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RIASSUNTO

Raboso Piave e Raboso Veronese sono varieta ditiprslee del Veneto orientale, dalle
caratteristiche organolettiche molto simili tanta dssere vinificate sotto il nome generico di
“Raboso”. La notevole somiglianza delle due variet@nfermata anche dall’analisi molecolare,
suggeriva profili simili anche per i metaboliti afici dell’'uva. La prima fase di questo lavoro di
tesi € stata rivolta alla caratterizzazione chintdieluva, con lo studio dei composti polifenolasil
aromatici e del profilo delle proteine dei vinadc@ttraverso lo sviluppo di un nuovo approccio
analitico di spettometria di massa Matrix-Assisteger-Desorpition-lonization (MALDI/MS). In
entrambe le varietd sono stati riscontrati elesatitenuti di flavonoidi e di antociani estraibibrc
la vinificazione, e di quercetina glucoside in mafare nel Raboso Veronese. Il profilo degli
antociani e risultato essere caratterizzato danpoitante contenuto di cianina e da bassi livelli d
antociani acilati, mentre il profilo aromatico daausignificativa presenza di terpenoli in forma
glicosilata e di norisoprenoidi. L'approccio MALDAS e risultato un valido strumento per la
caratterizzazione varietale, evidenziando per leeté studiate diversi profili delle proteine dei
vinaccioli indipendentemente dall’annata e dallana&o E’ risultato possibile differenziare
chimicamente il Raboso Piave dal Veronese in padie sulla base del profilo degli antociani.

Lo studio della composizione polifenolica ed arapstha messo in evidenza una
particolare attitudine del vino Raboso per I'affimento in legno. La seconda fase della tesi é stata
pertanto focalizzata sullo studio dell’evoluziorsl @ino Raboso durante la conservazione in botti
di legno. Sono state prese in considerazione bo#iruite in legno di acacia, castagno, ciliegio,
gelso e rovere. Lo studio delle cessioni aromatepelifenoliche in soluzioni di vino e di distilta
modello dei diversi tipi di legno ha permesso litlécazione complessivamente di 51 diversi
composti volatili negli estratti idroalcolici, caim caratteristico profilo per ogni tipo di legnce L
maggiori cessioni polifenoliche sono risultate dpiedi castagno e rovere; il ciliegio, con alti
contenuti di polifenoli che sono pero risultati poestraibili in vinificazione e poco stabili
all'ossidazione, si € rivelato il legno meno adaio i lunghi tempi d’invecchiamento, mentre il piu
adatto a tale scopo e risultato il rovere. Lo siudiell’evoluzione chimica del vino durante nove
mesi d’'invecchiamento ha evidenziato che la bottgetso ha indotto una rilevante diminuzione
degli esteri etilici a nota fruttata e di etilguzoéo, ed una elevata cessione di etilfenolo, intlica

guesto legno come il meno adatto all'invecchiameiatiovini.



ABSTRACT

Raboso Piave and Raboso Veronese are differene giaeties typical of Eastern Veneto,
because are characterized by very similar orgatioleparacteristics they used in winemaking for
production of the wine named “Raboso”. The remakadmilarity of the two varieties, also
confirmed by molecular analyses, suggested simoh@mical grape profiles. The first step of the
thesis was focused to the chemical characterizatibriwo grape varieties by the study of
polyphenolic and aromatic compounds, and of seetkjor profiles with a new analytical approach
by Matrix-Assisted-Laser-Desorpition-lonization reaspectrometry (MALDI/MS). High amount
of flavonoids and anthocyanins extractable withemmaking were found in both varieties, and high
guercetin glucoside was found in particular in Rabd/eronese. The anthocyanic profile was
characterized by important content of cyanin, awd ¢ontents of acylated anthocyanins, the aroma
profile by significant presence of glycoside terplesrand norisoprenoids. The MALDI/MS method
was proved to be a valuable tool for variety chimazation, evidencing different seed protein
profiles for the grape varieties studied. The ddfgiation between Raboso Piave and Veronese was
possible in particular on the basis of the anthoiyprofile.

The study of aromatic and polyphenolic compositeMidenced a particular aptitude for
wood aging of Raboso wine. As a consequence, ttendestep of the study was focused on the
wine evolution during storage in wooden barrelsrr®a made with acacia, chestnut, cherry,
mulberry and oak were used. The study of volatiid polyphenolic compounds released by the
wood in wine and spirit model solutions alloweddentify in hydroalcoholic extracts 51 different
volatile compounds, and each type of wood showdi$tanctive profile. Chestnut and oak showed
the major cession of polyphenolic. Cherry had haghtent of polyphenols but low extractable by
the wine and unstable to oxidation so it provedé¢othe wood least suitable for long time wine
aging, while the oak was the most suitable. Theystf chemical evolution of wine during nine
months of aging showed a significant reductionrafty-note ethyl esters and ethylguaiacol and a
large supply of ethylphenol in the mulberry bamgkd wine, indicating this wood as less suitable

for aging of wines.



SCOPO DELLA TESI

Questo lavoro di dottorato si inserisce all'interdell’attivita del Laboratorio Chimico
CRA-VIT che gia da diversi anni opera nello svilopgi metodiche ed approcci analitici finalizzati
a fornire nuovi strumenti per lo studio della chemidell'uva e del vino e per la caratterizzazione
varietale.

La prima fase della tesi si poneva come obbietavoaratterizzazione chimica varietale del
Raboso, attraverso lo studio qualitativo e quatntibadei polifenoli e della composizione aromatica
delluva di Raboso Piave e Raboso Veronese. Lavot#esomiglianza delle due varieta,
confermata anche dall’analisi molecolare con i ra@mg microsatelliti (Crespamt al., 2004),
suggeriva profili simili dei metaboliti chimici dalva. | vini prodotti sono infatti, a parita di
tecniche di vinificazione impiegate, molto simitgnto che nel disciplinare di produzione DOC
Piave non si fa distinzione fra le due varieta ecit tra i vitigni ammessi genericamente il
“Raboso”. Per fare questo sono state applicatadeeranalitiche strumentali tradizionali (HPLC,
GC/MS, spettrofotometria UV-Vis), e sono stati gpppati nuovi approcci con l'impiego di
tecnologie avanzate (MALDI/MS). Lo studio ha perstesli individuare analogie e differenze dal
punto di vista chimico tra le due varieta, e dimstie il potenziale polifenolico ed aromatico che
dall’'uva puo essere trasferito al vino.

Nella seconda fase della tesi e stato condottauldics dell’evoluzione della composizione
chimica del vino invecchiato in botti di legno légall'apporto varietale ed all'utilizzo di matdria
diversi. Lo studio é stato condotto sui vini di Rab Piave di cui gia erano noti gli apporti chimici
varietali. Sono state studiate le cessioni nel wdate dallimpiego di legno di acacia, castagno,
ciliegio, gelso e rovere che vengono utilizzati per fabbricazione delle botti destinate
all'invecchiamento di vini e distillati. Per le lmrcaratteristiche organolettiche - che apportano al
vino le tipiche note d’invecchiamento in legno necstati studiati i polifenoli ed i composti volati
rilasciati nel vino e in soluzioni modello. Per gtiestudi sono stati sviluppati nuovi approcci con

I'utilizzo di tecniche analitiche innovative (SPME)ecnologie avanzate (LC/MS, MS/MS).



1. Introduzione






1.1 La Caratterizzazione Chimica dell’'Uva

1.1.1 | Metaboliti Secondari dell’'Uva

| metaboliti secondari delll'uva sono composti légatincipalmente alla varieta non
coinvolti direttamente nelle principali funzionsiologiche delle piante, anche se dal punto davist
guantitativo possono essere influenzati da fatttimatici ed ambientali (Di Stefano, 1996a e
1996b). Polifenoli e aromi delluva appartengonajuesta classe di composti. Tra i polifenoli
destano particolare interesse gli antociani, gliliadrossicinnammiltartarici, i flavonoli, i flava,
che giocano un ruolo essenziale nel colore e nsfogdell’'uva e del vino. Questi composti sono
inoltre studiati per le loro proprieta antiossidamet protettive nei confronti delle malattie
cardiovascolari (Riberau-Gayanal., 1998). | composti aromatici dell’'uva appartengafie classi
dei terpenoidi, norisoprenoidi, benzenoidi, mefusazine, composti solforati.

Molte pratiche di cantina sono rivolte al miglioranto delle caratteristiche sensoriali del
vino: l'uso di lieviti ed enzimi selezionati, la @erazione in condizioni di temperatura e
ossigenazione controllate, l'uso di batteri seleato per la fermentazione malolattica,
I'invecchiamento in legno e in bottiglia. Lo studiella composizione chimica dell'uva e del vino
riveste pertanto un ruolo importante per il mighimento della qualita, la caratterizzazione del
prodotto e per stimare il potenziale enologico da¥uva puo essere trasferito al vino (Costacurta
et al., 2001).



1.1.1.1 Lo Studio dei Polifenoli

Gli antociani: sono i pigmenti tipici delle uve rosse. Localizzssenzialmente nelle bucce,
sono presenti anche nelle foglie alla fine delgurivegetativo o come risposta ad agenti patogeni.

L’'unita fondamentale della molecola € costituitaddee anelli benzenici uniti per mezzo di
un eterociclo ossigenato, insaturo e dotato dcagppsitiva (ione flavilio) (Figura 1.1). | prin@p
antociani presenti nelluva sono la delfinidina jDpa cianidina (Cy), la petunidina (Pt), la
peonidina (Pn) e la malvidina (Mv). Nella formaatjliconi (antocianidine) queste molecole sono
meno stabili che in forma eterosidica (antocianiii@pereau-Gayomt al., 1998), nelle uve dvitis
vinifera sono state identificate le antocianine monogldatssi(nella forma di 3-O-monoglucosidi)
ed i loro derivati acilati con I'acido para-cumarjd’acido acetico e, solo nel caso della malvigina
'acido caffeico. La presenza di composti digludoguna seconda molecola di glucosio e legata
all'ossidrile sul carbonio in posizione 5) é ristrabile nelle uve di alcune specie \ditis non
vinifera (V. riparia e V. rupestris), ed essendo un carattere genetico che si trasnmetinea
dominante, si ritrova anche negli ibridi di primangrazione derivanti da un incrocio ¥avinifera
e una delle specie sopra citate. Questo spiegaekempza di antociani diglucosidi negli “ibridi
produttori diretti” (Ribéreau-Gayost al., 1998; Flaminkgt al., 2000; 2009). Recentemente anche la
pelargonidina diglicoside e stata rilevata in itadidi (Wanget al., 2003) (Figura 1.1).

pelargonidina  RH; R=H

Ry

OH cianidina R-OH; R=H
peonidina OCH,; R=H

HO O+ O - - . R |_g 2
O ~ R, delfinidina R=OH; R=OH

Z>0—_ OH petunidina  ROH; R=OCH,
ORj; malvidina R=OCH,; R,=OCH,
O OH
R,=H, glucosio OH

OR,
R,=H, acetatop-cumarato, caffeato

Figura 1.1. Gli antociani dell’'uva.

La colorazione che I'antociano assume in soluziipende dalla composizione del mezzo
(pH, SQ), dalla struttura molecolare del composto, dalbpigmentazione con altre sostanze
presenti. La sostituzione d@iring causa uno spostamento batocromico della ez d’onda del

massimo assorbimento (verso il colore malva), neelatrglucosilazione e l'acilazione spostano il
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colore in senso inverso (verso l'arancio). Gli iajpolifenoli presenti in soluzione possono

copigmentare modificando il colore (Ribéreau-Gagoal., 1998).

Gli acidi idrossicinnamiltartarici (HCTA): gli esteri tartarici degli acidi cinnamici sono
gli acidi fenolici piu importanti delle uve sia bieghe che rosse (Cravero, 1991). In Figura 1.2 e
riportata la struttura generale di questi acidi shalifferenziano inpara-cumarico, caffeico e
ferulico (cis o trans), in base ai sostituenti dell’anello benzenicoll&ave sono presenti sia nelle
bucce che nelle polpe e oltre che esterificati pogsessere in misura minore glucosilati (Ribéreau-
Gayonet al., 1998).

O
COOH  acidop-cumaril tartarico R=H
HO / O acido caffeil tartarico = R=0OH
OH acido ferulil tartarico R=0CH,
R COOH

Figura 1.2. Struttura degli acidi idrossicinnamittaici dell’'uva

| tenori di HCTA nelluva possono variare in prosgia della maturazione, pero la loro
composizione relativa € caratteristica della vari@i Stefano, 1996b). L’acido caffeil tartarico
risulta essere il composto piu abbondante nel mosémtre nelle bucce - a seconda della varieta -
puo essere piu abbondante I'acittans-p-cumaril tartarico, mentre l'acido feruril tartari@ in
generale sempre presente in misura minore sia hetiee che nel mosto (Cravero e Di Stefano,
1992). Lincremento degli HCTA avviene nei giovautti sino a pochi giorni dopo l'inizio
dell’invaiatura, poi decrescono velocemente connuovo piccolo incremento in corrispondenza
della diminuzione di accumulo degli zuccheri. Sheltre osservato che I'acido caffeil tartarico si
riduce rapidamente durante la normale preparaziehmosto, in quanto viene trasformato in acido
2-S-glutationil caffeil tartarico ad opera di unstdazione enzimatica. | composti idrossicinnamici
sono composti importanti per i loro effetti sullgetibilita dei cibi e sull'attivita microbica, gusto
amaro, la loro azione anti-tiamina, anti-mutageremgécancerogena e per il loro utilizzo per scopi
terapeutici e farmacologici (Cravero, 1991).

E’ stato recentemente dimostrato che gli HCTA egidi fenolici sono incolori ma possono
assumere colorazione gialla in seguito all’ossigi@i sono infatti responsabili degli imbrunimenti

dei mosti causati da ossidazione enzimatica in tguasubstrati ideali delle polifenolossidasi (PPO)
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(Cheynieret al., 1989a e 1989b). Dal punto di vista sensorialesjucomposti non presentano
sapore 0 odore particolari in soluzioni idroalchéc ma per azione di microrganismi possono dare
origine a fenoli volatili quali 4-etil-fenolo (oderdi “animale”), 4-etil-guaiacolo, 4-vinil-fenolo

(odore di guazzo) e 4-vinil-guaiacolo (speziatop@rReau-Gayomt al., 1998).

| flavonoli: appartenenti alla classe dei flavonoidi, i flaviorsono localizzati nelle bucce
delle uve bianche e rosse. In Figura 1.3 sonotagdrprincipali flavonoli dell’'uva formati da due
anelli benzenici uniti da un eterociclo ossigenaterivante dal nucleo 2-fenil cromone, che si
differenziano in base ai sostituenti dell’anelltelale in quercetina, miricetina e campferolo. La
miricetina é assente, 0 € presente solo in travelée uve bianche (Borsa al., 2005). Nell'uva
sono rilevabili principalmente le forme eterosidicim particolare la quercetina, la miricetina ked i
campferolo nelle forme di glucosidi e di glucurani@nche se sono spesso presenti altri flavonoli
minori (Di Stefano, 1996b). Il contenuto di aglicorei vini rossi € di circa 100 mg/L, nei vini
bianchi (fermentati in assenza della parti solid#'ulva) sono compresi tra 1-3 mg/L in base alla
varieta (Ribéreau-Gayaat al., 1998).

campferolo R=H; R,=H
quercetina ROH; R=H
miricetina  R=OH; R,=OH

R,=glucosio, acido glucuronico

Figura 1.3. | flavonoli dell’'uva.

L’importanza dei flavonoli come potenziali agentitiamutageni ed anti-cangerogeni e la
loro influenza sul colore data dalla co-pigmentagi@on gli antociani e stata dimostrata nei vini
rossi e nella frutta (Cheynietal., 1986; Aseret al., 1972).
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| flavanoli e le proantocianidine: i flavan-3-oli ed i loro polimeri (proantocianidi sono
presenti soprattutto nelle parti solide dell’'uvaparticolare nei vinaccioli. | principali flavari
dell'uva sono la (+)-catechina e la (-)-epicateah@ssendo gli stereocisomeri piu stabili dei due
carboni asimmetrici dell’eterociclo ossigenato (Fay 1.4). Nei vinaccioli € stata comunque
riscontrata la presenza della (-)-epicatechinaagal{’'acido gallico e esterificato sul carbonio)C3

anche se in piccole quantita (Pastor del Rio e Kénn2006).

OH OH
OH OH

HO O HO O

\\R \\R

S R

OH “OH
OH OH

(+)-catechina=2R; 3S (+)-epicatechina=2S; 3S
(-)-catechina=2S; 3R (-)-epicatechina=2R; 3R

Figura 1.4. | flavan-3-oli dell’'uva.

Nelluva sono state riscontrate proantocianidinmete, trimere, oligomere e polimere.
Sono suddivise in dimeri di tipo A, dove i due morasi sono connessi da un legame C4-C8 o C4-
C6 ed un legame etereo C5-C2 o C7-C2, e dimeipdiB, dove i due monomeri sono connessi da
un solo legame C4-C8 (da B1 a B4) o C4-C6 (da EBR(fig. 1.5). Le principali procianidine
dimere nei vinaccioli sono le B1 e B2.

Quando il grado di polimerizzazione supera le treleeole, le procianidine vengono
considerate tannini condensati (De Fredaal., 2000) e sono in grado di influenzare il colore e il
gusto del vino. | tannini sono composti costitdii unitd monomeriche di natura fenolica in grado
di legarsi con le proteine in modo stabile ed a smopo vengono usati per la concia delle pelli. Si
differenziano in tannini idrolizzabili o gallici &iotannini ed ellagiotannini) e tannini condengati
catechinici. Mentre i primi sono tipici del legrsmlo i secondi si trovano nell’uva (Ribéreau-Gayon
et al., 1998).
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OH

dimeri di tipo B

OH

OH
OH

OH
m— R,=OH R,=H
m=—— R,;=OH R,=H
R,=H R,=OH
R,=H R,=OH

OH

Figura 1.5. Procianidine dimere.

| flavanoli monomeri, dimeri e trimeri sono sostanincolori, mentre le procianidine

Le proantocianidine hanno inoltre evidenziato int@oti effetti farmacologici, in particolare

Rs=H R,=OH —

R;=OH R,=H % IRIGE

R=H R,=OH T —

R,=OH R,=H 1o
OH

dimero di tipo A

antociani-tannini (Ribéreau-Gayehal., 1998).
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oligomere (grado di polimerizzazione superiore &&)no colorazione gialla dorata, che si sposta
verso il rosso aumentando il grado di polimerizaaei Le proantocianidine sono responsabili della
sensazione di astringenza dei vini, e contribuiecat evitare la decolorazione dei vini rossi nel

tempo in quanto stabilizzano gli antociani con r@aizdi condensazione tannini-antociani e

per il loro effetto antisclerotico e le loro progtd antiradicaliche (Aringet al., 1990; Da Silveet
al., 1991; Uchidaet al., 1987). Le proantocianidine esterificate con l'acghilico hanno destato

particolare interesse anche per le proprieta aatimmhatorie ed antiallergeniche (Boukhagtaal .,



1.1.1.2 Lo Studio del Profilo Aromatico

| terpeni: appartengono ad una famiglia di circa 4000 comossenti in natura, tra i quali
guelli con maggiori proprieta odorose sono i morp®ai (formati da 10 atomi di carbonio) ed i
sesquiterpeni (15 atomi di carbonio). | primi emnst sottoforma di idrocarburi semplici (limonene,
mircene, ecc.), aldeidi (nerale, geraniale, ecalgpli (linalolo, geraniolo, ecc.), acidi (acido
geranico) ed esteri (Ribereau-Gawbal., 1998).

| principali composti terpenici dell'uva sono alcahonoterpenici monoidrossilati, in
particolare il linalolo, geraniolo, nerola-terpineolo, citronellolo (fig. 1.6). Tali composibno
responsabili dei sentori floreali tipici delle vetd di uve aromatiche come i moscati ed le malvasie

dove i loro livelli superano le corrispondenti sedli percezione (Ribéreau-Gayetnal., 1998; Di

Stefano e Corino, 1984).
F / EOH
3
AN
H
o)

OH

11

7

H
* | H /
|
OH
1 2 4
H X
OH
OH OH
8

O —
H
OH
5 6
OH
e O @
° |
OH
10 12

Figura 1.6. Principali alcoli terpenici dell’'uva: linalolo; 2. furan linalolo ossidais etrans); 3. a-terpineolo; 4trans-
ocimenolo; 5. OH-citronellolo; 6. endiolo; 7. geia@n; 8. 7-OH-nerolo; 9. piran linalolo ossidcg etrans); 10. 8-OH-

linalolo; 11. acido geranico; 12. 2-eso-OH-1,8-cioe
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Nell’'uva i terpenoli sono per la maggior parte annha di precursori glicosidati (Willianmet
al., 1980; Voirinet al., 1990), come monosaccar[ghD-glucopiranosidi, 0 come disaccaridi 6-O-
a-L-ramnofuranosilB-D-glucopiranosidi, 6-OB-L-apiofuranosilB-D-glucopiranosidi e 6-@+L-
arabinofuranosipB-D-glucopiranosidi. L’idrolisi dei precursori arom@ pud avvenire per via
chimica o enzimatica. Gli enzirfiglucosidasi endogeni dell'uva sono poco attive @bndizioni di
pH del mosto, pertanto durante la vinificazionecsatilizzati enzimi prodotti d&spergillus niger
al fine di liberare le sostanze aromatiche (Ribé@ayonet al., 1998). Nelle condizioni di pH del
mosto e del vino possono anche avere luogo reazicido-catalizzate di riarrangiamento delle
molecole, che possono diminuire 0 potenziare iemtromatici: i polioli (dioli o trioli) poco
odorosi, per idrolisi acida possono originare attonoterpeni maggiormente aromatici (il nerol
ossido), il linalolo puo essere trasformataiterpineolo e successivamertts etrans 1,8-cineolo,
geraniolo e nerolo possono riarrangiare per forrhaadolo ea-terpineolo (Strausat al., 1986).

Il tenore dei terpeni liberi e glicosidati aumend# frutto con il grado di maturazione; con la
sovramaturazione quello dei liberi diminuisce fiad essere insignificante nelluva appassita,
mentre quello dei composti glicosidi subisce urnidire incremento per poi diminuire in fase di
appassimento (Di Stefambal., 1995a).

| norisoprenoidi: sono molecole a 13 atomi di carbonio derivati alalemolizione dei
carotenoidi e delle xantofille (Di Stefano, 1996a)base alla loro struttura si possono dividere in
megastigmani e non megastigmani. | megastigmaru saratterizzati da una struttura composta da
un ciclo a sei atomi di carbonio metossilato suboai 1 e 5 e da una catena alifatica a quattro
atomi di carbonio, insatura, sul carbonio C6. Aolmolta si suddividono in due serie: la serie
damascone, ossigenata sul carbonio C7, a cui appait3-damascenone dalla nota di fiori, frutti
esotici e miele; la serie ionone, ossigenata adbanio C9, a cui appartiene ffionone dal
caratteristico odore di violetta. | non megastign@mprendono alcuni composti molto odorosi, ad
esempio I'1,1,6-trimetil-1,2-diidronaftalene (TDNalla caratteristica nota di cherosene (Riesling),
i vitispirani ed gli actinidoli, dall’'odore di caofa (Winterhalteset al., 1990; Strausst al., 1987).

In Figura 1.7 sono riportati alcuni dei principatirisoprenoidi dell’'uva.
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Figura 1.7. Norisoprenoidi presenti nell’'uva e wiglo: 1. TDN; 2.3-damascone; $-damascenone; 4. vomifoliolo; 5.
diidrovomifoliolo; 6. 3-OHB-damascone; 7. 3-oxm-ionolo; 8. 3-OH-7,8-diidrd3-ionolo; 9. a-ionolo; 10.B-ionolo;

11.a-ionone; 12B-ionone; 13. actinidoli; 14. vitispirani; 15. ries) acetale.

Come nel caso dei terpenoli, i norisoprenoidi sdistocati nell’'uva sottoforma di glucosidi
o poliidrossili, forme che li rendono idrosolubdi poco tossici per la stessa pianta (Di Stefano,
1996a). In mezzo acido subiscono riarrangiamentiocacatalizzati che possono dare luogo a
molecole maggiormente odorose, in particolare i asggmani possono trasformarsi in non
megastigmani (TDN, vitispirani, actinidoli) piu anatici (Strausset al., 1986). Altra reazione
interessante che avviene in ambiente acido € tadnione dePB-damascenone da altri precursori
norisoprenoidi  (es. 3,9-diidrossimegastigma-5-efee] (Skouroumounis et al., 1992;
Wintherhalter, 1993). Queste trasformazioni in ant® acido rendono i norisoprenoidi
particolarmente interessanti per i vini destindtinkecchiamento e rappresentano una riserva

aromatica di fondamentale importanza per i lungfimamenti.
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| benzenoidi: la biosintesi di questi composti € legata a quadiacomposti fenolici e delle
lignine e risulta controllata dalla varieta in qt@ncome € noto dallo studio dei composti fenolici,
I'attivita che presiede l'idrossilazione e la meiitazione delB-ring degli antociani dipende dalla
cultivar. Della classe dei benzenoidi fanno patemposti con la comune caratteristica di avere un
anello benzenico: vi sono composti ad anello bespemon sostituito (alcol benzilicop-
fenilietanolo, benzaldeide, ecc.), con un ossidrBestituente (salicilato di metile, 4-
idrossibenzaldeide, ecc.), con due ossidrili sestiti (derivati dell’acido salicilico), con un gnop
funzionale guaiacolo (vanillina, alcol vanillicog®), con un ossidrile e due metossili sostituenti
(siringaldeide, ecc.) (fig. 1.8) (Di Stefano, 1996a

OH 0
=~
O
OH
1 2 3
o OH
= Os_ _OCH,
H,CO OCH,
HO
OCH,
OH Xo
4 5 6

Figura 1.8. Composti benzenoidi: 1. alcol benzjlizo3-feniletanolo; 3. 4-idrossibenzaldeide; 4. vandlib. salicilato

di metile; 6. aldeide siringica.
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Gli alcanoli: quelli dell'uva sono essenzialmente composti aag&ni di carbonio (esanoli
ed esenoli) derivanti dalla lisi delle membranduteti o da processi metabolici influenzati dalla
varieta (Figura 1.9). Inoltre, alcanoli come I'eskmtrans- e cis-3-esenolo dérans-2-esenolo sono
prodotti attraverso la reazione di idrolisi enziivatdella frazione glicosidica dell'uva (Di Stefano

1996a). Contribuiscono ai sentori erbacei tipidi'dea poco matura (Ribéreau-Gayenal., 1998).

=
T S Y OH e Yt
3 HsC OH
CHj,
1-esanolo cis-3-esen-1-olo trans-3-esen-1-olo

Figura 1.9. Alcuni alcanoli del’'uva.

Le metossipirazine: questi eterociclici azotati sono tipici dell’aronth varieta quali
Cabernet Sauvignon, Cabernet Franc, Carmenere,ofMeShauvignon (Calcet al., 1991). Le
principali metossipirazine sono 2-metossi-3-aldhélpine, quali la 2-metossi-3-isopropilpirazina, 2-
metossi-3-secbutilpirazina e 2-metossi-3-isobutipna (Figura 1.10). Sono presenti soprattutto
nelle bucce ed il loro contenuto e legato allaetari alla maturita delle uve, al’ambiente ed alle
tecniche di coltivazione (Di Stefano, 1996a). Qeeasietossipirazine - caratterizzate da soglie di
percezione particolarmente basse - apportano uticglare aroma vegetale al vino, con note
aromatiche di peperone verde, asparago, patate,aoftote terrose (Ribereau-Gawbal., 1998).

J\ 2-metossi-3-isobutilpirazina
CH

N R 2
X
‘ _ R = < 2-metossi-3-secbutilpirazina
\ 2-metossi-3-isopropilpirazina
.CH—

Figura 1.10. Le principali metossipirazine dell'uva
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1.1.2 Lo Studio delle Proteine dell’'Uva

Oltre allo studio dei metaboliti secondari di tipolifenolico ed aromatico, anche un
approccio proteomico e risultato utile nella camatizazione varietale delluva (Flamini e De
Rosso, 2006). La maggior parte delle proteine wdl’sono sintetizzate dopo l'allegagione e si
accumulano in concomitanza agli zuccheri durantenkturazione (Tattersadt al., 1997). A
maturazione raggiunta le proteine piu importansultano essere quelle legate alla difesa dai
patogeni (Pathogenesis-Related Proteins, PR) perdattivita antifungina, come le taumatine e le
chitinasi (Boller, 1987; Graham e Sticklen, 1994n&i et al., 1995). Queste proteine perdurano
durante i processi di vinificazione (in particoldeetaumatine PR-5 e le chitinasi PR-3) tanto da
essere considerate alla base dell'instabilita pratdei vini (Pocock e Waters, 1998), e sono state
studiate anche per I'identificazione varietale d@i. Le proteine VVTL1 (21272 Da), VVTL2 e
VVTLS, appartenenti al gruppo dell. vinifera taumatine, sono state identificate nelluva di
Moscato d’Alessandria e nel vino Sauvignon Bian€attersalet al., 1997; Penget al., 1997).
Quattro proteine diverse appartenenti al gruppdedshitinasi sono state identificate in diverse
varieta diV. vinifera (Pococket al., 2000; Waterst al., 1998).

Le tecniche piu diffusamente utilizzate per lo studkelle proteine del vino comprendono la
dialisi, l'ultrafiltrazione, la precipitazione, lromatografia ad esclusione sterica, la gel eleitesi
mono e bidimensionale, I'elettroforesi capillare,fbcalizzazione isoelettrica, la cromatografia ad
affinita, 'immunodetezione, la cromatografia ateabd ultra prestazioni. A tutte queste tecniche si
e recentemente aggiunta la spettrometria di massgado di discriminare i diversi peptidi in base
ai loro rapporti massa/caricavg). Tale metodo e stato implementato con I'accoppiaim alla
cromatografia liquida tramite ionizzazione per tetetpray (ESI-MS), tecnica che e stata utilizzata
per la determinazione delle PR-proteine di 20 dieevarieta d’'uva (Graham e Sticklen, 1994;
Stintzi et al., 1995). Un’altra tecnica che viene largamentkzatita nello studio delle proteine € la
spettrometria di massa Matrix-Assisted Laser Ddasmiflonization (MALDI) (Weisset al., 1998).
Sia l'elettrospray che il MALDI sono sistemi cherpettono di ionizzare le molecole limitandone
la frammentazione. Si conservano quindi gli ionilecolari dei composti di partenza, e con un
analizzatore ad alta risoluzione si puo risalifa &ro massa esatta facilitando I'identificazione

soprattutto di molecole di grandi dimensioni (pefytidi e proteine).
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1.1.2.1 La tecnica MALDI/MS

Per eseguire I'analisi MALDI gli analiti vengonogwentivamente mescolati ad una matrice
acida che assorbe l'energia di un laser pulsatoaltal focalizzazione. Si ottiene quindi la
protonazione della matrice e successivamente dfdranento di carica (proton transfer) alle

molecole del campione che sono deassorbite e dagatdv(Figura 1.11).

allanalizzatore

Figura 1.11. Sorgente MALDI.

| composti solitamente utilizzati come matrice sdiaeido 2,5-diidrossibenzoico (acido
gentisico, DHB), I'acido 3,5-dimetossi-4-idrossiecamico (acido sinapinico, SA), I'acideciano-
4-idrossicinnamico (HCCA). II DHB e I'HCCA vengoncolitamente utilizzati per la
determinazione di molecole di piccole dimensiongnine I'acido sinapinico & preferito nell'analisi
di proteine ad alto peso molecolare. Gli ioni molad cosi ottenuti vengono accelerati e separati
da un analizzatore in base al loro rapporto maase# Il MALDI e una sorgente ad impulsi ed e
frequentemente accoppiata ad un analizzatore aotelimnygolo (TOF). Ad ogni impulso si creano un
gran numero di ioni di masse diverse che con liappione di un campo elettrico sono accelerati
alla stessa energia cinetica. A parita di energi@tica, ioni di massa diversa raggiungono il
rivelatore (a 50-100 cm dalla sorgente) in tempedsi permettendo la loro discriminazione. Per la
determinazione delle masse esatte I'analizzatove d®ere un’alta risoluzione che nel caso del
TOF viene raggiunta con l'uso di un riflettore &les$tatico. Particelle con lo stesso rapporia
possono essere accelerate a velocita diverse zéunelo negativamente la risoluzione, il riflettore
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elettrostatico (Figura 1.12) compensa questo effetbmpattando gli ioni di massa uguale in modo

che raggiungano il rivelatore esattamente nellssstéempo (Flamini e Traldi, 2010).

riflettore

detector elettrostatico

Figura 1.12. Analizzatore TOF dotato di riflettostettrostatico: y velocita prima particella; ,y velocita seconda

particella (\>V,).
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1.2 Il Raboso Piave ed il Raboso Veronese

1.2.1 Raboso Piave

Il Raboso Piave € un vitigno a bacca rossa cottivatyg

in Veneto, soprattutto nella valle del Piave eagltovincia
di Padova, dove assume il nome di Friularo. Netinazdi
Bagnoli (Trevigiano) il Friularo sarebbe stato autotto nel
XVII-XVIIl secolo, come testimoniano documenti cell
Repubblica Veneta. Il Raboso viene citato da Carga&a73)
e Di Rosavenda (1877), confermando la sua esistginzda
tempi antichi nella zona un tempo denominata Fraole
andava dall’lstria sino al Piave (Catbal., 2001a; 2001b).
Si tratterrebbe pertanto molto probabilmente divitigno
autoctono derivato da viti selvatiche della pianueaigiana.
Deve il suo nome forse dalla voce dialettale “rabip dovuta all'impatto spigoloso ed astringente
che hanno al palato l'uva, caratterizzata da uewagh acidita anche a piena maturazione, ed il vino
che presenta contenuti polifenolici ed acidita atevLa denominazione potrebbe essere stata
successivamente completata dal nome del fiume Pidvggo il quale la coltura si era
maggiormente diffusa.

Il vino ottenuto, molto ricco di colore e di corpera in passato considerato vino da taglio
data la sua elevata acidita e astringenza pocadeadia pronta beva. Attualmente il vino Raboso
Piave e stato rivalutato grazie all’'uso di metadblegici volti all’ottenimento di vini piu morbidi
ed equilibrati. Gli alti contenuti in polifenoli i@ acidita totale lo rendono particolarmente adatto
all'invecchiamento in botte, processo che elimindiféetti del vino giovane, con il conferimento
d’aromi piu maturi e 'ammorbidimento dei tanniniupastringenti. Per ovviare al basso grado

alcolico recentemente e stata introdotta anchedticp della passitura.
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Scheda ampelografica

Apice del germoglio:espanso, cotonoso, biancastro.
Foglia: di grandezza media, pentagonale-orbicolare, unllpagata, tri-pentalobata. Seno
peziolare a U aperto. Seni laterali superiori @ tihiusa, mediamente profondi, seni laterali
inferiori a U poco profondi. Lembo leggermente odiatiu e bolloso.
Grappolo: di media grandezza, cilindrico-piramidale, alatoncana o due ali, molto
compatto.
Acino: medio, sferoidale, con buccia molto pruinosa, smediscolore blu-nero. Polpa dal
sapore debolmente di viola, acidulo.
Fenologia:

» Epoca di germogliamento:precoce.

» Epoca di fioritura: medio.

» Epoca d'invaiatura: media.

» Epoca di maturazione:tardiva.
Isoenzimi: GPI 10, GPM 5.
Attitudini agronomiche e colturali:

» Portamento della vegetazionesemieretto.

» Vigoria: elevata.

» Peso medio del grappolomedio-basso (100-270 g).

» Fertilita delle gemme:generalmente 2.
Esigenza ambientali e colturali: produzione abbondante e costante. Predilige terreni
alluvionali, profondi o sassoso-alluvionali. | sisti d’allevamento piu diffusi sono quelli
espansi.
Sensibilitd malattie ed avversitamediamente tollerante al freddo invernale, tollezaaila
peronospora, botrite, marciume acido e mal deliesensibile all’oidio. Sensibile agli
acari, cicaline e tignole. A causa del germogliafmgarecoce pud essere danneggiato dalle
brinate primaverili.
Caratteristiche chimiche del vino:

» Grado alcolico: 9.5-12.0 vol. %.

» pH: 2.6-3.0.

» Acidita: 8.2-13.9 g/L.

(Tratto da: Calct al., 2001a).
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1.2.2 Raboso Veronese

Il Raboso Veronese é diffuso soprattutto nellagart

orientale della pianura trevigiana, nelle vicinepnce di
Venezia, Vicenza, Rovigo ed in quelle di FerraRaenna.
E’ incerta I'epoca in cui venne introdotto e la suigine, ma
nel Trevigiano inizio a diffondersi largamente iaizio del
XIX secolo. Si ritiene che la denominazione Ver@nesn
derivi dall'origine geografica, ma dal nome di dothe per
primo ne introdusse la coltivazione. Benché spessduse
tra loro, Raboso Piave e Raboso Veronese sono atietay

diverse e studi genetici indicano il Raboso Verenesme

proveniente dall’incrocio tra Raboso Piave e Marinem
Bianca (Crespamt al., 2006). Anche i vini di Raboso Veronese presemtangenerale corpo e
colore molto marcati dovuti all’elevato contenutolifenolico delluva (Cosmoet al., 19664;
1966b). Poiché i vini risultano molto simili il diplinare di produzione DOC Piave non distingue
tra le due varieta riportando come vitigno ammes®aboso” genericamente. Il rapporto di
parentela con la Marzemina Bianca influisce suti&p di maturazione delle uve, sempre tardiva
ma leggermente anticipata rispetto al Raboso Piave.

Il Raboso Veronese era in passato disacidificatmificato in rosato per renderlo di pronta
beva. Dalla vinificazione in rosso si ottiene umoviprofumato, leggermente amarognolo, molto
colorato, simile quindi al Raboso Piave anche segsimonico. La produzione di vini rosati e
attualmente diminuita, i produttori preferisconargli usarlo in uvaggi con altre varieta rosse o con

lo stesso Raboso Piave.
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Scheda ampelografica

Apice del germoglio: di media espansione, lanuginoso, di colore verdadastro con
leggere sfumature rosate.
Foglia: media, pentagonale penta o eptalobata. Seno pezialad con bordi che si
avvicinano fino ad accavallarsi, seni laterali sigre molto profondi, a lira che spesso si
accavallano, seni laterali inferiori a U. Lembogai® a gronda, con lobi molto marcati,
leggermente a gronda.
Grappolo: grande, cilindrico, allungato, con un’ala, compatto
Acino: medio, tendenzialmente sferoidale a volte allung&accia pruinosa, spessa,
coriacea, di colore blu nero. Polpa di sapore sempdolce, acidulo. Si distingue dal
Raboso Piave per il grappolo piu spargolo, acinasgusferici, 'uva meno acida e
astringente.
Fenologia:

» Epoca di germogliamento:medio precoce.

» Epoca di fioritura: media.

» Epoca d’invaiatura: media.

» Epoca di maturazione:tardiva.
Isoenzimi: GPI 1, PGM 4.
Attitudini agronomiche e colturali:

» Portamento della vegetazionesemieretto.

» Vigoria: notevole.

» Peso medio del grappolomedio basso (120-220 g).

> Fertilita delle gemme:solitamente 2.
Esigenze ambientali e colturalivitigno rustico con media tolleranza ai freddi invai. La
produzione e costante e abbondante. Prediligentediepianura, ciottolosi, alluvionali,
sabbioso-limosi. Forme di allevamento espanse a&uyoat corta.
Sensibilita malattie e avversita:buona resistenza alle malattie crittogamiche, atytto
alla peronospora, botrite e marciume acido, sdes#tioidio e al mal dell’esca. Sensibile
all'acinellatura verde con basse temperature ogaowel periodo della fioritura.
Caratteristiche chimiche del vino:

» Grado alcolico: 9.0-12.5 vol. %pH: 2.7-3.6,Acidita: 6.8-12.6 g/L.

(Tratto da: Calct al., 2001b).
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1.3 La Composizione Chimica dei Vini Invecchiati inBotte di

Legno

1.3.1Utilizzo del Legno in Enologia

L’invecchiamento del vino e degli alcolici in botti legno € un processo molto importante
nell'industria enologica volto alla stabilizzaziodel colore, al miglioramento della limpidezza,
all'affinamento ed arricchimento delle carattedsg sensoriali dei prodotti. Un tempo era diffuso
'uso di vasi vinari di grandi dimensioni, oggi greferiscono botti di legno barrique (225 L) o
tonneaux (500-900 L).

La permeazione dell’ossigeno attraverso il legaaofisce i processi di ossido-riduzione e
la formazione di nuovi composti piu stabili derivaagli antociani e dai tannini del vino, con
conseguente stabilizzazione del colore e diminidell'astringenza (Ribereau-Gayah al.,
1998).

L'affinamento in botte é utilizzato anche nella ¢uaione di bevande spiritose, come
armagnac, whisky, brandy e grappa (Puech, 1981 Nsiaaraet al., 2001; Delgadet al., 1990;
Mattivi et al., 1989).

Le sostanze cedute dal legno alle bevande apparteng numerose classi di composti:
ellagitannini, lattoni, cumarine, polisaccaridiradarburi e acidi grassi, terpeni, norisoprenoidi,
steroidi, carotenoidi e composti furanici. Il legoede inoltre fenoli volatili e aldeidi benzoicheec
rivestono un ruolo essenziale nella caratterizzezisensoriale (Canas al., 2004; Pueclst al.,
1999; Pérez-Coellet al., 1999; Massonet al., 1996; Ibern-@mezet al., 2001). In Figura 1.13
sono riportate le formule di struttura dei prindipgomposti volatili identificati in un estratto di
legno di rovere. La vanillina (nota di vaniglia,)'eugenolo (nota speziata, chiodi di garofano)
contribuiscono grazie alle loro basse soglie dcezone (0.4 ppm nel vino rosso per la vanillina,
Boidron et al., 1988) al caratteristico aroma del vino invectthii legno. Secondo Canasal.
(2004) il rapporto tra le aldeidi benzoiche e cminzhe differenzia i prodotti invecchiati in botti d
rovere o di castagno e fornisce informazioni salkdgrdi tostatura a cui sono stati sottoposti iilegn
| derivati furanici e piranici (es. furfurale, Figu1.13) derivano dai trattamenti termici subitl da
legno durante la fabbricazione delle botti e cdséemo sentori di caramello bruciato (Cutzath
al., 1997). Dal legno derivano anche i tannini idrodibili (gallotannini ed ellagitannini) che

giocano un ruolo importante nell’affinamento dalivcontribuendo alla stabilizzazione del colore,
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la struttura ed alle caratteristiche organolettifPeechet al., 1999; Ribereau-Gayaat al., 1998).
Data la porosita del legno, nel vino in barriguesgamo essere dissolti 15-45 mg/L di ossigeno, i
tannini idrolizzabili reagiscono con l'ossigeno rfando HO, e promovendo la formazione di
etanale da etanolo (Ribereau-Gaybal., 1998). L’'etanale reagendo con i tannini formenposti
intermedi che legandosi agli antociani stabilizzarmmlore nei confronti delle variazioni di pH & |
SO, (Ribereau-Gayoet al., 1998; Escribano-Baih et al., 2001).

o)
o 0
Z 4 =
0
OH OH HO
1 2 3 4 5
A0 = ¢
OCHg OCH, OCH, OCH,
OH OH OH OH
6 7 8 9
0
OH NS OH o
H,CO OCH, N o_ |
_ \
o)
No
10 11 12 13

Figura 1.13. | principali composti volatili identéti in estratto di rovere: 1. aldeide benzoicag@aiacolo; 3cis e
trans [3-metil-y-octalattone; 4. vanillina; 5. eugenolo; 6. cordfdeide; 7. 4-vinilguaiacolo; 8. acetovanillone; .

etilguaiacolo; 10. aldeide siringica; 11. aldeidtamica; 12. 3-oxa-ionolo; 13. furfurale.
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1.3.2Tipi di Legno Impiegati in Enologia

Rovere. Appartenente al genef@uercus, il rovere é indubbiamente il legno piu utilizzato
per la fabbricazione delle botti destinate alliadimento dei vini. In Europa sono utilizzate
principalmente le speciessilis o0 petrea (rovere) erobur o peduncolata (farnia). Per la costruzione
delle botti sono solitamente utilizzati blend dghm@mi provenienti da diverse zone europee
(Ceccarelliet al., 2002). Negli Stati Uniti € utilizzato il rovere drico Q. alba) i cui legni
particolarmente resinosi cedono al vino quantiti#tpsto rilevanti di lattoni (sentori di vernice e
resina), per tale motivo il suo uso in Europa éthito ai liquori (MacNamarat al., 2001).

Castagno. Legno che per la sua reperibilita ed economicitgpassato era largamente
utilizzato nell'area del Mediterraneo. Per la fabhzione delle botti sono utilizzate piante giovani
piu facili da lavorare di quelle adulte che sonoattarizzate da un legno duro che non si presta
facilmente alla curvatura. Rispetto al rovere $tegno € caratterizzato da una maggiore porosita.
L'uso di piante giovani allunga i tempi di stagitun@ con perdita dei composti fenolici piu
facilmente ossidabili, limitando conseguentememtecéssioni di composti amari (Citron, 2003;
Cancian 2005, tesi di laurea).

Ciliegio. Un tempo utilizzato prevalentemente nelle zone aliiv@zione delle piante da
frutto (Prunus avium), il suo legno puo essere stagionato in tempiibeegi presta bene alla
curvatura tramite vapore. Il legno € molto porogmeo compatto e permette un buon scambio di
ossigeno. | prodotti invecchiati in ciliegio acgamono sentori di marasca (Citron, 2003; Cancian
2005, tesi di laurea).

Acacia. Ricavato dallaRobinia pseudoacacia, questo legno e caratterizzato da durezza
elevata e difficile lavorabilita. Dal punto di véstenologico I'acacia presenta basse cessioni di
tannini ed limitata porosita. Per la neutralita tBno (scarsa ossigenazione e scarse cessioni),
acacia in passato era prevalentemente utilizzpéa la fabbricazione di botti destinate
all'invecchiamento dei vini bianchi (Citron, 2003ancian 2005, tesi di laurea).

Gelso. Il gelso Morus Alba e Morus Nigra) originario del continente asiatico e stato
importato e diffuso in Europa per il legno e i fruMolto utilizzato in passato nella pianura venet
come tutore delle viti, nel Trevigiano (in partiacé I'opitergino) era largamente diffuso in quanto
le sue foglie venivano utilizzate per I'alimentamodei bachi da seta. Fornisce un legno tenero,
elastico e di media porosita con poche cessiaiginente resinoso (Citron, 2003; Cancian 2005,

tesi di laurea).
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2. Materiali e Metodi
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2.1 La Caratterizzazione Chimica dell’'lUva di Raboso

2.1.1 Campionamento delle Uve

All'interno di quattro zone di produzione del Rabdaave sono stati individuati vigneti piu
rappresentativi per eta e forma di allevamentoreligvi dei campioni d’'uva, tre campioni di
Raboso Piave e due di Raboso Veronese, sono ff&dtuati alla maturita tecnologica nelle annate
2004 e 2005. Ciascun campione e stato raccolt@mppid con un prelevamento di nove grappoli
posti sulle diagonali di ogni vigneto. | campiongtalogati per varieta, data, luogo e azienda di
provenienza, sono stati congelati fino al momergbledanalisi. In totale sono stati prelevati 20

campioni (Tab. 2.1).

Varieta Zona di collocazione Data prelievo Data prelievo

del vigneto campioni 2004  campioni 2005
Raboso Piave | 1. Mareno di Piave 26/10/2004 18/10/2005
Raboso Piave I 2. Candelu di Maserada 20/10/2004 11/10/2005
Raboso Piave llI 3. Salgareda 20/10/2004 17/10/2005
Raboso Veronese | 1. Mareno di Piave 26/10/2004 15/10/2005
Raboso Veronese Il 2. Noventa di Piave 28/10/2004 17/10/2005

Tabella 2.1. Dati relativi ai campionamenti

In Tabella 2.2 sono riportati i parametri di matiome dei campioni di uve studiati. |
campioni raccolti nel 2005 hanno rivelato in gefer@a maturazione piu elevata dell’annata
precedente. | campioni di Raboso Veronese presambasomungue sempre acidita piu bassa del
Raboso Piave in accordo con quanto precedentenipaotéato (Crespast al., 2006). Questo Si
evidenzia in particolare per il campione Rabosooviese Il (zona Noventa di Piave) per il quale
in entrambe le annate si sono riscontrate la pasdacidita ed il maggior pH, ed i piu elevati
tenori zuccherini (21.20 e 23.30 °Brix).
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acidita totale solidi solubili

campione pH
(g/L ac. tartarico) (°Brix)
2004 2005 2004 2005 2004 2005
Raboso Piave | 12.23+0.03.08+0.48 3.08+0.013.08+0.03 17.50+0.5019.60+0.20
Raboso Piave Il 13.10+0.201.08+0.18 3.03+£0.01 3.16+0.01 17.65+0.5517.60+0.40
Raboso Piave llI 10.08+0.231.60+0.10 3.12+0.02 2.99+0.01 18.35+0.35 18.50+0.40

Raboso Veronese | 7.80+£0.01 8.33x0.17 3.32+(03031+0.01 16.85+0.1518.25+0.35
Raboso Veronese Il 6.10+0.15 6.35+0.20 3.42+03025+0.03 21.20+0.4523.30+0.45
Media R. Piave 11.80 10.58 3.07 3.07 17.83 18.57
Media R. Veronese 6.95 7.34 3.37 3.33 19.03 20.78

Tabella 2.2. Parametri tecnologici relativi alleeusampionate.

2.1.2 Studio dei Polifenoli dell’'Uva

2.1.2.1 Standard e Reagenti

Gli standard di quercetina, miricetina, campfer@oecetina-3-D-glucoside, campferolo-
3-O-glucoside e (+)-catechina sono stati fornitiladdluka (Buchs, Svizzera); l'acidtrans-
caffeico, I'acidotrans-p-cumarico e l'aciddrans-ferulico dalla Sigma-Aldrich (Sigma-Aldrich srl,
Milano). La preparazione dei campioni per le anaistata eseguita mediante estrazione in fase
solida (SPE) con cartuccadSep-Pak da 360 mg e da 1 g (Waters CorporatiorioidjlUSA).

2.1.2.2 Estrazione dei Campioni

| parametri polifenolici sono stati determinati denmetodiche di estrazione dell'uva ed
analitiche proposte da Di Stefano e Cravero (19B&j.ogni campione, sono stati prelevati 300
acini congelati dalle diverse parti dei grappolhnumero uguale per ogni grappolo. Di questi ne
sono stati selezionati 20 (50 per i vinaccioli) clo@o stati scongelati, asciugati su carta e pesati
Si e poi proceduto alla separazione delle bucde galpe e dai vinaccioli. Le bucce sono state
asciugate su carta ed immerse in 50 mL di una swlazcostituita da tampone tartrato pH 3.2
contenente 2 g/L di metabisolfito di sodio ed etarfi?% (v/v) conducendo I'estrazione per 3
ore a temperatura ambiente al riparo dalla luce. sbéuzione €& stata successivamente

omogeneizzata, centrifugata a 4000 giri/min per i& ed il surnatante & stato conservato
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congelato fino al momento delle analisi. Le polpmc state addizionate di 100 mg di
metabisolfito di sodio, omogeneizzate, la soluziagnestata centrifugata ed il surnatante
congelato. | vinaccioli, lavati con acqua distdladd asciugati, sono stati posti in 25 mL della
stessa soluzione di estrazione delle bucce e ipostingelatore.

Le determinazioni degli antociani estraibili e deolifenoli estraibili da bucce e
vinaccioli, sono state eseguite secondo le metedchposte da Mattiwt al. (2003). Le bucce
ed 1 vinaccioli provenienti da 60 acini sono stdtratti separatamente per 5 giorni a 30 °C
mediante 250 mL di una soluzione idroalcolica é0l@/v) a pH 3.2 contenente 100 mg/L di
anidride solforosa. Gli estratti sono stati filirat centrifugati ed analizzati con le metodiche
spettrofotometriche riportate per i vini (Di Stedest al., 1989).

| profili dei composti polifenolici sono stati deteinati mediante analisi HPLC,
effettuando lidentificazione dei singoli compostulla base dei tempi di ritenzione, della
sequenza di eluizione dalla colonna cromatografegestrando gli spettri di assorbimento.

Per la determinazione dei flavanoli monomeri e el@toantocianidine dei vinaccioli
sono state impiegate le metodiche gia riportatietieratura e modificate per i nostri fini (Di
Stefano e Cravero, 1991; Pesical., 2001; Boukhartat al., 1994; Oszmianslet al., 1988). Gli
estratti sono stati scongelati e posti in termostaR5 °C per 10 giorni al riparo dalla luce. Un
volume di 12.5 mL di estratto e stato evaporateeisezza mediante evaporatore rotante ed il
residuo ripreso con 10 mL di metanolo. La soluziérstata trasferita in una provetta e posta a -
20 °C per una notte al fine di ottenere la separezidei grassi e centrifugata a -7 °C a 4500
giri/min per 5 min. Il surnatante e stato trasterit un imbuto separatore e lavato per due volte
con 20 mL di esano per la rimozione dei grassidigsiLa soluzione metanolica €& stata
concentrata ad 1 mL mediante evaporatore rotanf@esa con 20 mL di acqua. Allo scopo di
separare i flavanoli monomeri e le proantocianidiligomere dalle frazioni a piu alto peso
molecolare, si € poi proceduto con un frazionameutaartuccia ¢ da 1 g precedentemente
attivata mediante passaggio di 3 mL di{OH e lavaggio con 5 mL di #. La frazione delle
proantocianidine monomere ed oligomere e stataperata mediante 5 mL di una soluzione
acquosa di acido fosforico a pH 2 contenente 2@étoaitrile (v/v) (Oszmianslat al., 1988).
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2.1.2.3 Analisi Spettrofotometriche

Gli indici di antociani e flavonoidi totali sonoast determinati mediante analisi con uno
spettrofotometro UV-Visibile Uvikon 930 (Kontron dttuments, Milano). Sono state eseguite le
scansioni da 250 a 350 nm (indice di flavonoidalipte la misura a 540 nm (indice antociani totali)
degli estratti delle bucce diluiti con una soluaa etanolo cloridrico (kD/etanolo/HCI, 30:70:1
viviv). L'indice di antociani totali - espresso cemmg/L di malvidina-3-glucoside - e l'indice di
flavonoidi totali - espresso come mg/L di (+)-cii@@ - sono stati calcolati mediante le formule di
seguito riportate. Le successive conversioni inkegli uva sono state ottenute considerando il

volume della soluzione di estrazione ed il pesocdaetpione di uva estratto.

Antociani totali [malvidina-3-glucoside (mg/L)] =ukaxvisX 16.17 % diluizioni

Flavonoidi totali [(+)-catechina (mg/L)] = kgo x 82.4 x diluizioni

2.1.2.4 Le Analisi HPLC

Le analisi sono state condotte con un sistema dmatografia liquida ad elevate
prestazioni (HPLC) ThermoFinnigan-Spectra Systemqmpmsto da una pompa P4000, da un
autocampionatore AS3000, da un rivelatore a sertdodli UV6000LP e equipaggiato con un
degasatore in linea SCM100 (Thermo, San Jose, USA).

Le determinazioni dei profili degli antociani e dé#avanoli sono state eseguite
utilizzando una colonna cromatografica LiChrosph@® RP-18 (5 um; 25& 4.6 mm) (Merck,
Darmstadt, Germania) secondo le metodiche precedhemte riportate in letteratura (Favretto e
Flamini, 2000; Flamini e Tomasi, 2000; Di Stefand-lamini, 2008; Di Stefano e Cravero,
1991).

Per la determinazione del profilo antocianico gliratti delle bucce sono stati diluiti 1:1
(v/v) con una soluzione di430, 0.1 N ed eluiti su una cartucciag€on fase stazionaria da 360
mg. Gli antociani sono stati recuperati mediantenR di metanolo e la soluzione & stata
sottoposta ad analisi HPLC dopo filtrazione confiltno siringa 0,22um Acrodisc® GHP
(Waters, Milford, USA). E’ stato utilizzato un pm@agnma di eluizione a gradiente con un
solvente binario composto da: Ay®/acido formico 90:10 (v/v), B) ¥D/acido formico/CHOH
40:10:50 (v/viv) ad un flusso di 0.7 mL/min. Pragiraa di eluizione: dal 10% al 45% di B in 20
min, dal 45 al 70% di B in 25 min, dal 70 al 90%Bdin 10 min, dal 90 al 99% di B in 2 min,
eluizione isocratica per 1 min, dal 99 al 10% dnB! min, isocratica per 8 min. Gli analiti sono
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stati determinati con un rivelatore a fotodiodi e simultaneamente la lettura di assorbanza
alla lunghezza d'onda di 520 nm e l'acquisiziondodspettro di assorbimento nell’intervallo
250-650 nm. | singoli composti sono stati espresgercentuale sulla somma delle aree degli
antociani registrati nel cromatogramma alla lunglaefonda di 520 nm.

Per la determinazione dei flavan-3-oli é stato ggpio un programma di eluizione a
gradiente con solvente binario composto da A) axitie e B) una soluzione acquosa iR,
pH 2.6 operando ad un flusso di 0.5 mL/min. Prograndi eluizione: eluizione isocratica per 10
min al 5% di A, dal 5% al 12% di A in 20 min, isatica per 20 min, dal 12 al 32% di A in 30
min, dal 32 al 50% di A in 10 min, dal 50 al 5%Adin 5 min e mantenuto costante per 10 min.
La rivelazione dei composti e stata eseguita altethezza d’onda di 280 nm e la registrazione
degli spettri di assorbimento nell'intervallo 20067nm (Oszmianskét al., 1988; Boukhartat
al., 1994; Pengt al., 2001).

Prima di eseguire l'analisi HPLC degli acidi idricgsnamiltartarici (HCTA) e dei
flavonoli delle bucce, 4.5 mL di estratto sono isséatdizionati di 0.5 mL di una soluzione di
H3PQO, 1 M. Per l'analisi delle polpe, 1 mL di estrattgtato portato a 5 mL con I'aggiunta di 4
mL di una soluzione di ¥#P0, 0.125 M (Di Stefano e Flamini, 2008). Per la sap@ne
cromatografica e stata utilizzata una colonna Tloeypersil-Keystone ODS Hypersil RP C-18
(5 um; 200X 2.1 mm) con un programma di eluizione a gradiesda solvente binario
composto da A) PO, 10° M e B) metanolo operando ad un flusso di 0.25 ni/fRrogramma
di eluizione: dal 5% al 10% di B in 5 min, dal 1038% di B in 15 min, dal 30 al 60 % di B in
10 min, dal 60 al 100% di B in 10 min, eluizionedsatica per 10 min, dal 100 al 5% di B in 4
min, isocratica per 30 min. La rivelazione degli HCeé stata eseguita registrando I'assorbanza
alla lunghezza d'onda di 320 nm e dei flavonoli &03nm, e registrando gli spettri

d’assorbimento nell’intervallo 200-700 nm.
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2.1.3 Studio del Profilo Aromatico dell’'Uva

2.1.3.1 Standard e Reagenti

Gli standard di 1-eptanolo, 1-decanolo, l-ottanedmo stati forniti dalla Carlo Erba
(Carlo Erba Reagenti SpA, Milano); I'enzima pedioti Pectazina DC é stato fornito dalla Dal
Cin (Dal Cin SpA, Conegliano); I'enzima pectoliticon attivita glicosidica secondaria AR2000
dalla GIST-Brocades (GIST-Brocades, Francia); ilyBlar AT (PVP) dalla Sigma-Aldrich
(Sigma-Aldrich srl, Milano). La preparazione deinga@oni per le analisi € stata eseguita
mediante estrazione in fase solida (SPE) con aat@l8 Sep-Pak da 360 mg, 1 g e 10 g
(Waters Corporation, Milford, USA).

2.1.3.2 Preparazione dei Campioni

Per la preparazione dei campioni da sottoporrenadish GC/MS, sono stati applicati
metodi riportati in letteratura (Williamet al., 1980; Di Stefan@t al., 1997; Matecet al., 1997,
Ummarinoet al., 1999; Chassagnet al., 2000; Flaminiet al., 2001). Da ogni campione d’uva
sono stati prelevati casualmente 100 acini provdsipedicello e pesati. Ogni acino e stato
tagliato in due parti, separato dal pedicello epalestrazione dei semi, le polpe sono state
separate dalle bucce e poste in un bicchiere eggilinta di 50 mg di sodio metabisolfito. Le
bucce sono state poste in una beuta contenentd_30) metanolo e lasciate in macerazione per
un tempo di 4 ore. Dopo omogeneizzazione con Ultnaax e centrifugazione a 4000 giri/min
per 10 minuti delle polpe, il surnatante e statuperato in un matraccio da 200 mL mentre le
parti solide sono state lavate con 30 mL di acqmapra centrifugate, ed il surnatante e stato
riunito al succo. Dopo aver portato a volume coguacdistillata, la soluzione é stata trattata con
40 mg di enzima pectolitico pectazina DC privo tlivéta glicosidica secondaria per 4 ore a
temperatura ambiente. La soluzione e stata poirifiggdta e conservata congelata fino al
momento dell'analisi. Le bucce sono state omogea&zcon la soluzione di metanolo mediante
Ultra-Turrax, centrifugate come sopra ed il liquilmpido e stato recuperato in un pallone e
ridotto di volume mediante evaporatore rotante, tneghresiduo solido e stato lavato con 30 mL
di acqua, nuovamente centrifugato ed il liquiddatcsriunito alla fase organica in un matraccio
da 200 mL. Dopo aver aggiustato il volume con actma&oluzione € stata trattata con 4 g di
Polyclar AT (pvpp insolubile) per due volte al fide ridurre il contenuto polifenolico, filtrata

con filtro compatto e congelata fino al momentd’'dedlisi.
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2.1.3.3 Estrazione SPE (Solid Phase Extraction)

La preparazione dei campioni per le analisi & ststguita mediante estrazione in fase
solida (SPE) con l'impiego delle metodiche gia ripte in letteratura (Di Stefane al., 1997;
Flaminiet al., 2001; 2006). Per ogni campione, un volume di mQ0di succo é stato riunito ad un
pari volume di estratto delle bucce, sono statiaddati 200pL di una soluzione di 1-eptanolo 185
mg/L come standard interno, e la soluzione ristit@nstata fatta passare per gravita attraverso una
cartuccia Gg da 10 g. La cartuccia e stata lavata con 50 nmdcdua per rimuovere sali, zuccheri e
composti piu polari, ed una prima frazione contéaegti aromi liberi &€ stata recuperata mediante
50 mL di diclorometano. Una seconda frazione cameni precursori di aromi in forma glicosilata
ed i composti potenzialmente in grado di liberavenposti volatili in seguito ad idrolisi acida e
stata recuperata con 30 mL di metanolo. La primaidne e stata disidratata su solfato di sodio
anidro, concentrata a 200L mediante distillazione in colonna di Vigreux landg0 cm e
successivamente sotto flusso di azoto, infineta siseguita I'analisi GC/MS. La seconda frazione é
stata portata a secco mediante evaporatore rotgmtesa con 5 mL di una soluzione di tampone
citrato a pH 5 e sottoposta ad idrolisi mediantgdiunta di 200 mg di enzima AR2000
mantenendola a 40 °C per 16 ore. La soluzioneta atidizionata di 20QL di una soluzione di
standard interno 1-ottanolo 178 mg/L e gli agliceano stati estratti mediante passaggio su una
cartuccia Gg da 1 g e recuperati con 6 mL di diclorometano. Seeonda frazione contenente i
composti successivamente sottoposti ad idrolisdeace stata recuperata mediante 5 mL di
metanolo. La prima soluzione é stata concentr&@0giL come sopra ed analizzata. La soluzione
metanolica e stata portata a secco, ripresa canlLl@i tampone tartrato a pH 3, addizionata della
soluzione proveniente dall'analisi della frazionei @omposti glicosilati e di 20QL di una
soluzione di standard interno 1-decanolo 161 migfine posta a riflusso per 1 ora. La soluzione &
stata frazionata su cartucciag@a 360 mg recuperando i composti volatili mediastenL di

diclorometano, concentrata e sottoposta ad ar@i$MS.
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2.1.3.4 Analisi GC/MS (Gas Cromatografia-Spettrometa di Massa)

Le analisi sono state eseguite con un sistema HeRdekard (Palo Alto, USA) costituito
da un gas cromatografo HP 5890, equipaggiato clmmea in silica fusa HP Innowax (30 m x 0.25
mm i.d.; df=0.25um, Agilent Technologies, Santa Clara, USA), intecfato a uno spettrometro di
massa HP 5971A ed autocampionatore 6890 Seriestdnj€ondizioni sperimentali: temperatura
iniettore 200 °C; modalita di iniezione splitlegsjume iniettato 0.%L; corrente ionizzante 70 eV,
temperatura transfer line 280 °C; carrier gas Hesgione in testa alla colonna 12 psi. Programma
di temperatura del forno: 3 min a 36 °C, 2 °C/mmofa 160 °C, 3 °C/min fino a 230 °C, 230 °C
per 5 min.I composti sono stati identificati mediante contmeon gli spettri di frammentazione
contenuti nel database NIST98 e nel database ESTRAAl Laboratorio Chimico CRA-VIT.

2.1.4 Studio del Profilo Proteico dei Vinaccioli

2.1.4.1 Reagenti

L’'acido 2,5-diidrossibenzoico (DHB), l'acido 3,5ndetossi-4-idrossicinnamico (SA),

I'acido a-ciano-4-idrossicinnamico (HCCA) sono stati ford#ila Sigma-Aldrich srl (Milano).

2.1.4.2 Campionamento dei Vinaccioli

Per la messa a punto del metodo sono state utdiznézialmente tre varieta dvitis
vinifera: Prosecco, Malvasia Nera di Brindisi e Raboso ®i&uccessivamente é stato preso in
considerazione anche il Raboso Veronese e la ManzeBianca. | vinaccioli, mantenuti congelati
fino al momento delle analisi, provenivano nel cdstlie varieta di Raboso dagli stessi campioni
utilizzati per la caratterizzazione polifenolica abmatica prelevati 5 vigneti diversi nelle annate
2004 e 2005. | vinaccioli di Malvasia Nera e MarmgnBianca provenivano da uve raccolte
rispettivamente nel 1997 e nel 2007 presso la ziolhe del CRA-VIT, mentre nel caso del
Prosecco provenivano da uve raccolte nella vendan@®®5 in un vigneto situato in provincia di

Treviso.
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2.1.4.3 Preparazione dei Campioni

10 g di vinaccioli, precedentemente lavati con acglistillata e asciugati, sono stati
polverizzati mediante azoto liquido in un mortdia. polvere cosi ottenuta € stata sottoposta a tre
procedimenti diversi di purificazione prima delfexione proteica:

1) 5 g di polvere di vinaccioli sono stati sgrassantenendoli sotto agitazione per 30 minuti in
100 mL din-esano e lasciati asciugare a temperatura ambiente;

2) 500 mg di polvere sono stati sospesi in 5 mlactjua distillata e dializzati contro acqua
bidistillata a 4 °C per 48 ore e successivamerteperati attraverso centrifugazione.

3) 4 g di polvere sono stati sottoposti ad entrarittamenti 1 e 2.

2.1.4.4 Estrazione delle Proteine dai Vinaccioli

10 mg dei campioni ottenuti con i trattamenti 1e®i@ stati sospesi in 1 mL di tre diversi
solventi: acqua+0.1% di acido trifluoroacetico (TIFAH;CN, metanolo/CHCN 1:1 (v/v) e posti
in bagno di ultrasuoni per 5 min. | surnatanti sa@t&ti raccolti ed analizzati mediante MALDI
utilizzando tre differenti matrici: una soluzioneeparata sciogliendo 10 mg di acido DHB in 1 mL
di 0.1% TFA/CHCN 1:1 (v/v), e due soluzioni sature di SA e HCCreparate sciogliendo gli
acidi in 1 mL di 0.1% TFA/CBCN 1:1 (v/v).

Un volume di 5uL di surnatante e stato riunito ad un pari volumendtrice e la soluzione e stata

caricata sul supporto MALDI.

2.1.4.5 Analisi MALDI-TOF (Matrix-Assisted Laser Desorption/lonization-Time of Flight)

Le analisi sono state effettuate utilizzando utesigs MALDI-TOF Ultraflex 1l (Bruker
Daltonics, Brema, Germania) impostato per la rielae degli ioni positivi. Per la ionizzazione
e stato utilizzato un laser UV ad impulsi (laseraadto,A = 337 nm). Parametri strumentali:
tensione della sorgente di ioni 1, 25 kV; tensisaggente di ioni 2, 23.35 kV; tempo di ritardo,
100 ns.
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2.2 Studio dei Composti Volatili e Polifenolici Estatti da
Cingue Tipi di Legno Diversi

2.2.1 Analisi dei Composti Volatili e Polifenolici

2.2.1.1 Campioni e Standard

| campioni di legno di acacid&@binia pseudoacacia), castagnoGastanea sativa), ciliegio
(Prunus avium) e gelso forus alba) sono stati ricavati da piante cresciute nel Ntatia, mentre il
rovere Quercus petrea) da piante francesi. Il legno naturalmente stagfior24-36 mesi € non
tostato €& stato fornito sottoforma di doghe daepadlit Veneta Botti srl (Conegliano). | diversi
campioni sono stati ridotti in chip di 0.5-2 x 2 @ndello spessore di 1 mm. Lo standard di 1-

eptanolo e stato fornito dalla Carlo Erba (Carlb&Reagenti SpA, Milano).
2.2.1.2 Estrazione dei Campioni

Sono state utilizzate due diverse soluzioni estragna soluzione acqua/etanolo 1:1 (v/v)
(distillato modello) ed un tampone tartrato a pB &ntenente etanolo al 12% (v/v) (vino modello).
Trenta grammi di legno ridotto in truciolato (chipsono stati estratti con 500 mL di soluzione
estraente. Nel caso della soluzione idroalcoligardicesso € stato protratto per 6 giorni al buio a
temperatura ambiente mantenendo nell’'ultimo gidan@oluzione sotto agitazione, nel caso del
vino modello I'estrazione e durata 30 giorni aldei temperatura ambiente. Dopo I'estrazione le

soluzioni sono state filtrate e congelate fino ahmento delle analisi.
2.2.1.3 Preparazione dei Campioni per I'Analisi GAYIS

| campioni per I'analisi gascromatografica sondi gteeparati come gia riportato (Flamigti
al., 2007). Un volume di 50 mL di estratto idroalcoli acqua/etanolo 1:1 (v/v) e stato ridotto a 30
mL sotto vuoto e temperatura ambiente. La soluzidopo I'aggiunta di 20QiL di una soluzione
di 1-eptanolo 185 mg/L come standard interno, éagpartata a 100 mL con acqua distillata e
centrifugata a 4000 giri/min per 10 min. La pumftone del campione € stata eseguita mediante

estrazione su fase solida (SPE) di 50 mL del santatutilizzando una cartucciagSep-Pak da 1
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g e recuperando gli analiti con 6 mL di dicloronmetalLa fase organica € stata disidratata con sodio

solfato anidro, portata a 5@ sotto flusso d’azoto ed analizzata mediante GC/MS

2.2.1.4 Metodi Analitici Utilizzati

Le analisi spettrofotometriche sono state eseguitelo spettrofotometro UV/Vis Uvikon
930. Sono state effettuate misure d’assorbanza dsigatti diluiti e filtrati 45um alle lunghezze
d’'onda 280, 380, 420 e 440 nm, e sono stati regiggti spettri d’assorbimento nell’intervallo di
lunghezze d’'onda compreso tra 250 e 450 nm. Gicirdd polifenoli totali sono stati determinati
mediante il metodo di Folin-Ciocalteu applicatovaii (Singleton e Rossi, 1965): gli estratti sono
stati diluiti 25, 50 o 100 volte con acqua e leumgsdi assorbanza sono state effettuate a 700 nm.

L’indice di ossidabilita degli estratti € stato elhinato mediante il POM-Test (Muller
Spath, 1992): 15 mL di estratto sono stati filiratasferiti in un palloncino e aggiunti a @Q di
una soluzione di acqua ossigenata al 3%. L'ossii@zié stata condotta per 1 ora a 60 °C, |l
campione € stato lasciato raffreddare a temperaorhiente e filtrato 0.4%um. Sono state
effettuate misure d’assorbanza a 380 e 420 nm pid@o il processo d'ossidazione.

Le percentuali d’'ossidazione alle due lunghezzen@dbosono state calcolate mediante la
relazione

(% ox HOs) = [(Absox — AbS,.0)/AbS, 0] x 100

dove: Absg, = assorbanza dell'estratto dopo I'ossidazioney frs assorbanza della estratto prima
dell'ossidazione.

Le analisi GC/MS sono stata eseguite con un sistdemalett-Packard (Palo Alto, USA)
costituito da un gas cromatografo HP 5890, equil@ggon colonna in silice fusa HP Innowax (30
m x 0.25 mm i.d.; df=0.2%m, Agilent Technologies, Santa Clara, USA), intecfato ad uno
spettrometro di massa HP 5971A ed un autocampima®890 Series Injector. Condizioni
operative: temperatura iniettore 250 °C; modalitiniézione splitless; volume iniettato Qub; gas
carrier He; pressione in testa alla colonna 12 xagramma di temperatura del forno: 1 min a 36
°C, 2 °C/min fino a 160 °C, 3 °C/min fino a 230,°®€min a 230 °C. Lo spettrometro di massa
operava in modalita SCAN (intervallo di scansione 40-550), energia di ionizzazione 70 eV. Le

analisi d tutti i campioni sono state ripetute apgio.
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2.2.2 Lo Studio dei Fenoli Volatili Ceduti dai Divesi tipi di Legno
Mediante GC/MS-PICI

2.2.2.1 Campioni e Standard

Sono stati usati gli stessi campioni di legno vis#l paragrafo 2.2.1. Gli standard di
siringaldeide,trans-3,5-dimetossi-4-idrossi-cinnamaldeide (sinapin@dg eugenolo, 4-allil-2,6-
dimetossifenolo (metossieugenolo) sono stati fodalla Sigma-Aldrich srl (Milano); benzaldeide,
alcol coniferilico, vanillina, 4-idrossi-benzaldeiddalla Fluka (Buchs, Svizzera); cinnamaldeide,
anisaldeide, guaiacolo e 1l-eptanolo dalla CarleaHReagenti (Milano). La coniferaldeide e stata
sintetizzata in laboratorio mediante ossidazionéattl! coniferilico: 0.4 mg di alcol sono stati
sciolti in 200uL di H,SO, 6 M ed aggiunti a 10QL di una soluzione acquosa dp®r,0;0.01 M.

La reazione di ossidazione é stata condotta peinfartemperatura ambiente ed il prodotto € stato
recuperato mediante estrazione liquido-liquido 2anL di diclorometano.

2.2.2.2 Curve di Calibrazione

Sono state utilizzate quattro soluzioni idroaldedial 50% (v/v) di etanolo a concentrazioni
crescenti di ciascun analita: da 0.005 a 5 mg/estiiatto di chips, corrispondenti a 0.1-1@flg di
legno. A 50 mL di ogni soluzione sono stati aggi@®0 pL di 1-eptanolo 185 mg/L come standard
interno e I'estrazione € stata condotta come désarel paragrafo 2.2.1.3. Sono stati registrati i
segnali relativi agli ioni molecolari [M+H]e le rette di calibrazione sono state calcolate co
I'equazione Ayzgm+rp+/Amzss sFRFCsCs), dove Awaw+ny+ € 'area del segnatiella specigM+H] ",
Amss s € l'area del segnale dello ioma’z 55 dello standard internogicé la concentrazione
dell'analita nella soluzione standar@,; € la concentrazione dello standard interno. Léigirsono
state ripetute in doppio, e le equazioni delle euwlv calibrazione calcolate con i valori medi sono

riportate in Tabella 2.3.

[M+H] * curve di calibrazione

standard (M)  (da0.005 a5 mg/L)

anisaldeide 137 y = 14,754 R 0.9992
idrossi-benzaldeide 123 y =0.62% R 0.9999
cinnamaldeide 133 y =9.09% R 0.9995
eugenolo 165 y = 12.55% R 0.9999
metossi-eugenolo 195 y = 13.78% R 0.9998
vanillina 153 y = 2.35€ R 0.9998
siringaldeide 183 y =3.67& R 0.9993
guaiacolo 125 y = 2.746 R 0.9999

Tabella 2.3. Curve di calibrazione dei fenoli tibl@eduti dai diversi tipi di legno.
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2.2.2.3 Analisi GC/MS

Le analisi sono state condotte mediante un gascogreio TraceGC (ThermoFinnigan,
Austin, USA) dotato di colonna capillare in siliftesa HP Innowax (30 m x 0.25 mm i.d.; df=0.25
um, Agilent Technologies, Santa Clara, USA) accajopad un spettrometro di massa a trappola
ionica PolarisQ (ThermoFinnigan, Austin, USA). Canohi operative: ionizzazione chimica in
modalita positiva utilizzando metano come gas mtgflusso 0.8 mL/min); temperatura sorgente
200 °C; temperatura iniettore 240 °C; volume imiettl pul in modalita splitless; gas carrier He a
flusso costante 1.3 mL/min. Programma di tempesatiel forno: 3 min a 70 °C, 2 °C/min fino a
160 °C, 3 °C/min fino a 230 °C, 25 min a 230 °C.ttappola ionica operava in modalita scansione
selezionando gli ioni dan/z 40 a 550. | composti d’interesse sono stati comédir tramite
frammentazione in trappola degli ioni precursori{MN]® utilizzando He come gas di collisione
(dumping flow 0.3 mL/min) e una tensione d’eccita@ di 225 mV (Dissociazione Indotta per
Collisione, CID). In Tabella 2.4 sono riportatiitme precursore ed i principali frammenti registrat

per ciascun analita.

: ione precursore MS/MS m/z ioni frammenti

compost m/zF[)M +H]* (abbondanza>5%)
benzaldeide 107 79 (p.b.)
metilbenzaldeide 121 93;43 (p.b.)
idrossi-benzaldeide 123 95 (p.b.);91;81
guaiacolo 125 110 (p.b.);96;93;91;65
cinnamaldeide 133 115 (p.b.);105;91;79;55
anisaldeide 137 122;109 (p.b.);94
vinilguaiacolo 151 136;123;119 (p.b.);115;95;91;81
vanillina 153 138;125 (p.b.);93
2,6-dimetossifenolo 155 140 (p.b.);123;95;91;65
eugenolo 165 150 (p.b.);137;133;105
trimetossibenzene 169 154;138 (p.b.);126
coniferaldeide 179 164;161;147 (p.b.);133;119;105;55
alcol coniferilico 181 166 (p.b.);153;138
siringaldeide 183 168;155 (p.b.);140;123;95
trimetossifenolo 185 170;153 (p.b.);125
metossieugenolo 195 180 (p.b.);167;163;135;107
trans sinapinaldeide 209 194;191;177 (p.b.);149;121;107;93

Tabella 2.4. Principali frammenti ottenuti tramiéssociazione indotta per collisione (CID). p.b¢qu base dello

spettro di frammentazone.
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2.3 Studio dell'lnvecchiamento del Vino Raboso Piavin Botti

Fabbricate con Diversi Tipi di Legno

2.3.1 Botti Utilizzate e Campionamenti dei Vini

Sono state utilizzate cinque botti da 225 L (bamigfabbricate con legni di acacia,
castagno, ciliegio, gelso e rovere con una stagioaali 24-36 mesi fornite dalla Veneta Botti srl
(Conegliano). Solo la botte in rovere aveva subit@ lieve tostatura del legno (40 minuti di
esposizione a fuoco vivo durante la piegatura didighe). Ogni botte e stata riempita per circa
I’'80% con vino Raboso Piave prodotto nellannat@®26he presentava un grado alcolico di 12.5%
(v/v) ed un’acidita totale di 9.5 g/L in acido tito. L'invecchiamento del vino € avvenuto a
temperatura di cantina (15-18 °C). Due prelievci@discun campione di vino sono stati effettuati

dopo 3, 6 e 9 mesi, ed i campioni sono stati mariteongelati fino al momento delle analisi.
2.3.2 Solventi e Standard

Il metanolo (HPLC grade) é stato fornito dalla Bakehillipsburg, NJ) e I'acido formico
(superpurity grade) dalla Romil Itd (Cambridge, UK)i standard di acetato di isoamile, guaiacolo,
1-eptanolo e furfurale sono stati forniti dalla [BaErba Reagenti (Milano); eugenolo, 4-etilfenolo,
acido trans-ferulico, acidotrans-caffeico, acidotrans-p-cumarico e (+)-catechina dalla Sigma-
Aldrich (Milano); vanillina, miricetina e quercetinglucoside dalla Fluka (Buchs, Svizzera);
campferolo glucoside dalla Extrasynthese (Genagndia); etil esanoatoe-terpineolo dalla BDH
Chemicals Itd. (Poole, UK); etil ottanoato dallesstfaan Organic Chemicals (Rochester, NY, USA);
il citronellolo e stato fornito dalla Merck KGaA ébmstadt, Germania).

La microfibra per microestrazione su fase soliddM&) Carbowax/divinilbenzene (CAR/DVB) da

65 um é stata fornita dalla Supelco (Bellafonte, PAAYS

2.3.3 Analisi dei Composti Aromatici

Per I'analisi dei composti volatili aromatici e tstautilizzata una tecnica di microestrazione
su fase solida (SPME) su spazio di testa del camepawcoppiata ad analisi GC/MS, seguendo il
metodo proposto da Carrilk al. (2006), opportunamente modificato. In una vial tappo a vite
da 20 mL sono stati posti 10 mL di vino, 3 g di N@CLOOuL di una soluzione di 1-eptanolo 180
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mg/L come standard interno. Prima dell’'estrazidreaumpione € stato incubato a 70 °C per 10 min,
successivamente nella fase gassosa del campioaeiqsgi testa) € stata esposta la microfibra
CAR/DVB da 65 um. L’adsorbimento dei composti volatili € stato dotio per 30 minuti
mantenendo il campione a 70 °C sotto agitaziomaitesancoretta magnetica (300 g/min).

Le analisi sono state eseguite con un sistema HeRdekard (Palo Alto, USA) costituito da un gas
cromatografo HP 5890, equipaggiato con colonnalicasusa HP Innowax (30 m x 0.25 mm i.d.;
df=0.25 um, Agilent Technologies, Santa Clara, USA), intecfato a uno spettrometro di massa
HP 5971A. Gli analiti sono stati introdotti nel teisya gascromatografico tramite desorbimento
termico della microfibra esposta per 5 minuti $niéttore a 230 °C. Condizioni operative: modalita
di iniezione splitless; carrier gas He; pressionetasta alla colonna 12 psi. Programma di
temperatura del forno: 5 min a 40 °C, 3 °C/min fan@30 °C, 10 min a 230 °C. Lo spettrometro di
massa operava in modalita Selected lon Monitai8ilyl), energia di ionizzazione 70 eV. Le curve
di calibrazione calcolate utilizzando soluzioninstard di vino modello (tampone tartrato pH 3.2,
12% etanolo) sono riportate in Tabella 2.5. Le eumono state calcolate con l'equazione
AnmdAmz=RFCcst dove Ay, sono le aree degli ioni selezionati per ogni ataliiportate in tabella,
Anzo € l'area dello ione m/z 70 dello standard interdeegtanolo), & € la concentrazione

dell’analita nella soluzione standard.

soluzione madre ione selezionato curve di calibrazione

standard (mg/L) (m/2) (1, 10, 100, 1000 dil. soluzione madre)
isoamil acetato 20.54 70 y = 4430753x  °R 0.9989
etil esanoato 17.67 88 y = 6868987x ‘R 1

etil ottanoato 20.60 88 y = 5046805x  “R 0.9998
furfurale 2.15 96 y = 37450702x °R 0.9992
a-terpineolo 2.30 93 y = 50340304x R 0.9991
citronellolo 3.00 69 y = 47741459x R 0.9991
guaiacolo 20.05 124 y =10877412x *R 0.9999
eugenolo 1.96 164 y = 50833766x ‘R 1
4-etilfenolo 19.70 107 y = 96628453x R 0.9999
vanillina 20.44 152 y = 1283406x 2R 0.9991

Tabella 2.5. Curve di calibrazione SPME-GC/MS deimposti volatili aromatici studiati nei campioni dini

invecchiati in 5 botti barrique fabbricate con legh acacia, castagno, ciliegio, gelso e rovere.

Per la quantificazione del 4-etilguaiacolo e demétilfurfurale sono state utilizzate

rispettivamente le curve di calibrazione di 4-etilblo e furfurale.
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2.3.4 Analisi dei Polifenoli

Per l'analisi degli antociani, degli acidi cinnamied idrossicinnamiltartarici e dei
flavonoli sono state utilizzate le stesse strummata ed applicati gli stessi metodi
cromatografici descritti nel paragrafo 2.1.2.4 @efano e Flamini, 2008). La (+)-catechina é
stata determinata durante le stesse separaziomatografiche condotte per gli HCTA e i
flavonoli impostando il rivelatore alla lunghezZartla di 280 nm.

2.3.5 Analisi LC/ESI-MS" (Cromatografia Liquida - Spettrometria di Massa)

Per l'identificazione dei composti incogniti, emedtall’analisi dei cromatogrammi registrati
a 320 nm (determinazione degli HCTA) dei campianiido invecchiati in gelso e ciliegio, é stato
utilizzato uno spettrometro di massa a trappolacaorn.CQDeca (Thermo Fisher Scientific,
Waltham, USA) accoppiato attraverso un sistemaodizzazione ad elettrospray ad un sistema
HPLC Ultimate 3000 (Dionex Corp., Sunnyvale, USA)sistema HPLC era inoltre dotato di un
rivelatore UV-Vis Spectra System UV 1000 (Thermba separazione cromatografica e stata
condotta con una colonna LiChrospher 100 RP-18r(B P50 X 4.6 mm, Merck, Darmstadt,
Germania). E’ stato utilizzato un programma di shne a gradiente con un solvente binario
composto da A) bD/0.1% acido formico (v/v), B) metanolo, ad unaoegt di flusso di 0.6
mL/min. Programma di eluizione: 33% di B per 40 ndal 33 al 100% di B in 15 min, 100% di B
per 5 min, dal 100 al 33% di B in 1 min. ParamE®il: tensione della sorgente, 4500 V; tensione e
temperatura del capillare d’entrata, 4 V e 280ffi@so sheath gas, 60 (u.a.); flusso gas ausiliario
20 (u.a.). La trappola ionica operava in intervalioscansionenz 70-700 registrando gli ioni
negativi. Le frammentazioni degli ioni di interesgettenuti all’interno della trappola tramite
I'applicazione agli end-caps di una tensione aafeguenza supplementare dell’ordine dei 2 V,

sono state ottenute tramite collisione con He cbufter gas alla pressione di 1.1xX1Torr.
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3. Risultati e Discussione
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3.1 La Caratterizzazione Chimica dellUva: Il Caso del

Raboso Piave e del Raboso Veronese

3.1.1 Studio dei Polifenoli del Raboso Piave e RadmVeronese

3.1.1.1 Indice di Antociani Totali e Flavonoidi Toali delle Bucce

In Tabella 3.1 sono riportati i valori degli indicli flavonoidi totali e antociani totali

determinati negli estratti delle bucce di Rabosav®ie Raboso Veronese ed espressi in mg/Kg uva.

Indice Flavonoidi total Indice Antociani totali
campioni (mg/Kg uva (+)-catechina) (mg/Kg uva malvina)

2004 2005 2004 2005
Raboso Piave | 4432433 4847+357 1349+75 1614+169
Raboso Piave Il 550315 4846109 1989+239 1660+32
Raboso Piave Il 4655+135 43171178 1674+160 1705192
Raboso Veronese | 43391370 3445+133 1356+174 12172+3
Raboso Veronese Il 5237161 58194260 2367+167 17487
Media R. Piave 4863 4670 1670 1659
Media R. Veronese 4788 4632 1861 1510

Tabella 3.1 Indici di flavonoli e antociani totalelle bucce dei tre campioni di uva Raboso Piawkie campioni
Raboso Veronese prelevati nelle due annate 200308. Zono riportati i contenuti medi calcolati suedcampioni

prelevati per ciascuna tesi.

Come si evidenzia dai dati in tabella, il contenotedio di flavonoidi totali e di antociani
totali risulta simile fra i due vitigni Raboso P&e Raboso Veronese. Solo il campione Raboso
Veronese Il (Noventa di Piave) presenta indicifeablici superiori alla media: questo puo essere
ragionevolmente spiegato in quanto questo campoesentava piu piccoli acini rispetto agli altri,
pertanto caratterizzati da maggiori rapporti bupaao acino.

In Figura 3.1 sono confrontati gli indici polifemml del Raboso Piave e del Raboso
Veronese con quelli relativi ad altre varieta adaamssa riportati in letteratura ed ottenuti ocen |
stesse metodiche analitiche (Cabal., 1991; Cravero e Di Stefano, 1992; Catoal., 2000;
Laboratorio Chimico CRA-VIT, dati non pubblicatipi evidenzia come il contenuto medio di
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flavonoidi totali del Raboso (sia Piave che Ver@)esa superiore rispetto alle altre varieta, meentr
l'indice di antociani totali € simile a quello rigato per Cabernet Sauvignon e Barbera, ed e

comungue tra i piu elevati.
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Figura 3.1. Indici di antociani e di flavonoidi &it confronto del Raboso Piave e Raboso Veroneseattre varieta

riportate in letteratura studiate secondo le stessediche.

3.1.1.2 Indice di Antociani Estraibili dalle Buccecon la Vinificazione

L'indice di antociani estraibili dalle bucce conJmificazione del Raboso Piave e Raboso
Veronese, calcolato come media nelle due annat&at@ messo a confronto con i valori riportati in
letteratura per altre 25 varieta di uve rosse atiesecondo le stesse metodiche utilizzate in guest
lavoro (Mattiviet al., 2003). Il confronto é riportato nell'istogramnmaFigura 3.2.

In generale l'indice di antociani dell’'uva estrdiibin vinificazione & proporzionale al
contenuto di antociani totali. Come si evidenziladgigura 3.2, il Raboso Veronese ed il Raboso
Piave, per i quali si riscontrano contenuti di amoi totali mediamente elevati (Tabella 3.1 e
Figura 3.1), presentano anche indici di antociatagbili tra i piu elevati. Una eccezione si osser
nel caso del Cabernet Sauvignon, per il quale staib riportati un contenuto di antociani totali

molto elevato ma un medio indice di composti ebiliagzon la vinificazione.
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Figura 3.2. Antociani del Raboso Piave, Raboso Wese e di altre 25 varieta di uve a bacca rossailgfitcon la
vinificazione espressi in mg malvidina-3-glucosiig/uva. In ordine decrescente si individuano: Teegb, Lagrein,
Raboso Veronese (1465 mg/Kg uva), Enantio, RabdaweP(1185 mg/Kg uva), Rebo, Marzemina, Croatina,
Montepulciano, Merlot, Syrah, Barbera, Cabernet.8mbrusco S., Aglianico, Sagrantino, Groppello,\\aia Lecce,

Calabrese, Tamurro, Nero d'Avola, Negroamaro, ®aege, Pinot nero, Nebbiolo, Schiava, Primitivo.

3.1.1.3 Indice di Polifenoli Estraibili dall’'Uva co la Vinificazione

L’indice di polifenoli estraibili dalluva (estrattdalle bucce e dai vinacciplicon la
vinificazione del Raboso Piave e Raboso Veronesdeolato come media nelle due annate, é stato
messo a confronto con i valori riportati per a2 varieta di uve rosse ottenuti secondo le stesse
metodiche utilizzate in questo lavoro (Mattétial., 2003). Il confronto é riportato nell'istogramma
in figura 3.3. Come si evidenzia dalla figura, aadii indici di polifenoli estraibili dal Raboso
Veronese e dal Raboso Piave risultano tra i piuagilecosi come gli indici dei flavonoidi totali
(Tabella 3.1 e Figura 3.1). E’ interessante notarae in questo caso il Negroamaro, per il quale é
riportato un indice di flavonoidi totali molto elato, presenti un indice di polifenoli estraibili

relativamente basso.
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Figura 3.3. Polifenoli del Raboso Piave, RabosooWese e di altre 25 varieta di uve a bacca rodsaileb dall'uva
(bucce e vinaccioli) con la vinificazione espre@simg (+)-catechina/kg uva. In ordine decrescemtyiamo:
Sagrantino, Aglianico, Croatina, Raboso Verone866§3mg/Kg uva), Pinot nero, Lambrusco S., Raboswd{3093
mg/Kg uva), Teroldego, Lagrein, Primitivo, Tamuridero d'Avola, Montepulciano, Enantio, Sangioveskerlot,
Rebo, Malvasia Lecce, Marzemino, Groppello, CalséreCabernet S., Nebbiolo, Negroamaro, Syrah, Barbe

Schiava.
3.1.1.4 Studio del Profilo degli Antociani delle Boce

L’assegnazione dei picchi cromatografici & stattafa base alla sequenza di eluizione dalla
colonna cromatografica a fase inversa: 1. Delfmad{Dp) 3-O-monoglucoside (glu); 2. Cianidina
(Cy) glu; 3. Petunidina (Pt) glu; 4. Peonidina (Bhj); 5. Malvidina (Mv) glu; 6. Dp-monoglucoside
acetato (gluAc); 7. Cy-gluAc; 8. Pt- gluAc; 9. Phrgc; 10. Mv-gluAc; 11. Dp-monoglucoside
paracumarato (glu-pcum); 12. Mv-monoglucoside effel3. Cy-glu-pcum; 14. Pt-glu-pcum; 15.
Pn-glu-pcum; 16. Mv-glu-pcum. | profili degli aniaai di un estratto di Raboso Piave e di un
estratto di Raboso Veronese sono riportati risgatiente in Figura 3.4 e Figura 3.5 (Padoan 2005,
tesi di laurea). | dati sulla composizione percalglestrapolati dalle due analisi sono riportati in

Tabella 3.2 e nel diagramma in Figura 3.6.
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Figura 3.4. Profilo degli antociani di un estratidoucce di Raboso Piave.
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Figura 3.5. Profilo degli antociani di un estratidoucce di Raboso Veronese.

Il profilo antocianico del Raboso Piave risultaparte diverso da quello del Veronese: il
Raboso Piave € infatti caratterizzato da una maggicesenza di Pn-3-monoglucoside e di Mv-3-
monoglucoside, in accordo con quanto gia riportéoMattivi et al. (2004), mentre il Raboso

Veronese risulta caratterizzato da un piu elevatotenuto di Cy-3-monoglucoside, Dp-3-
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monoglucoside, e da un piu basso contenuto di Fm3eglucoside. || Raboso Veronese risulta
avere un contenuto tendenzialmente superiore dicemi acetati. Dalla Figura 3.6 € inoltre

evidente come I'annata praticamente non infludnaidfilo degli antociani.

Area % (Abs 520 nm)

antociani PIAVE PIAVE PIAVE PIAVE PIAVE PIAVE Media R. VERON. VERON. VERON. VERON. Media R.

| | Il Il 1] 1] Piave | | Il Il Veronese

2004 2005 2004 2005 2004 2005 2004 2005 2004 2005 2004 2005 2004 2005
Dp-glu 6.3 6.8 7.4 7.3 9.1 78 76 73 12.2 11.8 12.9 12.0 12.6 119
Cy-glu 10.3 13.5 18.0 9.8 14.4 126 143 12.0 209 24.6 26.8 23.4 23.8 24.0
Pt-glu 8.0 8.3 8.3 9.5 10.0 9.0 87 89 12.0 115 114 115 11.7 115
Pn-glu 30.5 32.8 32.1 27.6 28.4 30.030.4 301 124 13.7 16.0 135 14.2 13.6
Mv-glu 32.6 26.3 23.4 32.8 28.1 28.928.0 294 26.9 23.2 19.8 226 234 229
Dp-gluAc 0.5 0.4 0.5 0.6 0.6 05 05 05 1.5 1.3 1.2 1.1 14 12
Cy-gluAc 0.8 0.9 11 0.8 0.9 09 09 09 2.7 2.7 2.8 30 27 29
Pt-gluAc 0.7 0.5 0.5 0.7 0.6 05 06 0.6 1.6 13 1.2 14 14 13
Pn-gluAc 1.5 1.7 1.6 15 1.2 14 14 15 1.1 0.9 1.1 1.2 11 1.0
Mv-gluAc 1.7 1.6 1.0 2.1 1.2 16 13 138 25 24 1.6 26 20 25
Dp-pcum 0.3 0.4 0.2 0.5 0.3 05 03 05 0.4 0.7 0.4 08 04 0.7
Mv-caff 0.1 0.2 0.1 0.1 0.0 0.2 01 0.2 0.1 0.1 0.0 01 01 01
Cy-pcum 1.0 1.5 1.4 1.0 1.0 1.2 11 12 2.1 2.3 2.0 27 20 25
Pt-pcum 0.5 0.5 0.4 0.7 0.5 05 05 0.6 0.6 0.7 0.4 08 05 0.7
Pn-pcum 25 2.7 23 2.4 1.8 26 22 26 1.0 1.1 11 13 11 1.2
Mv-pcum 2.8 1.7 1.6 2.7 1.9 19 21 21 2.0 1.9 1.0 22 15 20

Tabella 3.2. Composizione media percentuale @degticiani nei 5 campioni di Raboso studiati nelle dnnate.

B Media Raboso Piave 04
B Media Raboso Piave 05
O Media Raboso Veronese 04
O Media Raboso Veronese 05

% Abs 520 nm

Figura 3.6. Composizione media percentuale dedticdami del Raboso Piave e del Raboso Veronesdr@da tra le

due varieta nelle annate 2004 e 2005.
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In generale, 'uva di Raboso risulta caratterizzdéauna elevata presenza di antociani
monoglucosidi, mentre i composti acilati, ancheraggpresentati da tutti i composti che possono
essere presenti in un estratto d’'uvad/iis vinifera, risultano in basse quantita. Dal confronto con i
profili degli antociani di altre varieta riportaii letteratura (Figura 3.7), si evidenzia che nab&so
il livello di Cy-3-monoglucoside (il primo compostche viene formato nella biosintesi degli
antociani) e piu abbondante rispetto alle altreietar il contrario si osserva per la Mv-3-
monoglucoside (I'ultimo antociano formato nella diidesi) e questa caratteristica risulta piu
marcata nel Raboso Veronese. | livelli degli aintociani monoglucosidi sono nella media delle
altre varieta (Cal@t al., 1991; Craverat al., 1992; Calcet al., 2000; Laboratorio Chimico CRA-
VIT, dati non pubblicati).

% Antociani

Cabernet s

B Cabernet f

El Carmeneére

Barbera

& Nebbiolo

Negroamaro

8 Primitivo
B R. Piave
B R. Veron.
& @
& &
g ,00
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Figura 3.7. Confronto tra i profili degli antociadhi diverse varieta: sono riportati i cinque anémtimonoglucosidi e le

somme degli antociani acetati e paracumarati.
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3.1.1.5 Studio degli Acidi Idrossicinnamiltartarici

In Figura 3.8 e riportato il profilo degli acidirmssicinnamiltartarici (HCTA) di un estratto
delle bucce di Raboso Piave. La sequenza di ehezéodata da 1. aciados-caffeiltartarico, 2. acido
trans-caffeiltartarico, 3. acidais-paracumaroiltartarico, 4. acidmans-paracumaroiltartarico, 5.
acido 2-S-glutationil-caffeiltartarico, 6. acidoans-feruliltartarico. In Tabella 3.3 sono riportati i
contenuti di HCTA determinati nelle bucce e nelldpe. La differenza quantitativa tra le due
annate e piuttosto evidente soprattutto nel cagb dstratti delle bucce. Un’alta variabilita sitao
inoltre per la stessa varieta nei campioni provanieda diverse zone di produzione (elevata
deviazione standard), piu evidente nel caso debRakWeronese. In entrambe le annate il campione
di Raboso Veronese proveniente dalla zona Il ptasemaggiori contenuti di HCTA. L’'acido
trans-caffeiltartarico e I'acidotrans-p-cumaroiltartarico sono i composti cinnamici prdgen

guantita maggiori, ed il loro rapporto puo esséudiato per differenziare le due varieta.
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Figura 3.8. Profilo degli acidi idrossicinnamiltanici di un estratto delle bucce di Raboso Piaveadido cis-

caffeiltartarico, 2. acidarans-caffeiltartarico, 3. acide@is-paracumaroiltartarico, 4. acidoans-paracumaroiltartarico,

5. acido 2-S-glutationil-caffeiltartarico, 6. acittans-feruliltartarico.
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acido cis- acidotrans- acidocis acidotrans- acid trans-

caffeiltartarico caffeiltartarico p-cumaroiltartarico  p-cumaroiltartarico feruliltartarico
bucce (mg/Kg uva)
2004 2005 2004 2005 2004 2005 2004 2005 2004 2005

Media R. Piave 0.79+0.17  0.10+0.04 21.80+3.08 1.35+0.47 4.97+2.3%.18+0.06 22.85+9.63 0.71x0.21  1.09+0.13  0.59+0.41

Media R. Veronese 0.89+0.18 0.35+0.10 30.53+10.813.82+2.99  3.85+0.69  0.50+0.46 18.54+7.35 0.95+0.84.02+0.16  0.53+0.40

acido cis-caffeil acido trans-caffeil acidocis-p-cumaril  acidotrans-p-cumaril  acido trans-ferulil
tartarico tartarico tartarico tartarico tartarico
p0|pe (mg/L succo)
2004 2005 2004 2005 2004 2005 2004 2005 2004 2005

Media R. Piave 1.3140.78  0.35+0.26 27.14+20.221.77+16.34 2.78+1.98 1.06x0.84  7.144546  4.52+3.28 1.76+1.15.27£0.09

Media R. Veronese 1.89+0.34  0.66+0.37 57.42+11.881.81+30.93 2.03+0.26  1.44+0.84 6.71+0.89 5.52+3.81  2.08+0.27.39£0.18

Tabella 3.3. Contenuti medi degli acidi idrossieimiltartarici determinati nelle bucce e nelle potjg campioni di
Raboso Piave e Raboso Veronese nelle due annate.

3.1.1.6 Studio dei Flavonoli nelle Bucce

In Figura 3.9 e riportato il cromatogramma del poodlei flavonoli nell’estratto delle bucce
di un campione di Raboso Piave. La sequenza diiehe e 1. Miricetina (Mr) glucuronide; 2. Mr-

glucoside; 3. Quercetina (Q) glucuronide; 4. Q-ghide; 5. Campferolo (Kf) glucuronide; 6. Kf-
glucoside.
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Figura 3.9. Profilo dei flavonoli nell’estratto tkelbucce di un campione di Raboso Piave. 1. miriae{Mr)

glucuronide; 2. Mr-glucoside; 3. quercetina (Q)agitonide; 4. Q-glucoside; 5. campferolo (Kf) glumuide; 6. Kf-
glucoside.
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Il Kf-glucoside ed il Kf-glucuronide escono nel aratogramma molto vicini tra loro e
spesso coeluiscono renderndo impossibile una dicazibne separata. Pertanto le aree dei
picchi sono state integrate insieme ed il valotado espresso come contenuto totale di Kf in
forma glicosidata. In Tabella 3.4 sono riportatontenuti di flavonoli nelle bucce.

In generale la Q-glucoside € il flavonolo piu abil@nte presente nel Raboso. In
entrambe le annate il Raboso Veronese presentaggionacontenuti di flavonoli glucosidi, ma
come nel caso degli HCTA il risultato € risulta@arzialmente influenzato dal campione Raboso

Veronese zona ll.

Mr-glucuronide Mr-glucoside Q-glucuronide Q-glucosde Kf-glicoside
campioni mg/kg uva
2004 2005 2004 2005 2004 2005 2004 2005 2004 2005

Media R. Piave 1.16+0.31  1.36%0.22  8.11+2.37 8.48+1.56  5.88+3.37.4161.83 10.98+6.42 16.19+7.59 1.23+0.29 1.21+0.61

Media R. Veronese 1.20+0.72  1.12+0.66 13.94+4.87 8.93+4.45  9.78+2.09.34+4.03 42.03+16.6433.59+22.63 3.81+0.62  4.20+2.95

Tabella 3.4. Contenuti medi di flavonoli determinatlle bucce e nelle polpe dei campioni di RabBsve e Raboso

Veronese nelle due annate.

In Tabella 3.5 sono riportati alcuni dati medi ri@di in letteratura relativi ai contenuti di
flavonoli nelle bucce di diverse varieta (Pigedtaal., 1998; Laboratorio Chimico CRA-VIT, dati
non pubblicati; Calat al., 2000; Di Stefanet al., 1995b). Dal confronto con il Raboso, si osserva
per il Raboso Veronese un contenuto di Q-glucopiigicolarmente elevato, mentre i contenuti
medi degli altri flavonoli risultano in linea comg]li delle altre varieta messe a confronto. Aniche

guesto caso il campione Raboso Veronese zoneelarparametri superiori alla media.

varieta Mr-glucuronide Mr-glucoside Q-glucuronide Q-glucoside Kf-glicoside
Pinot Nero / 5 8.5 8.5 3.5
Primitivo 7.5 26 2.2
Negroamaro / 25 9.5 20 4
Negroamaro precoce / 15 14 25 3.5
Brachetto d’Acqui / 3.5 5 13 /
Malvasia Lunga / 15 14.5 19.5 /
Raboso Piave 1.2 3 6.2 13.6 2
Raboso Veronese 1.2 11.4 8.6 37.8 4

Tabella 3.5. Dati medi espressi in mg/Kg uva davdioli nelle bucce di Raboso Piave e Raboso Vemneessi a

confronto con i dati riportati in letteratura pdiravarieta.
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3.1.1.7 Studio dei Flavanoli Monomeri nei Vinaccial

In Figura 3.10 e riportato il cromatogramma del fiiwodei flavanoli dell’estratto dei
vinaccioli di un campione di Raboso Piave. In TeEb&.6 sono riportati i dati dei contenuti di
flavanoli monomeri nei vinaccioli. Il Raboso Veraeepresenta maggiori livelli sia di (+)-catechina

che di (-)-epicatechina.
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Figura 3.10. Profilo di flavanoli monomeri dell'estto di vinaccioli di un campione Raboso Piave.
(+)-catechina (-)-epicatechina
campioni (mg/100 g vinaccioli) (mg/100 g vinaccioli)
2004 2005 2004 2005
Media R. Piave 67.71+11.37 63.73x22.12 57.93+11.98 34.23+12.24
Media R. Veronese 213.92+20.15 95.29+4.64 120.54+15.27 61.9418.26

Tabella 3.6. Contenuti medi di flavan-3-oli monoimei vinaccioli determinati nei campioni di Rabdiave e Raboso

Veronese nelle due annate
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3.1.2 Studio del Profilo Aromatico del Raboso Piave del Raboso

Veronese

Poiché gli estratti hanno evidenziato una scarsagmza di composti volatili liberi, lo studio
e stato focalizzato sui composti volatili liberdti precursori glicosilati e formati in seguito ad
idrolisi acida (Favaro 2006, tesi di laurea). IgU¥a 3.11 e riportato il cromatogramma dei

composti liberati da idrolisi enzimatica di un astin di Raboso Piave.

Ahudance
S500000 -
5000000 E
4500000
4000000 — _19
3500000 _

3000000 ]

2500000

2000000 J 17

1500000 5 5
] 10 R

1000000 €

500000 -

0 -

16 1&
{ Mu@

1000 2000 anon 40.00 50 lI:l'.l EO 00 Fa o0

Titme

Figura 3.11. Esempio di cromatogramma ottenutdidialisi enzimatica di un estratto d’'uva di Rabd3@ve: 1. alcol
isoamilico; 2. 3-metil-3-buten-1-olo; 3. 3-metil®#en-1-olo; 4. esanolo; 5. benzaldeide; 6. 1-ottarfS.l1.); 7.a-
terpineolo; 8. geraniolo; 9. alcol benzilico; Afeniletanolo; 11. eugenolo; 12. vinilguaiacolo; B%4-dimetossifenolo;

14. OH-geraniolo; 15. 7-Old-terpineolo; 16. vanillina; 17. 3-ox@-ionolo; 18. alcol omovanillico; 19. vomifoliolo.
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3.1.2.1 Composti Alifatici e Benzenoidi Glicosilati

E’ stata determinata la composizione aromaticadeipioni preparati riunendo pari volumi
di estratto di bucce e di polpe, i valori riportatiTabella 3.7 rappresentano la composizione media
dell'acino e sono espressi jig/kg uva di 1-ottanolo. In entrambe le varieta mposti alifatici
identificati piu rilevanti sotto il profilo sensale sono 2-esenale, esanolo ed esenoli, composti
caratterizzati da note sensoriali di erbaceo eisaglpercezione negli alimenti rispettivamentédi
po/kg, 500-2500ug/L (in acqua, Berger, 2007) e {@/kg (Porretta, 2000). Tra i benzenoidi
glicosilati I'alcol benzilico e risultato il piu dondante (livelli compresi tra 540-114@/kg uva,
nota pungente e soglia di percezione 10 mg/kg\iseglall’alcol omovanillico (380-96qug/kg,
nota balsamica dolce). Si riscontra una importgmésenza di derivati benzenici che sono anche
caratteristici delle cessioni di sostanze legnaseje 4-vinilguaiacolo (100-34Qg/kg uva, nota
speziata), 4-vinilfenolo (20-125g/kg uva, nota di vernic&®ibereau-Gayost al., 1998), eugenolo
(10-70 pg/kg uva, nota speziata, soglia di percezione @& mel vino, Boidronet al., 1988),
vanillina (60-260ug/kg uva, soglia di percezione di 0.5 ppm nel vBoidron et al., 1988),
metilvanillato e metossifenoli (Tatebal., 1995; Porretta, 2000; Flamietial., 2007).
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composti glicosilati Raboso Piave Raboso Veronese

(ng/Kg uva) media 2004 media 2005 media 2004 media080
Composti alifatici
1-butanolo 15+4 32+1 19+2 1443
alcol isoamilico 2648 42+3 3148 2149
2-esenale 8+4 14+4 1145 2745
3-metil-3-buten-1-olo 4014 30+9 30+12 3446
1-pentanolo 713 6x1 8+3 612
3-metil-2-buten-1-olo 18+4 25+9 2543 2748
esanolo 41417 32+10 57+24 45410
3-esen-1-olo 15+6 1446 1747 1143
2-esen-1-olo 169 137 237 13+1
Benzenoidi

benzaldeide 11+1 12+4 7+1 12+1
alcol benzilico 888+126 741+188 647+106 1102+37
B-feniletanolo 307+64 356+116 340429 415+17
eugenolo 203 48+24 1615 308
4-vinilguaiacolo 216181 154450 273171 328+10
2,6-dimetossifenolo 22+4 15+9 161 45126
4-vinilfenolo 56+1 40+18 52+1 105+21
acido benzoico 42436 63+23 73120 3147
vanillina 95+34 88+24 258+10 99+5
metilvanillato 119430 119463 104+13 112+14
3,4-dimetossifenolo 27+13 2719 40+14 51+7
4-idrossi-3-metossi benzil

alcol 8750 7018 142+14 185+8
alcol omovanillico A54+77 585491 55748 900456
4-idrossi-benzaldeide 3748 43+16 30+9 87+21
acido siringico 26+11 34+14 2312 3313
3,4,5-trimetossifenolo 105+24 110+17 153+11 170+21

Tabella 3.7. Composti volatili identificati doparadisi enzimatica degli estratti d’'uva Raboso Piavi@aboso Veronese
nelle due annate. Sono riportati i contenuti meldi éeviazione standard calcolati per i tre camipibiRaboso Piave e

due campioni dRaboso Veronese (due prelievi per ciascun campione) espresggii-ottanolo/Kg uva.
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3.1.2.2 Terpenoli e Norisoprenoidi Glicosilati

In Tabella 3.8 sono riportati i contenuti medi dirgenoli e norisoprenoidi agliconi
identificati dopo idrolisi enzimatica nei campioaii Raboso Piave e Raboso Veronese. L'uva di
Raboso e risultata essere caratterizzata da unastaodresenza di terpenoli in forma glicosidata,
tra cui i piu significativi son@is- e trans-8-idrossilinalolo (livelli compresi rispettivamentra 10-
210ug/kg uva e 40-9%1g/kg uva),cis- etrans- furanlinalolo ossidi e piranlinalolo ossidi, mentr
linalolo risulta praticamente assente. Il geranipiota floreale e soglia di percezione olfattivé 13
ug/L, Ribéreau-Gayomt al., 1998) e presente in livelli significativi, cosdme I'idrossigeraniolo
(livelli compresi tra 60-15@ig/kg uva) e I'acido geranico. Questo € in linea goanto gia riportato
per il vino diRaboso, dove geraniolo ed idrossigeraniolo glicosilasuitavano piu rappresentativi
del linalolo e del linalolo idrossilato (Dalla Samet al., 2004). Il terpenolo piu abbondante e il 7-
idrossia-terpineolo con livelli compresi tra 40-5@@/kg uva. Anche la presenza di norisoprenoidi
glicosilati risulta rilevante, in particolare 3-a#sif3-damascone (40-80g/kg uva), 3-oxaa-ionolo
(275-600 pg/kg uva), 4-oxd3-ionolo (30-75 pg/kg uva), 3,9-diidrossimegastigma-5-ene (0 3-
idrossi-7,8-diidroB-ionolo, 40-120ug/kg uva), 3-idrossi-7,8-dideidfd-onolo (30-70ug/kg uva) e
vomifoliolo (fino a 1.6 mg/kg uva). Alla presenza Qtidrossifi-damascone e 3-oxm-Honolo e
associata una nota di tabacco (Ribéreau-Gayah, 1998). Interessante risulta la presenza del 3-
idrossi-7,8-dideidrg3-ionolo, composto riportato essere il precursord @edamascenone
caratterizzato da un complesso odore di fiori,téugsotica, miele e soglia olfattiva nel vino

dell'ordine di 5pg/L (Ribéreau-Gayomet al., 1998) e del 3-idrossp-damascone (Figura 3.12).

éﬁky\
B-damascenone

OH
(honey like, flowery)

/6\/\
HO

3-OH-7,8-dehydro-B-ionol

3-OH-B-damascone

Figura 3.12. Composti norisoprenoidi formati dadqursore 3-idrossi-7,8-dideidfiyonolo (Winterhaltert al., 1988;
1990; Seftoret al., 1993).
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composti glicosilati

Raboso Piave

Raboso Veronese

(ng/Kg uva) media 2004 media 2005 media 2004 medialB0
terpenoli
cis-furanlinalolo ossido 1145 13+4 22+3 21+2
trans-furanlinalolo ossido 13+4 tc 18+5 28+13
a-terpineolo 1713 216 2+1 201
cis-piranlinalolo ossido 1317 1548 17+1 257
trans-piranlinalolo ossido 1245 12+1 19+2 24+3
eso-2-idrossicineolo 48+11 61+11 33+19 7410
geraniolo 2818 38+12 2918 39+3
trans-8-idrossilinalolo 66+19 52+10 868 7619
idrossigeraniolo 114435 68+10 9945 132+13
cis-8-idrossilinalolo 1845 1446 17044 114410
acido geranico 3417 29114 12+7 31+1
7-idrossia-terpineolo 342+154 323+113 5148 294134
norisoprenoidi
3-idrossif3-damascone 60£12 62120 68+1 7742
3-oxo-0-ionolo 404£129 4621165 344+33 572+25
4-oxo{3-ionolo 3949 55+16 44+11 74142
diidrossi-megastigma-5-
ene 8927 57114 105%2 106+£14
3-idrossi-7,8-dideidr3-
ionolo 44+10 49121 506 64+7
vomifoliolo 11454275 1000+144 1360172 1463+118

Tabella 3.8. Terpenoli e norisoprenoidi identifiagdpo idrolisi enzimatica degli estratti d’'uva Rab Piave e Raboso
Veronese nelle due annate. Sono riportati i contenadi e la deviazione standard nei tre campianivé Raboso

Piave e due campioni di uviaboso Veronese (due prelievi per ciascun campione) espresggid-ottanolo/Kg uva.
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3.1.2.3 Composti Volatili Formati per Idrolisi Acida

Nelle tabelle 3.9 e 3.10 sono riportati rispettiesme i contenuti medi di alcoli, composti
benzenici, terpenoli e norisoprenoidi identificdtipo idrolisi acida degli estratti. In Figura 3.43

riportato il cromatogramma relativo I'analisi di estratto di Raboso Piave dopo idrolisi acida.
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Figura 3.13. Esempio di cromatogramma ottenuto’idiadlisi acida di un estratto d’'uva di Raboso Riaw. cis
furanlinalolo ossido; 2trans furanlinalolo ossido; 3. vitispirani; 4is ocimenolo; 5trans ocimenolo; 6. 1-decanolo
(S.I.); 7. B-damascenone; 8. alcol benzilico; B-feniletanolo; 10. actinidoli; 11. endiolo; 12. eumglo; 13.
vinilguaiacolo; 14. acido benzoico; 15. 7-@Hterpineolo; 16. vanillina; 17. 3-oxe-ionolo; 18. alcol omovanillico;

19. vomifoliolo.

| composti alifatici ed i benzenoidi sono gli siestentificati dopo idrolisi enzimatica. In seguito
all'idrolisi chimica si osserva un incremento dvihilfenolo ed acido benzoico.

Dalla Tabella 3.10 si evidenzia che l'idrolisi cho@ induce la formazione di nuovi
terpenoli, qualcis- e trans-ocimenolo ed endiolo, I'incremento dis- e trans-furanlinalolo ossido,
e la parallela scomparsa di geraniolo, piranliralotsidi, idrossilinaloli ed idrossigeraniolo in
accordo con quanto riportato dallo studio dellesfoamazioni dei terpenoli in ambiente acido
(Usseglio-Tomasset, 1995; Ribéreau-Gagioal., 1998).

La formazione dei nuovi norisoprenoidi in seguitlbidxolisi acida - vitispirani, [3-

damascenone, actinidoli, 3-idrofsdamascone - € accompagnata dalla diminuzioneidiio3si-
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7,8-deidrop-ionolo dei quali € il precursore (Figura 3.12).\itispirani, che si sviluppano nel vino

durante l'invecchiamento in bottiglia, ed agli aaioli, € associata una nota di canfora (Ribéreau-

Gayonet al., 1998). Vitispirani €3-damascenone sono stati riportati nel Riesling ¢eatrazioni

nel vino fino a 20Qug/L) (Simpson e Miller, 1983; Straussal., 1987; Winterhalteet al., 1990),

in alcune uve a bacca rossa quali Sangiovese, @an@renache, Nebbiolo, Barbera assieme a 3-

idrossif3-damascone, 3-oxa-ionolo, 3-idrossi-7,8-diidrd3-ionolo, vomifoliolo, actinidoli (Di
Stefanoet al., 1998), nello Chardonnay (Seftenal., 1993), nel Prosecco (Di Stefaeoal., 1997;
Tomasiet al., 2000), nel Torbato (Flamiet al., 2006).

composti identificati Raboso Piave Raboso Veronese
dopoidrolisi acida o w0 5004 media 2005 media 2004 media 2005
(Mg/Kg uva)
alcoli
alcol isoamilico 1242 7+1 16+1 16+2
2-esenale 4+1 3+1 743 812
3-metil-3-buten-1-olo 62 3+1 2+1 2+1
1-pentanolo 31 tc 512 3+1
esanolo 21410 105 2245 40126
E-3-esen-1-olo 8+2 4+1 813 6+3
Z-2-esen-1-olo 61 4+1 1043 6+3
benzenoidi

benzaldeide 8+2 5+1 9+2 714
alcol benzilico 4394102 237+75 207 +66 23748
B-feniletanolo 211+33 90+20 209 +86 182+36
eugenolo 1416 1949 1043 11+2
4-vinilguaiacolo 141124 40116 260+194 172+60
2,6-dimetossifenolo 2245 942 23+12 14 +6
4-vinilfenolo 137+29 82+14 137 +90 146 +66
acido benzoico 204459 64117 321444 100459
vanillina 84+15 3348 154 +11 5715
metilvanillato 97+22 3546 77+35 4819
alcol omovanillico 343+59 172 +37 3794206 316123
3,4,5-trimetossifenolo 123+13 62+14 175+114 118+11

Tabella 3.9. Alcoli e composti benzenoidi idenaficdopo idrolisi acida degli estratti. Sono rifdii contenuti medi e

la deviazione standard nei tre campioni di Rahoso Piave e due campioni di uvRaboso Veronese (due prelievi per

ciascun campione) espressiig 1-decanolo/Kg uva.
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composti identificati Raboso Piave Raboso Veronese
dopo idrolisi acida

media 2004 media 2005 media 2004 media 2005
(ng/Kg uva)
terpenoli
cis-furanlinalolo ossido  48+11 42+11 44 +£19 3915
trans-furanlinalolo
ossido 2616 2413 25+13 34+8
cis-ocimenolo 12+4 5+2 6+2 412
trans-ocimenolo 1546 614 743 512
a-terpineolo 2712 1345 134 7+3
eso-2-idrossi -cineolo 61+11 32+11 29+7 28+11
endiolo 11+4 10+4 84 7+2
7-idrossia-terpineolo 23069 102 +20 46 +28 34+£16
norisoprenoidi
vitispirani 124 19+7 22+10 943
B-damascenone 812 1044 94 11+3
actinidolo 1 2712 1545 37+16 17 +6
actinidolo 2 43+5 23+7 6127 367
3-idrossiff-damascone  103+12 66 £9 9934 52+18
3-oxo-a-ionolo 30279 135+19 339136 152+11
4-oxo{3-ionolo 18+2 154 27 £16 1945
diidrossi-megastigma-5-
ene 6019 203 7542 307
3-idrossi-7,8-deidrd3-
ionolo 18+4 19+4 2419 29+13
vomifoliolo 679178 273441 900478 498 +1

Tabella 3.10. Terpeni e norisoprenoidi identifiadipo idrolisi acida degli estratti. Sono riportationtenuti medi e la
deviazione standard nei tre campioni di URaboso Piave e due campioni di uvRaboso Veronese (due prelievi per

ciascun campione) espressiig 1-decanolo/Kg uva.
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3.1.2.4 Confronto del Profilo Aromatico con Altre \arieta Riportate in Letteratura

Interessante risulta il confronto dei profili debnoposti aromatici delle due varieta di
Raboso con quelli di altre due varieta non arorhaticina a bacca rossa ed una a bacca bianca, gia
riportati in letteratura, quali il Refosco dal pedolo rosso ed il Torbato (ERSA, 2005; Flaneni
al.,, 2006). La Figura 3.14 riporta l'istogramma con damma dei contenuti di terpenoli e
norisoprenoidi glicosilati e prodotti per idrolicida. Complessivamente il Raboso risulta
caratterizzato da un maggiore potenziale aromaispetto alle altre due varieta a sapore semplice,

sia nel caso dei precursori glicosilati che in duedrivanti dall’idrolisi acida (invecchiamento

vino).
3000+
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500 | @ Refosco
@ Raboso Piave
0 - B Raboso Veronese
Terpenoli glicosidati Norisoprenoidi Terpenoli dopo  Norisoprenoidi dopo
glicosidati idrolisi acida idrolisi acida

Figura 3.14. Contenuti dei composti aromatici dab&so Piave e Raboso Veronese messi a confrontaltendue

varieta a sapore semplice riportate in letteratura.

74



3.1.3 Differenziazione Chimica tra Raboso Piave ed®oso Veronese

Tramite analisi Anova (Statistica 4.5, StatSoft.Jreono stati individuati tra i polifenoli i
fattori discriminanti tra le due varieta (p<0.05).

Il profilo antocianico (Figura 3.6) permette in ngagy misura di distinguere il Raboso Piave
dal Veronese, confermando come la percentualeiv@ldi ogni antociano sia effettivamente in
funzione della varieta. Anche se quantitativamegiteacidi idrossicinnamil tartarici subiscono
ampie variazioni, lo studio dei rapporti tra i de@mposti principali, actrans-caffeiltartarico/ac.
trans-p-cumaroiltartarico (Figura 3.15a), puo essere uidia nella caratterizzazione varietale (Di
Stefano, 1996b). In figura 3.15b sono riportatiavbnoli che maggiormente discriminano le due

varieta dove si evidenzia che il Raboso Veronessuétato tendenzialmente e piu ricco di flavonoli

glucosidi.
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Figura 3.15. (a) Rapporti adrans caffeiltartarico/ac.trans-p-cumaroiltartarico nelle bucce e nel succo; (b)

concentrazioni medie di miricetina glucoside, qeéna glucoside e campferolo glucoside nelle bjowgkg uva).

Dal punto di vista aromatico le due varieta sorgultate molto simili. Le eventuali
differenze riscontrabili sono di carattere quattita legate quindi piu a fattori ambientali (armat
zona di provenienza) che varietali. Tramite I'asialinova cinque fattori (composti glicosilati) sono
risultati discriminanti tra le due varieta con uvefficiente di significativita (p) minore di 0.08.

loro valore medio con relativa deviazione standargbortato in Figura 3.16.
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Figura 3.16. Composti glicosilati risultati discrimanti tra il Raboso Piave ed il Raboso Veroneag4¢vinilguaiacolo,
(B) cisttrans furanlinalolo ossido, (C)cisttrans piranlinalolo ossido, (D)trans-8-idrossilinalolo, (E) cis-8-

idrossilinalolo.
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3.1.4 Studio Delle Proteine a Basso Peso Molecoladei Vinaccioli
dell’lUva. Applicazione Nella Caratterizzazione Varetale delle Uve e

Studio del Rapporto Parentale tra Raboso Piave e Raso Veronese

3.1.4.1 Studio delle Proteine a Basso Peso Molecaeldei Vinaccioli dell’'Uva

| vinaccioli sono costituiti per il 10% in peso g@aoteine (Manzoni, 1956) ed il primo
problema da affrontare e individuare il metodo gfficace per I'estrazione che é influenzata dalla
loro stessa natura (solubilita diverse in solvamguosi o organici). Per tale motivo sono stati
studiati tre diversi solventi di estrazione: acqud %o acido trifluoroacetico (TFA), acetonitrile, la
miscela acetonitrile/metanolo 1:1 (v/v). Per esegdianalisi MALDI/MS delle proteine negli
estratti sono state inoltre testate tre diversaianaacido 2,5-diidrossibenzoico (DHB), acido 3,5-
dimetossi-4-idrossicinnamico (acido sinapico, S#idoa-ciano-4-idrossicinnamico (HCCA). Per
I'eliminazione di eventuali sostanze interferertampioni sono stati sottoposti a differenti pretes
di purificazione: lavaggio con esano (per la rinooE degli acidi grassi), dialisi contro acqua
bidistillata (per la rimozione dei sali), entranmbegrocedure. Tutte queste procedure di estrazaone
purificazione sono state applicate agli estratti wdeaccioli di campioni di uve Raboso Piave e
Prosecco (72 campioni preparati) nellintento dcaviare la combinazione migliore tra
purificazione, estrazione e modalita di ionizzaeion

Come ¢ evidenziato nelle figure 3.17 e 3.18, I'dstia matrice DHB da luogo a migliori
spettri sia nel caso del Raboso Piave che del &os&ono infatti rilevabili con tale matrice un
maggior numero di proteine con un migliore rapp@ggnale/rumore, mentre I'HCCA risulta piu
efficace per i peptidi a piu basso peso molecolaexido sinapinico risulta in ogni caso la matrice

che porta ai risultati peggiori (Pesavento 20051, delaurea).
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Figura 3.17. Spettri MALDI/MS dei campioni sgrassat dializzati dei vinaccioli di Raboso Piave ettraon

H,0+0,1%TFA con 'uso di diverse matrici: a) DHB,HLCA, c) SA.
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Figura 3.18. Spettri MALDI/MS dei campioni sgrassat dializzati dei vinaccioli di Raboso Piave egtr@on

H,0+0,1%TFA con 'uso di diverse matrici: a) DHB,HLCA, c) SA.
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Tra le tre procedure di estrazione, utilizzate pgeesta indagine, la soluzione acquosa

acidificata con TFA (0.1%) ha portato i miglioisultati, come é visibile in Figura 3.19.
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Figura 3.19. Spettri MALDI/MS dei campioni sgrassatializzati dei vinaccioli (DHB come matrice)tiedti con: a)
H,0+0,1%TFA, b) CHCN, c) CHCN:CH;OH (1:1).

L'efficacia del trattamento dei campioni prima @slirazione puo essere valutato con gli

spettri riportati in Figura 3.20.
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Figura 3.20. Spettri MALDI/MS dei campioni di vingoli pretrattati in modi diversi e estratti con,®#0,1%TFA

(DHB come matrice): a) non trattati, b) sgrassgtdializzati, d) sgrassati e dializzati.
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3.1.4.2 Caratterizzazione Varietale del’Uva sull8ase del Profilo delle Proteine dei Vinaccioli

Individuato anche il metodo migliore di purificam® dei campioni (sgrassatura con esano e
dialisi), lo studio é stato allargato ad un’altr@ieta di uva rossa (Malvasia Nera di Brindisi) per
valutarne I'effettiva efficacia nella caratterizeaze varietale.

Gli spettri MALDI evidenziano come le tre diversarieta abbiano in comune alcune specie
ioniche, presentando nel contempo dei segnali altéenspecifici (Figura 3.21). In virtu del fatto
che le tre varieta appartengono allo stesso geatievite (V. vinifera), non desta sorpresa che la
maggior parte delle proteine espresse dal loromearsia risultata la stessa.

Dal punto di vista della caratterizzazione vareetil Malvasia Nera presenta un segnale
evidente am/z 4305 Da non rilevabile nelle altre due varieta,meo € evidenziato
nell'ingrandimento dello spettro compreso tn& 4000-5000 Da. Il Raboso Piave € caratterizzato
da un’abbondanza maggiore dello ian& 6110 Da (ingrandimento compreso tn&z 5500-6500
Da).

m/z 4000-5000 m/z 5500-6500
x10% ] x10* z
o6 3 (@) = 15 5 (@)
s ' S o
¢ 4 \\\ @ < @ © /\
e o o c - =] ©
£ 2] S |‘ g 8 B £ 05 g 8 8 l
= @2 < R < - . i \
v N A\
0 . J P P 00 URUIY ST | U | P |
x10 64 @ x10
= 51 § (0) -; 1.25 (b)
< : &=, 1.00
S 4] 1 + o
s \ 2 075 ez r w0
5 2] PR = ' g g £ g
g 5] S5 8§ E 050 g 2 2 b
L N HE 025 A A :
: N 98] NP A A S
x10% x10
o5l ) ©) 5 125 (©
= ]
ERS g 3 i o
4 31 g 5 2 075 =
c . . = < il -
£ 24 3 | £ 050 2 ©
BRE g0 025 © A
0 N LN . I S Y | SO —
4000 4100 4200 4300 4400 4500 4600 4700 4800 4900 5500 5600 5700 5800 5900 6000 6100 6200 6300 6400

m/z miz

Figura 3.21. Ingrandimenti dell'intervallovz 4000-5000 e m/z 5500-6500 Da degli spettri MALDEFMIi Raboso
Piave (a), Prosecco (b) e Malvasia Nera di Brin@isi

Le tre varieta possono essere ulteriormente déstiati’analisi dei profili proteici a rapporti
m/z piu elevati (12500-15000 Da) come evidenziatoigufa 3.22.

80



2000 -
(a)

- 13222.2

13280.7
- 13406.9

1500 1

- 13006.2

1000 1

Intens. [a.u.]

!
|

- 129741
13541.1

2;
£

500 1

4000 A

13085.6

3000 1

- 13436.8
s

2000 4

e L

-

-13191.1

g
|

Intens. [a.u.]
-12816.2
- 12939.0

800 -

B00

» - 13986.3
- 14356.2

- 138625
4235.1

Intens. [a.u.]

|
|

400 -

200

12500 12750 13000 13250 13500 13750 14000 14250 14500 14750
m/z

Figura 3.22. Ingrandimento dell'intervalio’z 12500-15000 Da degli spettri MALDI/MS di Rabos@W (a), Prosecco

(b) e Malvasia Nera di Brindisi (c).

3.1.4.3 Differenziazione tra Raboso Piave e Rabo¥eronese

Una volta messo a punto e verificato il metodordilisi del profilo proteico dei vinaccioli
lo studio é stato applicato alla differenziazioreeRaboso Piave e Raboso Veronese. Utilizzando gli
stessi campioni raccolti per la caratterizzazioolkfgnolica ed aromatica (due annate e cinque zone
di provenienza diverse) e stato possibile contreleventuali effetti dovuti all’lannata o a diffetien
condizioni ambientali.

Nelle figure 3.23 e 3.24 sono riportati gli speMALDI (m/z fino a 15000 Da) degli estratti
dei vinaccioli di Raboso Piave e Veronese. Comgus notare, i profili proteici non sono
influenzati né dall'annata né dalla differente moMenza dei campioni. Il rapporto di parentela tra
le due varieta € confermato dalla sostanziale Uguerg delle proteine espresse, in entrambi i
campioni e ben visibile il peptidera’z 6110 che come visto in precedenza differenzia bd3a
dalle altre varieta.
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Figura 3.23. Spettri MALDI/MS di due estratti dingiccioli di Raboso Piave: a) Mareno di Piave 2@0)55Salgareda
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Figura 3.24. Spettri MALDI/MS di due estratti dingccioli di Raboso Veronese: a) Mareno di Piave520) Noventa
di Piave 2004.

Malgrado le due varieta presentino profili moltomdi possono comunque essere
differenziate analizzando l'ingrandimento deglitspeéVIALDI compreso tra 2000-4000 Da (figure
3.25 e 3.26). Il Raboso Piave mostra un maggioramandi segnali tra 2050-2070 Davg) ed e
inoltre caratterizzato da due picchiméz 2241 e 2254 Da. Il Raboso Veronese € caratteoziat
una maggiore espressione dello ion®&/a3707 e dalla presenza di un segnalea3778 assente
nei campioni di Raboso Piave.
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Figura 3.26. Ingrandimento dell'intervalte/z 2000-4000 Da degli spettri MALDI/MS di due estratt vinaccioli di
Raboso Veronese: a) Mareno di Piave 2005, b) NawdirPiave 2004.
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3.1.4.4 Studio del Rapporto Parentale tra Raboso &re e Raboso Veronese

Da quanto visto in precedenza, le differenze ptesen profili proteici dei vinaccioli delle
due varieta Raboso Piave e Raboso Veronese comferladoro diversita genetica, ma allo stesso
tempo certe similitudini confermano il loro gradoparentela. Da uno studio genetico (Cresgan
al., 2006) il Raboso Veronese e risultato esser@cnoc¢io spontaneo tra il Raboso Piave (la madre)
e la Marzemina Bianca (il padre), varieta anch’edgéusa in Veneto. Dal punto di vista
ampelografico la Marzemina Bianca si discosta mdidibRaboso, si tratta infatti di una varieta a
maturazione precoce a bacca bianca. In Figurash@a riportati i profili proteici delle tre varieta

nell’ordine Raboso Veronese, Raboso Piave e MareeBianca (a, b, c).
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Figura 3.27. Confronto tra i profili MALDI/MS dellproteine dei vinaccioli: a) Raboso Veronese, thdza Piave, c)

Marzemina Bianca.
La semplice analisi qualitativa dei profili protejgud effettivamente dare un’indicazione

nella caratterizzazione varietale, ma per confeenoareventuale affinita parentale e quantificare in

modo oggettivo le eventuali differenze é stato@alo il fattore di discrepanza D definito come:

Dn =Y | m™-m|
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dove per g si intende il fattore di discrepanza tra due diveampioni n e g, perinsi intende
I'abbondanza dello stesso ione ricavata dallo sp&ALDI. Piu elevato si presenta tale valore piu
i campioni presentano profili differenti (Gallegtial., 1989).

In un primo momento sono stati valutati eventutéiété strumentali su tale valore ripetendo
in giorni diversi I'analisi dello stesso campioriRaposo Piave |, Tabella 2.1) ottenendo valori di D
compresi tra 3 e 10, considerando le abbondanaéivelrispetto al picco piu abbondanten&
4371 Da. | valori D calcolati dal confronto di sjpebttenuti dalle stesse varieta coltivate in zene
annate differenti sono riportati in Tabella 3.11.

Raboso I I 11 11 Raboso I I 12004 112005
Piave 2004 2005 2004 2005 Veronese 2004 2005

| 2004 0 18 26 21 | 2004 0 15 25 28
| 2005 0 21 27 | 2005 0 21 22
[l 2004 0 15 [l 2004 0 13
[l 2005 0 [ 2005 0

Tabella 3.11. Valori D relativi a campioni di RaboBiave e Raboso Veronese provenienti da annatee differenti
(per gli indici I, Il, 11l si veda la Tabella 2.1).

Si evidenzia che il calcolo di D risulta utile pkr caratterizzazione varietale quando
confrontando varieta diverse si ottengono valoti giti di quelli riportati in Tabella 3.11 cioe
'annata e I'ambiente influiscono sul profilo prme in modo marginale. In Tabella 3.12 sono
riportati i valori di discrepanza tra gli spettriAUDI relativi alle varietd Raboso Piave, Raboso
Veronese, Marzemina Bianca e Prosecco.

- . Raboso Marzemina
varieta Raboso Piave . Prosecco
Veronese Bianca
Raboso Piave 0 145 161 543
Raboso 0 172 543
Veronese
M'arzemlna 0 499
Bianca
Prosecco 0

Tabella 3.12. Valori D relativi a campioni di RabdBiave, Raboso Veronese, Marzemina Bianca, Prosecc

| dati in tabella dimostrano come lo studio deifirproteici ottenuti attraverso la tecnica
MALDI riesca a discriminare le differenti varietan ordine di grandezza maggiore rispetto ai
fattori D influenzati dalle condizioni strumenta/o ambientali). Interessante la vicinanza tra
Raboso Piave e Marzemina Bianca rispetto ad unataaotalmente diversa quale il Prosecco. Si
conferma quindi come il Raboso Veronese sia urooiordi tali varieta e che esse siano comunque

piu simili di quanto si possa intuire dal sempktedio ampelografico.
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3.1.5 CONCLUSIONI

Confrontando gli indici polifenolici con quelli diltre comuni varieta a bacca nera riportate
in letteratura, si sono riscontrati nel Raboso a&liesontenuti di flavonoidi totali e di antociaitali
(intensita colorante). Gli antociani ed i polifenektraibili dalle bucce e dai vinaccioli con la
vinificazione sono risultati molto elevati. Il pitf degli antociani ha evidenziato che il Raboso
spicca dalle altre varieta per I'importante contendi cianina e per i bassi livelli di antociani
acilati. Il Raboso ha pertanto evidenziato un dleymtenziale polifenolico e che questo puo essere
trasferito con la vinificazione.

La quercetina glucoside e risultata il flavonola pbbondante nel Raboso: questa sostanza e
riportato avere proprieta nutraceutiche, qualidpacita di bloccare I'aggregazione piastrinicai, e d
essere un inibitore delle sostanze cancerogeneceesicita di cellule cancerose in molti tumori
(Flamini 2003 e riferimenti riportati). Dal confrmcon i dati riportati in letteratura per altreieta
sono stati riscontrati contenuti di quercetina ghide particolarmente elevati nel Raboso Veronese.

Nel caso del campione Raboso Veronese Il (zona iNavéi Piave), che presentava acini
mediamente piu piccoli, i piu elevati valori di rtiadei parametri polifenolici ed il differente sbat
di maturazione riscontrati potrebbero essere rigoitdi ad un suolo, apporti idrici, forme di
allevamento o tecniche colturali diversi dagliiad&mpioni.

Pur non rientrando tra il gruppo di vitigni anncatercome Moscati o Malvasie, il profilo
aromatico dell’'uva di Raboso e risultato caratt&in da una significativa presenza di terpenoli in
forma glicosilata, e da un’importante presenzaaingosti norisoprenoidi glicosilati e che sono
prodotti per idrolisi acida. | norisoprenoidi, coogdi varietali importanti per i vini destinati
all'invecchiamento, rappresentano pertanto i ppaltiaromi del Raboso, e le due varieta hanno
evidenziato un potenziale aromatico comparabile.

L’approccio MALDI/MS é risultato un valido strumenper una caratterizzazione varietale
basata sullo studio del profilo proteico dei viriaticLe specie dVitis vinifera studiate (Raboso,
Prosecco e Malvasia nera) hanno evidenziato laepresdi alcune proteine comuni a tutti i
campioni, ed altre specifiche per ciascuna varketatato ad esempio riscontrato che nell’intervall
m/z 4000-5000 il campione Malvasia nera presentavaiane caratteristicawvz 4305 risultato
assente negli altri due campioni, nell'intervaliolz 5500-6500 il campione Raboso Piave
presentava un intenso segneil& 6113 presente in minor abbondanza nella Malvasia B nel
Prosecco, e nellintervallovz 12500-15000 il campione Malvasia nera presentavgruppo di

proteine con valori di massa piu elevati rispetjb altri campioni. Lo studio di campioni di Raboso
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Piave raccolti in annate e vigneti differenti handstrato che tale approccio non e influenzato
significativamente dai fattori ambientali e/o co#li (Pesaventet al., 2008).

La differenziazione tra le due varieta di Raboss@tata possibile in particolare sulla base
del profilo degli antociani: nel Raboso Piave leomdina e la malvidina glucoside sono gl
antociani piu rappresentativi, nel Raboso Verorepal abbondante la cianidina glucoside. Inoltre
il Raboso Veronese é risultato tendenzialmenteripito di flavonoli glucosidi. Anche lo studio
delle proteine dei vinaccioli ha evidenziato alcimportanti differenze tra le due varieta: il Rabos
Veronese (varieta figlio) mostra la presenza stytatdi proteine del Raboso Piave (madre) ma
anche di proteine del padre (Marzemina Bianca)scm® assenti nella varieta madre.

Attualmente lo studio e rivolto alla determinaziotkella sequenza aminoacidica di alcune
delle proteine identificate mediante approcci diedtione enzimatica e studi MS/MS.
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3.2 La Composizione Chimica dei Vini: Invecchiamerd in

Legno ed Evoluzione del Raboso

3.2.1 Studio dei Composti Volatili e Polifenolici Btratti Da Cinque

Tipi Di Legno Diversi: Acacia, Castagno, CiliegioGelso e Rovere

3.2.1.1 Composti Volatili Estratti da Una Soluzionali Distillato Modello

| composti volatili negli estratti di una soluzioroalcolica al 50% in etanolo (distillato
modello) dei cinque campioni di legno sono stagnidficati mediante analisi GC/MS e ricerca nel
database degli spettri di frammentazione NIST98netase ai tempi di ritenzione in colonna. |

composti identificati sono riportati in Tabella 3.¢on i dati semi-quantitativi espressiig/g legno

di 1-eptanolo.

composti acacia castagno ciliegio gelso rovere
furfurale * * *
benzaldeide *x
metilbenzaldeide *
idrossibenzaldeide * *
anisaldeide *
cinnamaldeide *
Vanl”lna *% *%% * *% *%
siringaldeide Fxk Fxk *x Fxk
coniferaldeide *k *k * *k
acetofenone * *x *x * *
benzofenone * *
acetovanillone ** *x
3-metossiacetovanillone *k
2-butanone-4-guaiacolo o
2,4-diidrossibenzaldeide Foxk *x
4-fenil-3-buten-2-one *k
a-terpineolo * * * * *
3-oxo-a-ionolo il il *x
p-feniletanolo * * * * *
benzenepropanolo *
a-metilbenzenepropanolo i
alcol coniferilico *
benzotriazolo * *x * * il
4-metilfenolo *

continua nella pagina seguente
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composti acacia castagno ciliegio gelso rovere

4-etilfenolo *
4-metilguaiacolo *
etilguaiacolo *
vinilguaiacolo * tr *
eugenolo ook tr tr ok
metossieugenolo * Hokk * ok
3-metossifenolo *
dimetossifenolo >k
trimetossifenolo *k *k *k *
1,2,3-trimetossibenzene *x

etil benzoato *

2,5-diidrossi etil benzoato *x

metil salicilato *
trans-B-metil-y-octalattone e
cis-B-metil-y-octalattone rx
acido omovanillico *x * *x
acido capronico ok ok * * *
acido caprilico * * * * *k
acido laurico * ok * * *k
acido miristico *k *k * *k >k
acido pentadecanoico *x i * *k *
acido palmitico okk Hkk *x — *kk
acido margarico * * * *ok *
acido stearico *k ok *k *k *k
acido oleico * *k * *% *k
acido linoleico *k *k * Kook *k
acido linolenico * *k

Tabella 3.13. Profilo semi-quantitativo dei compesiatili identificati negli estratti idroalcolical 50% dei cinque tipi

di legno calcolati comag/g legno di 1-eptanolo. tr tracce; * 0.1-Q@g; ** 1-10 ug/g; *** > 10 ug/g.

Nell'estratto di acacia sono riscontrabili livedllevati di aldeidi aromatiche, in particolare
vanillina, siringaldeide e 2,4-diidrossibenzaldeideentre e totalmente assente I'eugenolo. Negli
estratti di castagno e rovere si riscontrano maggguantita di vanillina, eugenolo,
metossieugenolo, siringaldeide e-terpineolo. Il trans-Bmetil-)~octalattone ecis-S-metil-)-
octalattone sono caratteristici dell’estratto dvenxe. Il ciliegio ha rilasciato diverse sostanze
aromatiche ma in quantita ridotte: I'estratto preaebassi livelli di eugenolo, metossieugenolo, il
minor contenuto di acidi grassi, ma € caratterzzit un contenuto rilevante di trimetossifenolo.
Complessivamente gli estratti di rovere e castagostrano una maggiore ricchezza di composti
aromatici, mentre il piu povero risulta esseretta&so di gelso anche se con rilevanti contenuti d
acidi grassi. In generale i principali composti raatici rilasciati dal legno sono vanillina ed

eugenolo seguiti dai metossi derivati. Livelli pestarmente abbondanti di vanillina e siringaldeide
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si riscontrano negli estratti di acacia, castagmovere. Per quanto riguarda gli acidi grassi,itlac

palmitico € il piu abbondante in tutti gli estratti

3.2.1.2 Studio dei Fenoli Volatili

La determinazione semiquantitativa dei fenoli vblag¢ stata integrata con I'analisi
quantitativa GC/MS operando in ionizzazione chinpoaitiva (PICI). In Figura 3.28 é riportato il
cromatogramma GC/MS-PICI dell’estratto di roverecui sono stati registrati i segnali delle sole

specie delle molecole protonate [M+HPICI-reconstructed ion chromatogram).
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Figura 3.28. Cromatogramma (PICI-reconstructed dhromatogram) di un estratto idroalcolico al 50%ralere.
Principali fenoli volatili identificati: 1. anisatdde (segnale registrato della specie [M*HiWz 137); 2. eugenolonfz
165); 3. vinilguaiacolorVz 151); 4. metossieugenolaVz 195); 5. vanillina if¥z 153); 6. siringaldeident/z 183); 7.
trimetossifenolorfyz 185); 8. coniferaldeiden{z 179). 1-eptanolonfz 55) come standard interno (i.s.).

L’identificazione dei composti € stata confermatan do studio delle frammentazioni
ottenute mediante gli esperimenti di dissociaziowtta per collisione (CID) in trappola ionica
usando come ioni precursori le specie protonateHM+Tabella 2.4). Nella frammentazione /S
della coniferaldeide ([M+H]m/z 179) e della sinapinaldeide ([M+Hhwz 209) si osserva una
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prima perdita di metanolo e formazione rispettivateadei frammenti di/z 147 e 177, si formano
inoltre altri due ioni rispettivamenteralz 105 e 107. Dissociando ulteriormente gli iomz 147 e
177 (esperimenti MSe MS)) si riscontrano perdite consecutive di 28 Da ™Sz 119 e 149,
MS*=>mvz 91 e 121) riconducibili ai gruppi CO eld. L'aldeide cinnamica & caratterizzata dalla
perdita di 42 Da (chetene, @EIO) con formazione dello ione oz 91. Nel caso dei derivati della
benzaldeide gli ioni molecolari perdono generalraahgruppo CO, mentre l'anisaldeide mostra
anche la perdita del gruppo metilico. Per il guaiaced i suoi derivati monometossilati
(dimetossifenolo) e dimetossilati (trimetossifeioéd osservano, come nel caso dei derivati della
cinnamiladeide, le perdite dei gruppi metilici etemlici e perdita del gruppo CO con i successivi
esperimenti di dissociazione (M$egli ioni dim/z 93, 123 e 153). Anche per la vanillina e la
siringaldeide si ha principalmente la perdita delpgo CO e si riscontrano i rispettivi frammenti
privati dei gruppi metilici e metanolici. Dal pras® di frammentazione dell’eugenolo e del
metossieugenolo si rilevano le perdite dei gruppilici e metanolici ed in maggior misura di
frammenti di 15 Da (Ck metile). L'ulteriore frammentazione degli iom/z 137 e 167 porta alla
formazione rispettivamente delle specientz 105 e 107.

In Tabella 3.14 sono riportati i 16 composti idéo#iti e quantificati negli estratti

idroalcolici dei differenti campioni di legno.

composti m/z[M+H] * Hg/g legno

acacia castagno ciliegio gelso rovere
benzaldeidé 107 / / 2.25 / /
metilbenzaldeidé 121 / / 1.05 / /
anisaldeide 137 0.81 0.05 / / 0.01
idrossi-benzaldeide 123 1.13 / 1.12 0.33 0.59
cinnamaldeide 133 0.01 / 0.05 / /
coniferaldeidé 179 0.17 0.25 0.03 0.25 0.28
alcol coniferilicd” 181 / / / / 0.02
eugenolo 165 / 0.73 / / 2.01
metossieugenolo 195 / 0.20 / / 0.01
vinilguaiacold® 151 / / / / 0.07
vanillina 153 1.65 5.15 0.13 0.05 1.96
siringaldeide 183 10.30 4.23 0.37 0.53 9.25
trimetossibenzené 169 0.29 / / / /
guaiacolo 125 / / / 0.04 /
2,6-dimetossifenold 155 / / 0.11 / 0.04
trimetossifenold 185 0.34 / 29.94 2.07 0.20

Tabella 3.14. Fenoli volatili determinati negli redti idroalcolici dei cinque tipi di legno. Le quificazioni sono state
eseguite sui segnali delle specie [M¥Hprmate mediante ionizzazione chimid@uantificato con la curva di
calibrazione dell'anisaldeidéquantificato con la curva di calibrazione dellangimaldeide‘quantificato con la curva

di calibrazione del guaiacolo.
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Eugenolo e metossieugenolo sono assenti neglitesliracacia, ciliegio e gelso. Gli estratti
di acacia, castagno e rovere si confermano essgane in vanillina e siringaldeide. Il ciliegio
mostra i maggiori contenuti di aldeidi benzoiche,de gran lunga il piu alto livello di
trimetossifenolo. L’estratto di gelso presentamami contenuti di volatili benzenici.

L’analisi evidenzia come la coniferaldeide, I'eugkned il metossieugenolo siano stati

sovrastimati quando calcolati jig/g legno di 1-eptanolo (Tabella 3.13).
3.2.1.3 Composti Polifenolici Estratti da Soluziondi Vino Modello e Distillato Modello

Gli estratti dei legni presentano diverse colorazitovere e castagno giallo pallido, gelso e
acacia giallo con sfumature diverse, ciliegio regsdlo. In Figura 3.29 sono riportati gli spedti
assorbimento degli estratti idroalcolici al 50%assorbimento dei composti fenolici a 280 nm e
evidente negli estratti di acacia, ciliegio e geksache nel caso del castagno é relativamenteteleva
anche se con un picco poco evidente. Gli estraticdcia e gelso mostrano un massimo intorno a

circa 320 nm potenzialmente legato alla presenzandienoli.
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Figura 3.29. Spettri di assorbimenie=R50-450 nm) degli estratti di distillato modelkn{uzione idroalcolica al 50%)
dei cinque tipi di legno.
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In Tabella 3.15 sono riportati gli indici di polifeli totali (Folin-Ciocalteu) e la densita
ottica (D.O.=absonmX N%iuizioni) alla lunghezza d’onda di 280 nm. Come si puo neotalue dati
concordano tra loro: ad un piu alto indice di piibli corrisponde una maggiore densita ottica a
280 nm.

estratto distillato modello estratto vino modello
campioni di indic_e di Folin- indic_e di Folin-
legno Ciocalteu Ciocalteu
D.O. 280
[mg/L (+)-catechina] D.O. 280 nm [mg/L (+)-catechina] nm
castagno 5312+28 190 3428+11 114
acacia 272445 106 786118 39
gelso 5421462 238 1074124 45
ciliegio 3599+10 144 898+10 20
rovere 1936+18 64 1269+4 39

Tabella 3.15. Polifenoli totali (indice di Folin-@ialteu) e densita ottica (D.O.) degli estrattiddtillato modello

(soluzione idroalcolica al 50%) e vino modello (fane tartrato pH 3.2, etanolo 12% v/v).

La soluzione distillato modello estrae maggiormentelifenoli dal legno. Castagno e gelso
presentano le cessioni maggiori in soluzione idmada (piu di 5 g/L), seguiti in ordine
decrescente da ciliegio, acacia e rovere. Nel adla soluzione vino modello, I'estratto di
castagno conferma un maggior contenuto polifencegguito dal rovere.

L’estraibilita dei tannini dipende in generale ddlbro polarita e peso molecolare (Pueth
al., 1999), e questo spiega le differenti cessionvaiare del solvente utilizzato. Nel caso di
castagno e rovere l'indice dei polifenoli totaliteleninato nella soluzione di vino modello ha un
valore pari rispettivamente al 65% e 66% di quditia soluzione di distillato modello, mentre per
acacia, ciliegio e gelso tali valori si riduconspgttivamente a 29%, 25% e 20%. Si evidenziano
pertanto differenti cessioni di composti fenolicati diversi campioni anche sotto il profilo
gualitativo.

Per valutare l'ossidabilita dei polifenoli deglitedti & stato eseguito il POM-Test (indice
sostanze Polifenoliche ossidabili in Mezzo Osswdgtsviluppato per stimare I'ossidabilita dei vini
bianchi (Muller Spath, 1992). |l test consiste mesurare I'assorbanza a 420 nm, relativa ai flavan-
3-oli ed ai tannini condensati presenti nel vinoma e dopo il trattamento ossidativo con acqua
ossigenata. Nel caso degli estratti del legno state eseguite anche le misure dell'assorbanza a

380 nm, riconducibile alle molecole contenenti giuporto-benzochinoni provenienti
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dall'ossidazione degh-difenoli dei tannini idrolizzabili. Le prove sorsbate effettuate sugli estratti

di vino modello ed i risultati sono riportati in Bella 3.16.

estratto vino Abs 420 nm Abs 380 nm % ossidazione
modello p.o. d.o. p.o. d.o. 420 nm 380 nm
castagno 0,62 0,66 2,21 2,46 6,5 11,3
acacia 0,40 0,39 2,00 2,20 -2,5 10,0
gelso 0,27 0,29 1,25 1,32 7,4 5,6
ciliegio 0,18 0,19 0,47 0,51 5,6 8,5
rovere 0,55 0,54 1,64 1,65 -1,8 0,6

Tabella 3.16. Assorbanze (Abs) a 420 e 380 nm traggscon il POM-Test. p.o, prima dell'ossidaziodey., dopo

I'ossidazione.

Il POM-Test fornisce ulteriori informazioni sullaatura dei polifenoli estraibili dai diversi
campioni. Il castagno, che mostra la percentualeatta di polifenoli estraibili (65%), presenta
anche la maggiore ossidabilita, al contrario i feololi del rovere non subiscono praticamente
ossidazione. L’acacia presenta la quantita minarpotifenoli estraibili ed al contempo un’alta
percentuale di composti ossidabili. Gelso e cibegi attestano su livelli medi sia riguardo la

guantita che I'ossidabilita dei polifenoli estrdiibi
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3.2.2 Studio dellEvoluzione di Vino Raboso Piave ante

I'Invecchiamento in Botti Diverse

3.2.2.1 Evoluzione dei Composti Aromatici

~

In Tabella 3.17 e riportato I'andamento dei primip composti volatili durante
l'invecchiamento del vino Raboso Piave nelle baridabbricate con i cinque diversi tipi di legno.
Gli analiti studiati (cromatogramma in Figura 3.3@no rappresentativi delle sostanze aromatiche
riscontrabili in un vino: aromi primari (terpendlpici del Raboso, capitolo 3.1.2), secondari (di
origine fermentativa: esteri dalle note fruttategnposti di origine microbica come 4-etilfenolo) e
terziari (da cessioni del legno: vanillina, eugendurfurali).

Quantita significative di furfurale e 5-metilfurle si riscontrano solo nel campione
invecchiato in rovere, I'unico legno che ha subitoprocesso di tostatura, seppur lieve.

Tra gli esteri di origine fermentativa, I'etil-ottaato risulta presente nel Raboso in
concentrazioni particolarmente elevate, fino a b@evrispetto a quanto riportato in altri vini. In
generale i composti fermentativi presentano unauzi@he dal 20% al 40% durante
'invecchiamento. L'acetato di isoamile sembra avem andamento piu irregolare (nel gelso
aumenta negli ultimi tre mesi), ma nel rovere coquendiminuisce in modo sostanziale.

Le maggiori cessioni di vanillina ed eugenolo soisgontrate nei campioni invecchiati in
acacia, castagno e rovere, confermando quantovassarello studio degli estratti con le soluzioni
modello (paragrafo 3.2.1.2). Un costante aumentetidfienolo ed etilguaiacolo si riscontra nel
campione conservato in acacia. L’etilfenolo, chafenosce un difetto al vino (nota di animale,
sudore di cavallo), si trova in quantita rilevaateehe nel campione invecchiato in gelso gia dopo i
primi tre mesi di conservazione (1.0-1.3 mg/L).

Non si osservano effetti a carico degli aromi vatiedurante I'invecchiamento, comunque

presenti in piccole quantita (dati non riportati).
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Figura 3.30. Cromatogramma GC/MS registrato opearandmodalita Selected lon ,onitoring (SIM) dei quosti
volatili di un campione di vino Raboso Piave inv@ieto in legno di rovere estratti tramite microastone in fase
solida (SPME). 1. isoamil acetatw/t 70); 2. etil esanoatar(z 88); 3. 1-esanolmfz 69); 4. 3-esen-1-olm{z 69); 5.
3-esen-1-olorfyz 69); 6. etil ottanoatonf/z 88); 7. 1-eptanolo (S.iv/z 70); 8. furfurale if¥z 96); 9. metilfurfurale rfvz
110); 10.a-terpineolo Wz 93); 11. citronellolo rfVz 69); 12. etilguaiacolonfz 152); 13. eugenolon{z 164); 14. 4-

etilfenolo {1z 107); 15. vanillinarg/z 152).

composti (mg/L)

barrique mesidi  acetatodi etil etil 4-etil 4-etil 5-metil .
. . : ) furfurale eugenolo vanillina
conservazione isoamile esanoato ottanoato fenolo guaiacolo furfurale

3 3.3740.80 1.99+0.23 14.78+2.81 0.67+0.07 2.24+0.21 0.02+0.0L03+0.01  0.009+0.001 0.09+0.03

Acacia 6 3.67+0.35 1.91+0.23 11.17+1.23 0.92+0.08 2.94+0.14 0.04+0.0103+0.01  0.015+0.001 0.16+0.01
9 3.5740.07 1.56+0.15 8.95+1.73 1.29+0.41 3.25+0.67 0.03+0.01.03+0.01  0.021+0.005 0.31+0.07

3 4.14+0.32 1.57+0.25 10.22+0.12 1.00+0.44 3.01+1.13 nd nd :0M04 0.08+0.04

Ciliegio 6 6.81+1.68 1.82+0.04 8.64+0.14 1.04+0.06 3.13+0.26 tr nd (000801 0.10+0.01
9 4.13+0.01 1.62+0.32 7.57+1.47 0.86x0.18 2.79+0.51 nd nd 00101 0.12+0.03

3 3.36+0.65 1.73+0.17 11.91+0.57 0.84+0.20 2.53+0.43 0.04+0.G203+0.01  0.024+0.004 0.45+0.06

Castagno 6 3.51+0.70 2.18+0.34 10.53+0.60 0.74+0.08 2.30+0.12 0.04+0.0L02+0.02  0.035x0.003 0.60+0.02
9 3.25+0.19 1.47+0.18 9.14+0.56 0.64+0.04 1.84+0.18 0.07+0.01.04+0.01  0.026+0.002 0.43+0.03

3 5.85+0.58 2.45+0.69 14.19+0.60 1.06+0.26 2.69+0.75 tr nd 400001 0.09+0.03

Gelso 6 2.94+0.56 1.54+0.05 12.06+2.15 1.27+0.26 2.72+0.44 tr nd 6200001 0.08+0.02
9 4.21+0.31 1.66x0.28 10.31+2.79 1.19+0.07 1.84%0.20 tr tr 60001 0.08+0.01

3 5.27+2.27 1.89+0.47 11.15%¥2.67 0.90+0.07 2.51+0.14 0.18+0.(8B14+0.04 0.009+0.001 0.27+0.04

Rovere 6 3.43+0.39 1.40+0.07 9.60+0.23 0.75+0.05 2.08+0.02 0.56+0.1%19+0.05 0.012+0.003 0.34+0.08
9 2.09£0.03 1.45+0.21 7.61+0.14 1.06%0.36 2.90+0.75 0.60+0.0832+0.04 0.018%0.005 0.36+0.09

Tabella 3.17. Valori medi dei principali compostilatili determinati mediante analisi SPME-GC/MS naimpioni di

vino Raboso Piave invecchiato in cinque barrigwedie. nd, non determinato; tr, tracce (<0.01 ppm).
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3.2.2.2 Evoluzione dei Composti Polifenolici

Il vino di Raboso Piave e caratterizzato da elecattenuti di antociani e polifenoli
(capitolo 3.1.5), quindi risulta interessante segul’evoluzione di tali composti durante
I'invecchiamento in botti caratterizzate da difigiecessioni ed ambienti ossidativi. In Tabella83.1
sono riportati i dati dellandamento dei principakcidi idrossicinnamici (HCA) ed

idrossicinnamiltartarici (HCTA), dei flavonoli e lig (+)-catechina dei diversi campioni di vino.

polifenali (mg/L vino)

barrique mesi HCTA HCA flavonoli -

as trans- asp ransp - trans- | o goico P~ ferulico Mr- Q- catechina
caftarico caftarico cutarico cutarico fertarico cumarico glucoside glucoside

3 060,01 24,53+0,54 3,46+0.12 12,76+0.41 1,95+0.12 2,89+0.04 0,96+0.06 0,08+0.03 2,20+0.05  3,49+0.35  20,92+0.20
acacia 6 0562001 23,74+0.873,130.18 12,49+0.76 2,06+0.06 2,99+0.33 1,03+0.41 0,09:0.02 1,93+0.07  4,90:0.75  22,44+0.33
O 0612001 24,110,283,11x0.04 12,59+0.15 1,92+0.11 3,18+0.07 1,23+0.04 0,05:0.01 1,78+0.01  3,89:0.32  18,45+0.26
3 0,72:0,02 23,19+1.173,44+0.07 11,94:0.81 1,87+0.12 2,25+0.26 0,62+0.15 0,11+0.01 1,670.07  1,86:0.13  17,21:0.01
ciliegio 6 067+0,02 22,96+0.863,330.10 11,68+0.65 1,84+0.09 2,42+0.43 0,61+0.11 0,11#0.01 1,43+0.05  1,57+0.17  15,38+0.15
O 0652006 23,28+1.123,36+0.20 12,24+0.72 1,89+0.09 2,66+0.17 0,74+0.08 0,10£0.01 1,27+0.05  1,49+0.08  10,22+0.47
3  094+0,01 22,80+0.493,50+0.09 11,62+0.33 1,86+0.02 3,31+0.36 1,4+0.25 0,11:0.02 1,8+0.02 3,90:0.05  19,27+0.01
castagno @  0,77x0,01 23,72+0.653,18+0.12 12,07+0.55 1,86+0.14 3,50+0.23 1,89+0.34 0,08+0.03 1,44:0.03  3,26:0.01  19,56+0.01
O 0,79:0,02 24,97+0.353,26:0.04 12,66+0.24 1,87+0.02 3,5+0.18 1,82:0.14 0,11x0.031,54+0.03  2,92+0.07  19,700.14
3  077:0,05 25,16+0.503,56+0.05 13,59+0.27 2,17+0.01 3,77+0.15 1,41:x0.04 0,27+0.02 2,41:0.03  590:0.63  27,31:0.08
gelso 6  062+0,01 24,04+0.313,23:0.05 12,89+0.28 2,08+0.04 3,82+0.17 2,15+0.15 0,36:0.02 2,27+0.02  3,80:0.12  27,93+0.09
O 064%0,02 22,57+0.142,150.01 10,40+0.08 1,93+0.03 7,17+0.43 3,71+0.27 0,33:0.02 1,32+0.02  4,35:0.14  26,17+0.01
3  0,73:0,01 25,62+0.413,52+0.08 13,45:0.53 2,13+0.07 2,94+0.25 0,84+0.15 0,11+0.03 2,27:0.07  2,79:0.17  23,53:0.20
rovere 6 067001 23,73+0,793,11:0.10 12.00+0.60 1,94+0.07 3,33+0.36 1,21+0.16 0,16:0.03 1,83+0.08  2,47+0.15  23,55:0.15
O 068001 23,39+0.723,17+0.09 12,51+0.44 2.00+0.06 3,43+0.42 1,21+0.17 0,15:0.02 1,82+0.02  2,67+0.12 21,9+0.4

Tabella 3.18. Andamento degli acidi idrossicinnataittarici (HCTA) e idrossicinnamici (HCA), miridaa (Mr)

glucoside e quercetina (Q) glucoside, (+)-catechigiacampioni di vino Raboso Piave invecchiatoanrigue diverse.

In generale per gli acidi idrossicinnamici e idiogsiamiltartarici non si riscontrano
particolari variazioni, nel gelso si puo notare leggero aumento delle forme libere (HCA) a
scapito degli esteri tartarici. Al contrario, flanai e (+)-catechina risultano influenzati sia dal
tempo d’invecchiamento che dalla diversa tipolatjinotte (Figura 3.31). Gia dopo i primi tre mesi
il campione conservato in ciliegio presenta i mircmmtenuti di miricetina e quercetina glucosidi,
che a nove mesi risultano inferiori rispettivametiét 30% e 44% rispetto al campione invecchiato

in rovere.
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Figura 3.31. Andamento della miricetina glucosid®, (quercetina glucoside (b), (+)-catechina (c) campioni
prelevati dalle diverse bot’ ¢ , acacia;>— , castagnol—  iegib;—*—, gelso;+«—— , rovere.

La quercetina glucoside presenta un andamentocplamne nei campioni contenuti nelle
botti di gelso ed acacia e dopo 9 mesi presentaiyal elevati rispetto agli altri campioni (rigpe
al rovere +63% nel gelso e +46% nell’acacia). thp@gone invecchiato in ciliegio si distingue anche
per la evidente riduzione della (+)-catechina, cledle altre botti risulta invece relativamente
contenuta.

Nel periodo preso in considerazione non si regyigt particolari variazioni degli indici di
polifenoli totali: dopo nove mesi i campioni in gel ed acacia presentano gli indici piu alti
(rispettivamente 1906 mg/L e 1929 mg/L), seguitiggelli in rovere e castagno (rispettivamente
1730 mg/L e 1756 mg/L); ancora una volta il campionvecchiato in ciliegio presenta valori
inferiori (1398 mg/L). Anche nel caso dell'indice ahtociani totali il ciliegio si distingue con 139
mg/L, mentre negli altri campioni i valori sono cpresi tra 204-240 mg/L. | dati degli indici di
antociani totali sono stati approfonditi con laatetinazione dei profili HPLC degli antociani: dal
punto di vista dell’abbondanza relativa dei singolimposti non si riscontrano particolari differenze
legate al tempo d’'invecchiamento e/o al tipo dinlegutilizzato, solo il ciliegio presenta una
evidente scomparsa progressiva di ogni antocianwogiacoside durante I'invecchiamento (Figura
3.32). In Figura 3.33 sono riportati gli istogramaelle abbondanze relative (% assorbimento a 520
nm) di ogni singolo antociano, il calo dei composibnoglucosidi osservato nel ciliegio é

evidenziato dalla crescita della percentuale dimusti acilati.
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Figura 3.32. Confronto tra i profili antocianici diampioni di vino Raboso Piave prelevati dopo 9 imes

d’'invecchiamento in botte: (a) di rovere, (b) diegio
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Figura 3.33. Antociani nei campioni di vino RaboB@ve invecchiati nelle diverse botti espressi caanea %

dell'assorbanza%?0 nm.} ant. acil., somma degli antociani acetgt-eumarati.
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3.2.2.3 Analisi LC/MS

L’analisi degli acidi cinnamici (cromatogramma r&gato a 320 nm) nel vino dopo
'invecchiamento in ciliegio e gelso ha evidenzitdgresenza di segnali non riscontrati negli altri
campioni. L’analisi di spettrometria di massa aquafa alla cromatografia liquida (LC/MS) ha
fornito gli spettri di massa dei composti incogpérmettendone l'identificazione.

In Figura 3.34 sono riportati il cromatogramma oit® registrando il segnale della corrente
relativa a tutti gli ioni (Total lon Current, TI@on lo spettrometro di massa ed il cromatogramma
registrato a 320 nm relativi all'analisi del cammoinvecchiato in ciliegio. L’attenzione é stata
posta sui segnali con un tempo di ritenzione di.55152.08 e 52.61 min che non sono stati

registrati negli altri campioni.
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Figura 3.34. Analisi del campione di vino invecthian ciliegio: cromatogramma LC/MS ottenuto regasdo il

segnale della corrente relativa a tutti gli iond{@l lon Current, TIC), cromatogramma LC/UV regstra 320 nm.
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Gli spettri di massa relativi ai tre segnali prdaen tutti il caratteristico cluster isotopico
riconducibile all’esistenza nella molecola di uorab di cloro, mentre i composti che li generano
hanno masse molecolari separate tra loro di 14rBpeftivamente di 346, 360 e 374 Da). La
presenza di cloro e stata confermata dall'anali§/MIS effettuata sugli ioni precursori [M-H]
(analisi ESI/MS impostata al rilevamento degli ioeigativi), dai quali la perdita di HCI porta alla
formazione dei rispettivi frammenti carichi cawz 309, 323 e 337. MScondotta su questi
frammenti ha evidenziato sempre la formazione delh@ nVz 183 e la perdita finale di GOcon
conseguente perdita intermedie dei tre frammentirneispettivamente di 126, 140, 154 Da. |l
frammento conm/z 183 potrebbe corrispondere ad un residuo metdkdigaDalle informazioni
complessivamente raccolte dagli esperimenti MS/M832 & quindi possibile ipotizzare che i tre
composti incogniti potrebbero corrispondere a ddriclorurati provenienti dalla decomposizione
della lignina, distinti tra loro da catene alifdéigc di diversa lunghezza, probabilmente legati ad

interventi di sanitizzazione effettuati sul legnkegio (Figura 3.35).
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Figura 3.35. Spettri di massa full-scan ESI(-) trelaagli esperimenti MS/MS e MSsui tre picchi con tempo di
ritenzione 51.51, 52.08 e 52.61 min (a, b, ¢) mé@di nel vino invecchiato in ciliegio. Le struteusono ipotizzate sulla

base delle frammentazioni ottenute.
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Nel cromatogramma LC-UV registrato a 320 nm del miame invecchiato in gelso e
evidente un peculiare picco a tempo di ritenzio6e42 min. Lo spettro di massa del segnale
presenta un picco base cmrz 243 probabilmente corrispondente allo ione [M-¢{]Jcome evidente
nel Reconstructed lon Chromatogramva 243 (RIC), lo stesso ione e visibile anche adampio
di ritenzione di 18.33 min (Figura 3.36).
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Figura 3.36. Cromatogrammi TIC (total ion currett)/ (320 nm) e RIC (reconstructed ion chromatogdetio ione

m/z 243) del campione di vino Raboso Piave invecchiatmarrique di gelso.

Gli esperimenti MS/MS sugli ioni com/z 243 (18.33 e 26.96 min) producono spettri di
frammentazione riconducibili alle formeés- e trans- del piceatannolo, composto appartenente alla
famiglia degli stilbeni. Per confermare l'identid&l composto, che desta particolare interesse dal
punto di vista salutistico, sono stati eseguiti gfiperimenti di frammentazione anche di uno
standard dirans-piceatannolo, il confronto con le molecole trova# vino e riportato in Figura
3.37. La similitudine tra gli spettri di frammentaize € evidente, confermata anche dal tempo di

ritenzione in colonna dell'analita.
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Figura 3.37. Spettri ESI-MS/MS di frammentaziondledspecie comvz 243, corrispondenti ai segnali con tempo di
ritenzione di 18.33 min (a) e 26.96 min (b) regi8tiper il campione di vino invecchiato in gelsodel trans-

piceatannolo standard (c).

104



3.2.3 Conclusioni

Questo e il primo studio trovato in letteraturauagdante le cessioni polifenoliche e di
composti volatili dei legni di acacia, castagndiegio e gelso finalizzato a fini enologici. Nei
cromatogrammi GC/MS degli estratti idroalcolici sostati identificati complessivamente 51
diversi composti volatili ed ogni tipo di legno In@ostrato un profilo caratteristico. L'acacia ha
rilasciato quantita significative di aldeidi aromche, mentre rovere e castagno quantita elevate di
vanillina, eugenolo, metossieugenolo, siringaldeadie-terpineolo. Nell’estratto di rovere é stata
riscontrata inoltre la caratteristica presenzaish e trans-3-metil-y-octalattone, assenti negli altri
campioni. Nell’estratto di gelso sono stati evidatizi piu alti livelli di sostanze volatili, ed il
guadro aromatico é risultato peggiorato dalla maiggiesenza di acidi grassi. Per quanto riguarda
le cessioni polifenoliche castagno e rovere hanresegmtato le maggiori quantita di composti
estraibili dal vino, seguiti da gelso, ciliegio adacia. L'acacia si € dimostrata povera di polifieno
estraibili ed oltretutto facilmente ossidabiliclistagno ha confermato avere una grande ricchezza i
polifenoli ma anche un’alta percentuale di compossidabili. Il ciliegio aveva alti contenuti di
polifenoli che erano pero al contempo poco solui@li vino ed instabili, rendendo consigliabile il
suo uso solo per brevi tempi d’'invecchiamentoollere, con ricchezza di polifenoli estraibili dal
vino e stabili all'ossidazione, é risultato il legnhe maggiormente adatto alla fabbricazione di bot
per i vini destinati a lunghi tempi d’'invecchiamernDe Rosscet al., 2009a). || metodo GC/MS
mediante ionizzazione chimica positiva sviluppaés panalisi dei fenoli volatili negli estratti ha
mostrato rendimenti elevati nella produzione dsflecie [M+H]J (il segnale [M+H] era il picco di
base degli spettri di massa) e fornire importantbrimazioni sul peso molecolare dei composti
(Flaminiet al., 2007).

Lo studio dell'invecchiamento in botte di gelso ¢&lo Raboso Piave ha evidenziato una
diminuzione significativa degli esteri etilici a taofruttata e dell’etilguaiacolo, ed una elevata
cessione di etilfenolo, indicando questo legno cdmeeno adatto per I'invecchiamento dei vini. Il
piu basso tenore di polifenoli del vino facilmerdssidabili trovati nel campione conservato in
ciliegio ha confermato che questo legno é I'amkiquiti ossidativo e meno adatto per lunghi
invecchiamenti. Le botti di rovere, gelso ed acadao risultate gli ambienti meno ossidativi nei
confronti dei polifenoli del vino. Interessante lelivello di piceatannolo riscontrato nel vino
invecchiato in gelso essendo questo composto umssidtilbene-fitoalessina con attivita anti-
leucemica e antimelanomica di interesse per ldymone di farmaci anti-cancro ed anti-Epstein-
Barr virus (De Rosset al., 2009b). Le conoscenze aquisite con lo studiovalel Raboso Piave

potranno essere traferite ai vini rossi destindéfinamento in legno.
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