti), ed
infine si mantiene per 5 mi-
nuti il 30% di A (tempo: 69
minuti), prima di ricondizio-
nare la colonna per la suc-
cessiva analisi. Gli spettri
UV-Vis sono stati acquisiti
tra 200 e 800 nm, i croma-
togrammi monitorati a 520
nm, ed i pigmenti polimerici
quantificati come area del
picco (per mancanza di
standard certificati di tali
composti).

Risultati e
discussione

Confronto tra metodi
HPLC (n. 4 e 5). Due me-
todi HPLC – uno facente
uso di una colonna in fase
inversa classica RP-C18, e
l’altro di una colonna in fa-
se inversa polimerica PLRP
– sono stati confrontati per
verificare la loro capacità di
separare i pigmenti polime-
rici dei vini rossi. 

In entrambe le metodiche
non è stata usata SO2. La
Fig. 5 mostra il cromato-
gramma di un vino rosso
analizzato con i due metodi
HPLC in cui sono state evi-
denziate le zone di eluizione

dei pigmenti polimerici. Si
nota come nel caso delle co-
lonne RP-C18 tali composti
eluiscono tra 40 e 63 minu-
ti, provocando un innalza-
mento della linea di base.
Invece, nel caso delle colon-
na polimerica PLRP è ben
visibile un picco isolato a
circa 66 minuti che rappre-
senta i pigmenti polimerici i
quali – in questo caso – non
interferiscono con la deter-
minazione di altri composti.
I risultati ottenuti con i due
metodi HPLC sono in buon
accordo tra di loro (R2 =
0,97) (Fig. 6) a conferma
della validità dell’approccio
sperimentale. Inoltre, prece-
denti studi hanno dimostrato
la natura polifenolica e poli-
merica del picco a 66 minu-
ti (Peng et al. 2001, 2002).
Appare evidente che le co-
lonne polimeriche PLRP
consentono un notevole mi-
glioramento nella determi-
nazione dei pigmenti poli-
merici.

Confronto tra metodo
PLRP-HPLC (n. 6) e me-
todi spettrofotometrici (n.
1-3). La misura spettrofoto-
metrica dei pigmenti poli-
merici dei vini rossi si basa
sul presupposto che la SO2
decolora quasi totalmente
gli antociani monomeri e

solo parzialmente i pigmenti
polimerici. Pertanto per con-
frontare in maniera raziona-
le i dati ottenuti con un me-
todo spettrofotometrico ed
uno HPLC è necessario uti-
lizzare in entrambi i casi la
SO2. A tal scopo è stato svi-
luppato un nuovo metodo
HPLC (n. 6) descritto in
dettaglio in una precedente
sezione di questo articolo.
La somma dei pigmenti a
basso ed elevato peso mole-
colare (SPP + LPP) determi-
nati con il metodo Adams
mostra una buona linearità
(R2 = 0,95) con il picco a 66
minuti ottenuto con l’analisi
HPLC utilizzando la colon-
na polimerica PLRP e l’ag-
giunta di SO2 alla fase mo-
bile (Fig. 7). Questo risulta-
to conferma la natura poli-
merica del picco eluito a 66
minuti con la colonna
PLRP.

Il nuovo metodo PLRP-
HPLC con aggiunta di SO2
nella fase mobile ha mostra-
to una buona corrisponden-
za con il metodo Somers
(R2 = 0,992) ma ha eviden-
ziato un valore di intercetta
(Y) pari a 0,3 AU, ad indi-
care che il metodo Somers
tende a sovrastimare i pig-
menti polimerici resistenti
alla SO2. Un simile risultato

Fig. 6 - Correlazione pigmenti polimerici determi-
nati in HPLC con colonna RP-C18 e colonna PLRP. I
dati si riferiscono alla misura delle aree rilevate
a 520 nm

13

Fig. 7 - Correlazione tra i pigmenti polimerici de-
terminati in (i) PLRP-HPLC con aggiunta di SO2 al-
la fase mobile e (ii) mediante metodo spettrofo-
tometrico Adams (SPP+LPP)
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era prevedibile ed è ricon-
ducibile alla presenza di
composti colorati a basso
peso molecolare resistenti
alla decolorazione (es. viti-
sine) che in HPLC vengono
separati dai pigmenti poli-
merici mentre nell’analisi
spettrofotometrica creano
interferenza.

lunghezza d’onda di riferi-
mento per l’analisi dei pig-
menti colorati dei vini rossi
(antociani).

Tra i metodi HPLC sono
state prese in considerazio-
ne sia colonne in fase in-
versa (RP-C18) che colonne
polimeriche (PLRP). Viene
discusso l’effetto dell’uso

di SO2 durante la prepara-
zione del campione per de-
terminare due classi di pig-
menti polimerici (la somma
dei quali fornisce i pigmen-
ti  polimerici totali):  ( i)
quelli che si decolorano (ii)
quelli resistenti alla decolo-
razione con SO2.

Riassunto
Vengono confrontati di-

versi metodi HPLC e spet-
trofotometrici per la deter-
minazione dei pigmenti po-
limerici nei vini. 

In tutti i metodi viene mi-
surata l’assorbanza a 520
nm che, come è noto, è la

Fig. 8 - Esempio di spettri FT-IR di vini rossi. Regioni spettrali utili: (A)
2971–2435 cm–1; (B) 2280–1717 cm–1; (C) 1540–1000 cm–1

4. MESSA A PUNTO DI UNA METODICA RAPIDA FT-IR PER LA PREDIZIONE DEI PIGMENTI POLIMERICI NEI VINI ROSSI

Riassunto
La spettroscopia nel me-

dio infrarosso (FT-IR) è sta-
ta utilizzata per determinare
i pigmenti polimerici nei vi-
ni rossi. 

Lo studio è stato condotto
su 20 vini che coprivano un
ampio intervallo di colore:
da 0 a 10 unità di assorban-
za (AU a 520 nm). 

Sui campioni sono state
eseguite le analisi di con-
fronto mediante il metodo
Adams che consente di de-
terminare i pigmenti poli-
merici a basso (SPP) ed ele-
vato peso molecolare (LPP).
I risultati del metodo FT-IR
sono stati confrontati con
quelli del metodo Adams
mediante la regressione li-
neare ai minimi quadrati
parziali. La tecnica FT-IR
consente di analizzare i pig-
menti polimerici in tempi
rapidi utili per un controllo
di qualità.

Introduzione
Attualmente per misurare

le principali componenti del
colore dei vini - antociani
monomeri, pigmenti polime-
rici a basso ed elevato peso
molecolare, copigmentazio-
ne – è necessario eseguire
più determinazioni. La pos-
sibilità di utilizzare una sola
tecnica analitica in grado di
analizzare più parametri
contemporaneamente ed in
tempi rapidi rappresenta un
indubbio vantaggio per
l’enologo. In questo contesto
si riscontra un crescente in-
teresse verso la spettroscopia
nel medio infrarosso con tra-
sformata di Fourier (FT-IR)
che misura l’assorbimento
delle radiazioni elettroma-
gnetiche di tutte le molecole
presenti nel campione nel-
l’intervallo del medio infra-
rosso: 2.500–10.000 nm
(1000 – 4000 cm–1). Tale
tecnica viene già utilizzata

con successo nel settore eno-
logico per l’analisi di diversi
componenti del vino, tra i
quali etanolo, acidità totale,
estratto secco, glicerolo, co-
pigmentazione (Kupina &
Shrikhande, 2003; Versari et
al. 2003; Patz et al. 2004).

Questo articolo descrive la
messa a punto di un metodo
FT-IR per l’analisi dei pig-
menti polimerici a basso ed
elevato peso molecolare nei
vini rossi (Versari et al.
2006).

Materiali
e metodi

Vini. Sono stati analizzati
20 vini rossi giovani tra i
quali due Sangiovese, quat-
tro Merlot, due Cabernet
Sauvignon, un Cabernet
Franc nove Pinot Nero, un
Cagnulari ed un Cannonau.
Al momento dell’analisi i vi-
ni erano imbottigliati da 11-

23 mesi, e sono stati scelti
per coprire un ampio inter-
vallo di intensità colorante
(DO 520 nm = 0.1–10 AU).
La presenza di due campioni
con uno scarso contenuto in
pigmenti polimerici è ricon-
ducibile al fatto che erano
presenti due vini Pinot nero
ottenuti senza contatto con
le bucce.

Analisi dei pigmenti po-
limerici. I vini sono stati fil-
trati su membrana PTFE da
0,45 μm (Acrodisc CR, 25
mm, Pall Corporation, Cor-
vina, CA) e quindi analizza-
ti per determinare i pigmenti
a basso (SPP) ed elevato pe-
so molecolare (LPP) utiliz-
zando il metodo spettrofoto-
metrico Adams . Per ogni
campione si preparano due
aliquote: per la prima si pre-
leva 1 mL di tampone acido
acetico/NaCl (portato a pH
4,9 con NaOH) al quale si
aggiungono 500 μL di vino,
all’occorrenza diluito con
‘tampone enologico’ (etano-
lo 12%, bitartrato di potassio
5 g/L, pH 3,3). Sul campio-
ne così preparato si aggiun-
gono 80 μL di soluzione di
metabisolfito di potassio
(0,36 M) e dopo 10 minuti
si misura l’assorbanza a 520
nm (lettura A) che fornisce
la lettura dei pigmenti poli-
merici totali. La seconda ali-
quota consiste di 1 mL di
tampone acido acetico/NaCl
(pH 4,9) contenente 1
mg/mL di albumina (BSA in
polvere, Sigma, Milano) al
quale si aggiungono 500 μL
di vino, opportunamente di-
luito con ‘tampone enologi-
co’. Dopo 15 minuti si cen-
trifuga il campione a 13.500
g x 5 minuti, quindi si prela-
va il surnatante al quale si
aggiungono 80 μL di solu-
zione di metabisolfito di po-
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tassio (0,36 M) e si misura
l’assorbanza a 520 nm (let-
tura B) che fornisce la stima
dei polimeri a basso peso
molecolare. I polimeri ad
elevato peso molecolare si
ricavano dalla differenza
delle due letture: (A – B). I
risultati sono espressi in
Unità di Assorbanza (AU)
riferite ad 1 cm di percorso
ottico e corrette per le even-
tuali diluizioni del campione
(Harbertson et al. 2003).

Analisi FT-IR. I campioni
sono stati analizzati mediante
WineScan FT120 (FOSS,
Hilleroed, Danimarca) che
acquisisce lo spettro nell’in-
tervallo 5012–926 cm–1 (Fig.
8). Data la natura multivaria-
ta dello spettro FT-IR, alcuni
composti presenti in soluzio-
ne creano delle interferenze
tali da coprire le informazio-
ni spettrali di altri composti.
Per questo motivo, le due re-
gioni 1582–1697 cm–1 e
2791–3626 cm–1 sono state
escluse a causa delle interfe-
renze determinate dall’assor-
bimento dell’acqua, mentre
la regione 3626–5011 cm–1 è
stata considerata di scarsa
utilità ai fini analitici. Tra le
rimanenti regioni spettrali
potenzialmente utili (Fig. 8,
A-C), l’intervallo spettrale
1540–1000 cm–1 (Fig. 8, C)
è risultato il più importante
ai fini di questa sperimenta-
zione ed è stato sottoposto
ad analisi multivariata.

Elaborazione multivaria-
ta. Per l’elaborazione stati-
stica dei dati si è fatto ricor-
so ad una calibrazione multi-
variata molto utilizzata nel
campo del medio infrarosso,
il cosiddetto modello ai mi-
nimi quadrati parziali (Par-
tial Least Squares, PLS)
(Todeschini, 1998). Il mo-
dello PLS ottenuto è stato
valutato mediante validazio-
ne interna (cross validation)
e stima dell’errore quadrati-
co medio di cross-validazio-
ne (RMSECV: Root Mean
Squares Error of Cross Vali-
dation) (Opus 5.5, Bruker
Optics, Milano).

Risultati e
discussione

La strumentazione FT-IR,
per funzionare correttamen-
te, necessità di una adeguata
e preventiva calibrazione di
taratura con un metodo di ri-
ferimento. In questa fase i
campioni vengono analizzati
con entrambe le tecniche
(FT-IR e metodo di riferi-
mento) ed i dati confrontati
tra loro. Solitamente le cali-
brazioni FT-IR forniscono
risultati migliori quando so-
no sviluppate su vini con le
stesse caratteristiche e si ba-
sano su molti campioni. In
questo modo si può arrivare
ad ottenere una calibrazione,
ad esempio, per il solo San-
giovese di Romagna. In que-
sto studio preliminare, il nu-
mero di campioni è limitato
ma la tipologia dei vini è
stata diversificata per coprire
un intervallo di concentra-
zione più ampio possibile e
verificare la robustezza del
metodo.

La Fig. 9 mostra la corre-
lazione tra analisi FT-IR e
metodo spettrofotometrico
Adams per la determinazione
dei pigmenti polimerici a
basso (SPP) ed elevato peso
molecolare (LPP) nei vini
rossi. La correlazione è sod-
disfacente (R2 0,955), con
un errore medio di predizio-
ne migliore nel caso degli
SPP (RMSECV = 8,5%) ri-
spetto agli LPP (RMSECV
= 12,5%). 

In conclusione, questa in-
dagine preliminare a dimo-

strato la potenzialità della
tecnica FT-IR per la deter-
minazione dei pigmenti poli-
merici nei vini rossi. Ulte-
riori analisi sono necessarie
per implementare la banca
dati e migliorare le presta-
zioni dello strumento.

■
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