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Riassunto

L’'uva, il vino ed i sottoprodotti dell'industria etogica sono ricche fonti di polifenoli e
flavonoidi, quali flavonoli, antociani, flavanoli @roantocianidine. Questi composti
determinano le caratteristiche sensoriali delle eveei vini, come il colore, il sapore e
I'astringenza.

Numerosi studi epidemiologici hanno dimostrato ghesti composti esercitano un’azione
benefica sulla salute umana e proteggono dallgeer di patologie croniche e
degenerative soprattutto a carico dell’apparatdiosascolare, grazie alle loro proprieta
antiossidanti, anticancro, antinflammatorie edraiiobiche. Questi biocomponenti, una
volta estratti dalle varie parti della pianta, poss trovare importanti applicazioni come
principi attivi di supplementi farmaceutici coniaita antiossidante, ingredienti a valore
aggiunto in alimenti fortificati, coloranti e comsanti naturali per I'industria alimentare.

Lo scopo della ricerca € quello di studiare, medide moderne tecniche analitiche di
spettrofotometria, cromatografia e spettrometrimdssa (MALDI/MS, LC/MS, GC/MS),

i metaboliti nelle uve di alcune varieta Witis vinifera e di viti ibride ad oggi poco
conosciute al fine di individuarne le potenziagtéologiche, nutraceutiche ed industriali.
Sono state valutate le potenzialita enologicheadienvarieta dvV. viniferaappartenenti a
vitigni autoctoni del Friuli Venezia Giulia e dekYieto, attraverso lo studio delle principali
classi di polifenoli e aromi delle uve e dei prpali parametri chimici e profili
organolettici dei vini.

Inoltre, sono state studiate le uve di 32 varietétdibride (21 rosse e 11 bianche) presenti
nella collezione del Germoplasma viticolo del CRAF\AI fine di valutarne le potenzialita
per i loro impieghi industriali e nella nutraceuatic

Lo studio degli antociani delle varieta ibride msfa evidenzato alcune varieta
particolarmente ricche di pigmenti (es. il Seibél58) e quindi interessanti per la
produzione di coloranti naturali che vengono impiegn particolare nell'industria
alimentare e farmaceutica. Lo studio dei triglidedell’olio di vinaccioli delle uve ibride
ha evidenziato che in generale queste varieta hanmdevato contenuto di acido linoleico
(superiore al 70%), un acido grasso essenzialetaVamproprieta di diminuire i livelli di
colesterolo LDL, ed alcune varieta particolarmeimieressanti per la loro produttivita
(Baco 1 e Seibel 10878). Le potenzialita nutracheti di queste varieta sono state
investigate anche studiando le proantocianidindli resgratti di vinaccioli. Sono state
determinate numerose proantocianidine oligomereolempre aventi diversi gradi di
galloilazione, utilizzabili, oltre che come preparantiossidanti, anche come tannini
enologici per la chiarifica di mosti e vini.

Infine, & stato sviluppato un nuovo metodo per tladi® della metabolomica dell’'uva
mediante analisi di spettrometria di massa adratduzione (HR-MS) con un approccio
di “suspect screening analysis”. Il metodo e reoltmolto efficace, ed ha permesso
I'identificazione di centinaia di metaboliti con aisingola analisi, incluse diverse classi di
polifenoli dell’'uva.
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Abstract

Grape, wine and oenology by-products are rich igggenols and in particular flavonoids:
flavonols, anthocyanins, flavanols and proanthomias. Those molecules are plants
secondary metabolites and may also contributedditterness and astringency of grapes
and wines. In recent years, epidemiological stutiege revealed the great potential of
polyphenols and flavonoids in human diet on prabecagainst cancers, infections, their
role in anti-aging and also against the developnoérdeveral chronic diseases such as
cardiovascular diseases (CVDs) or diabetes. Tha#e& for human health is attributed
mainly to their antioxidant, anti-inflammatory, amicrobial activities. Therefore these
bio-compounds could find promising applications pharmaceutical, nutraceutical and
food industries as active ingredients in supples&nth antioxidant activity, value-added
ingredients in fortified foods or as natural dyes areservatives.

The aim of this research is to investigate the eatst of chemical metabolites in several
uniqueVitis viniferavarieties and hybrids, and to examine their paéfdr oenological,
nutraceutical and industrial applications. Modgpecrophotometry, chromatography and
mass spectrometry (MALDI/MS, LC/MS, GC/MS) analglicechniques were applied in
order to achieve the aims of the research.

Nine Vitis viniferaitalian native grape varieties from Friuli VeneZtulia and Veneto
regions, were investigated for their enologicalgmtial, by studying the main classes of
polyphenols and aroma compounds of grapes anddiganoleptic wine characteristics.

In addition 32 hybrid varieties (21 red, 11 whiteat belong to the CRA-VIT Grapevine
Germplasm Collection located in Conegliano (TV) evestudied to evaluate their
nutraceutical and industrial potential.

The study of anthocyanins of red hybrids showed soane varieties (e.g. Seibel 8357)
have rich content of pigments and are thereforadiive for the production of natural dyes
that are used in the food and pharmaceutical ingustoreover, some varieties (Baco 1
and Seibel 10878) were also found interesting Heirttriglycerides content in grape seed
oil with high linoleic acid content (up to 70%), igh is essential fatty acid effective in
reducing LDL cholesterol.

The nutraceutical potential of hybrid varieties wasestigated by studying grape seed
proanthocyanidins. Oligomeric and polymeric proacgfanidins with different degree of
galloylation were determined in grape seed extragggesting potential application of the
extracts as antioxidants in nutraceutical prodant$ also as oenological tannins.
Eventually, a new methodology was established fapg metabolome study based on
High-Resolution Mass Spectrometry (HR-MS) analyaisd the “suspect screening
analysis” approach. This method was proved to bg effective due to the ability to
identify hundreds of compounds in one single rud afso individual classes of grape
polyphenols.
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1. INTRODUZIONE



1.1 Il potenziale antiossidante del vino

| costituenti delluva e del vino quali polifenolgntociani, flavonoli, flavanoli e
stilbeni sono oggetto di studio da diversi annguanto svolgono un ruolo importante non
solo nella qualita delle uve e dei vini, ma anclee ploro effetti benefici sulla salute
umana legati in particolare alle proprieta antidasti.

Studi epidemiologici condotti nei primi anni ‘90atmo evidenziato che in Francia,
dove il consumo di vino € elevato e l'alimentazi@nédasa su una dieta ricca di grassi, la
mortalita in seguito a malattie cardiovascolari edotta rispetto ad altri paesi. Tale
fenomeno, denominato “paradosso francese”, risaltpgsitivamente correlato con il
consumo di vino, una bevanda caratterizzata déibabante presenza di composti
polifenolici dell’uva, quali proantocianidine e wesatrolo che, tra le varie proprieta, hanno
la capacita di abbassare i livelli di colesterobLLnel sangue (Renaud e De Lorgeril,
1992; Frankeet al, 1993; Teissedret al, 1996).

| polifenoli sono metaboliti secondari delle piasténvolti nei meccanismi di difesa
contro la radiazione solare e I'aggressione digeato Nella frutta, verdura, cereali e negli
alimenti e bevande da essi derivati questi conBdmno alla sensazione di amaro,
all'astringenza, al colore, al sapore, allodorepeferiscono stabilita ossidativa (Pandey e
Rizvi, 2009). Sono inoltre componenti fondamentdélla dieta umana per la loro
dimostrata attivita antiossidante, la capacitaatiurare i radicali liberi e mitigare lo stress
ossidativo prodotto nel corso di malattie croniehdegenerative (Martin e Appel, 2010).

In seguito, molti studi hanno confermato che ilsxomo regolare di frutta e verdura e
prodotti derivati, apporta benefici alla salute maa permette di prevenire lI'insorgere di
disturbi cronici e degenerativi quali forme di cemcdiabete, malattie cardiovascolari,
disturbi neurologici. La capacita dei polifenoli datturare i radicali liberi generati nei
processi di ossidazione, come quelli derivati dallidazione dei lipidi e degli acidi
nucleici, e l'interazione con le vie di comunicamocellulare che mediano le funzioni
cellulari sia in condizioni normali che patologi¢cheno riconosciuti come i principali
meccanismi che determinano la riduzione del rischisviluppare malattie degenerative e
legate all'invecchiamento (Quideatial, 2011; Vauzouet al, 2010).

Per questo motivo, molte sono state le ricerchettetite sulla composizione e sulle
proprieta dell’'uva, del vino e dei sottoprodottildedustria enologica, che rappresentano
ricche fonti di metaboliti secondari e biocompomenia utilizzare nell'industria
agroalimentare come ingredienti funzionali, e coanpettenti applicazioni nell'industria
alimentare, nutraceutica, farmaceutica e cosmeaticalternativa alle sostanze sintetiche
comunemente utilizzate e sempre piu rigettate aasamatori.

| polifenoli delle piante hanno suscitato l'attesv® non solo della comunita
scientifica, ma anche del grande pubblico intetessdla diffusione di supplementi
dietetici ricchi in polifenoli o di prodotti alimeari arricchiti di questi antiossidanti per
aumentarne la qualita e il valore nutrizionale (tilae Appel, 2010; Gil-Chaveet al,
2013). Ad esempio, i vinaccioli dell'uva contengopiantocianidine oligomere ed una

2



combinazione di flavonoidi e polifenoli biologicante attivi che hanno dimostrato di
esercitare uno spettro di proprieta biologiche, migologiche, terapeutiche e
chemopreventive contro i radicali reattivi all'agsno e lo stress ossidativo (Bagehal,
2003).

Secondo i dati FAO (FAOSTAT, 2011), l'uva e unal@grincipali colture agricole
del mondo e, con una produzione mondiale di ci@andlioni di tonnellate nel 2011 ed
una superficie coltivata pari a 7 milioni di ettasirca I'80% é utilizzata per la produzione
di vino.

Una buona parte dei componenti biologicamente iatthe sono presenti nelle
diverse parti dell'uva rimangono presenti in livedignificativi nei sottoprodotti della
vinificazione, quali la vinaccia, i raspi, i depislei lieviti nei vasi vinari. Dal momento
che i residui vitivinicoli costituiscono un evidenproblema ambientale, vi &€ un crescente
interesse a sviluppare nuove applicazioni e stiatdg sfruttamento per queste risorse,
tenendo in considerazione I'importante potenzialesse contenuto.

Il piu abbondante residuo derivante dal processanidiicazione e lo scarto solido
rimanente in seguito alla pressatura dell’'uva,iteecia, che costituisce il 20-25% in peso
dell'uva utilizzata e per la quale si stima unaduzone annua mondiale di 10.5-13.1
milioni di tonnellate (Kammereet al, 2004; Peralbo-Molina e de Castro, 2013). Dalla
distillazione della vinaccia dell’'uva e possibiltemere oltre all’etanolo, utilizzato per la
produzione di bevande spiritose, come solventendbostibile, anche estratti polifenolici,
tannini e coloranti, tartrati, fibra e cellulogadqura 1.1) (Nerantzis e Tataridis, 2006).

SCARTI ENOLOGICI

- Combustibile | |
- Distillati Vinaccia Residui vasi
- Fibra vinari (fecce)
- Cellulosa Semi |
| - Acido tartarico,
Bucce malico, lattico
- Flavonoli - Coloranti
| - Proantocianidine - Mannoproteine
- Coloranti - Tannini - Fenoli
- Fenoli - Olio - Acidi grassi

Figura 1.1: Possibili utilizzi dei sottoprodotti dell'industrienologica.

La piu comune rivalutazione di questi sottoprodtatilmente disponibili consiste
nella produzione di antiossidanti e di estrattiifeablici da utilizzare come supplementi
nel cibo sotto forma di ingredienti a valore agdgayro il loro utilizzo come mangimi o
fertilizzanti (Gonzalez-Centeret al, 2012).

Talvolta i costituenti bioattivi sono commercial#e sotto forma di prodotti farmaceutici
(capsule, tavolette, polveri, sciroppi) che incogmm gli estratti fitochimici a cui é stata
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direttamente o indirettamente attribuita una funeidisiologica. Questi preparati non
possono essere propriamente definiti “alimentisomo stati definiti come “nutraceutici”
dalla combinazione dei termini nutrienti e farmaa@yu in Canada vengono definiti
“natural health products” (Shahidi, 2004; Esefral, 2007).

1.2 | polifenoli e i flavonoidi nelle piante

| composti chimici che vengono estratti dalle peantestratti fitochimici) si
suddividono in metaboliti primari e secondari.

| metaboliti primari sono rappresentati da zuccgha&mminoacidi, acidi grassi, acidi
nucleici ed altri composti che si trovano in tudeiante in quanto utili alla loro crescita e
sviluppo, come i regolatori della crescita e | comgnti della parete cellulare.

I metaboliti secondari hanno funzioni diversificat#interno del ciclo vitale della
pianta e possono essere implicati in ruoli divegagli la resistenza della pianta ai microbi
patogeni, agli erbivori e agli insetti, la protazéocontro i danni provocati al DNA dei
tessuti vegetali dalla radiazione UV, ma anchadeoduzione, la nutrizione e la crescita,
attraverso interazioni con altri organismi (insefitinghi simbionti e batteri) (Quideaat
al., 2011; Shahidi e Naczk, 2003).

Composti fenolici e polifenolici sono metaboliticeadari e costituiscono uno dei
gruppi di fitocomposti piu numerosi e maggiormerddfusi nel regno vegetale.
Attualmente piu di 8.000 strutture chimiche di parlioli sono state identificate e riportate
in letteratura, e comprendono sia acidi fenolicmpkci che molecole altamente
polimerizzate quali tannini, lignani e lignine (Miare Appel, 2010).

Dal punto di vista chimico questi composti sonotitesi da uno o piu anelli
benzenici a cui sono legati uno o piu gruppi od&d(-OH). La loro reattivita € dovuta al
carattere acido della funzione fenolica ed al ¢aratnucleofilo dell'anello benzenico.
Nelle piante si trovano solitamente in forma dcg$idi, con uno o piu residui di zucchero
legati ai gruppi ossidrilici.

La distribuzione dei composti fenolici nei tesstéllulari e subcellulari delle piante
non e uniforme: i fenoli insolubili si trovano nelpareti cellulari, mentre quelli solubili si
trovano nei vacuoli delle cellule. Il contenuto aicuni polifenoli puo aumentare in
condizioni di stress come lirradiazione UV, liiene da patogeni e parassiti, ferite,
inquinamento atmosferico ed esposizione a temperastreme. Ad esempio, la sintesi
degli stilbeni nell’'uva e indotta da infezione fuma Botritys cinerey, ferita, radiazione
UV e siccita, oltre a fattori quali cultivar, staddi sviluppo dell’'acino e pratiche di
coltivazione (Naczk e Shahidi, 2000; Bavarestal, 2012).

A seconda della loro struttura chimica i polifenstino suddivisi in diverse classi: i
pit comuni ed importanti composti fenolici a bapeso molecolare sono gli acidi fenolici,
che rappresentano un terzo dei polifenoli ingedtn la dieta, ed i flavonoidi, per i quali
sono stati descritti piu di 5.000 composti (Magidppel, 2010).



Chimicamente i flavonoidi sono costituiti da dueslliraromatici legati da un ponte a
tre atomi di carbonio (C6-C3-C6) che forma un amgliranico con gradi diversi di
ossidazioneKigura 1.2).

Figura 1.2: Struttura chimica dei flavonoidi.

Tutti i composti fenolici sono sintetizzati a pegtidal’amminoacido fenilalanina
attraverso la via metabolica dei fenilpropanoida hiosintesi dei flavonoidi avviene
mediante la condensazione del 4-cumaril-CoA edlirtolecole di malonil coenzima A. La
presenza dell’enzima calcone sintasi porta allmé&zione dei calconi che successivamente
ciclizzano in condizioni acide, mentre la presema/’'enzima stilbene sintasi porta
attraverso la stessa via metabolica alla formazotewli stilbeni (Martin e Appel, 2010;
Shahidi e Naczk, 2003).

A seconda della variazione sull’eterociclo, i flaeadi possono essere suddivisi in 6
principali sottoclassi: flavonoli, flavoni, flavanp flavanoli, antociani ed isoflavoni
(Figura 1.3). La natura cromofora della struttura chimica ldvénoidi quali antociani e
calconi determina l'assorbimento della luce nelghezze d'onda UV-visibile e la
capacita di attrarre gli insetti utili allimpollazione e alla dispersione dei semi; altri
flavonoidi, quali flavan-3-oli e tannini, sono deeterrenti per gli erbivori a causa del
sapore amaro e astringente che conferiscono aligegp(Downeet al, 2006).
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Figura 1.3: Schema di biosintesi dei flavonoidi.



1.3 | metaboliti secondari dell’'uva e del vino

La composizione polifenolica dei vini dipende daliieta dell'uva e da altri fattori
che influenzano lo sviluppo e la maturazione deduquali il suolo, la posizione
geografica, il clima. Le tecniche di vinificaziongiocano un ruolo importante
nell’estrazione dei polifenoli dalluva e nella d¢orstabilita nel vino: il tempo di
macerazione e fermentazione in contatto con le éowt i vinaccioli, la pressatura,
'affinamento e linvecchiamento in bottiglia sontwtti fattori che influenzano la
composizione fenolica dei vini ed il loro potengiaintiossidante.

| polifenoli dell’'uva e del vino vengono distintn iflavonoidi e non flavonoidi; i
composti non flavonoidi comprendono acidi benzeidarossicinnamici, che sono presenti
soprattutto nella polpa e nel succo dell’acinoli stgbeni, nella buccia delle uve rosse.
| composti flavonoidi sono localizzati nella bucciaei semi e nei raspi delluva e i
principali sono antociani, flavonoli e tannini. Eseno i composti che durante il processo
di vinificazione vengono estratti dalle diverse tpakell’acino in cui sono localizzati e
contribuiscono maggiormente all'intensita e allabgita del colore, all’astringenza e
all'aroma del vino.

Il profilo degli antociani, che sono i pigmenti pesmsabili della colorazione di uve e
vini rossi, viene impiegato per gli studi chemotassmici, e la loro concentrazione
nelluva e un parametro utile a predire il coloreualita del vino (Mattivet al, 2006).
Durante la fase di maturazione e di invecchiameielovino, gli antociani reagiscono con
flavan-3-oli, proantocianidine e tannini medianteeazioni di polimerizzazione,
condensazione ed idrolisi che provocano modificazigualitative e quantitative nel
profilo iniziale. La reazione tra antociani e flawgd e la formazione di piroantocianidine,
strutture piu stabili derivate dalla reazione traoaiani e acetaldeide, acido piruvico,
vinilfenolo, vinilcatecolo, vinilguaiacolo e vingpi)catechina, sono i principali
responsabili del cambiamento di colore dei proddti rosso rubino con sfumature
violacee, tipico dei vini giovani, a rosso matt@piu aranciato, tipico dei vini invecchiati.
Nei vini rossi sono state identificate piu di umteaio di strutture di antociani derivati
prodotti della condensazione diretta antocianidtesli o mediata dall’acetaldeide
(Flamini, 2010).

| flavan-3-oli sono una delle principali classimblifenoli dell’'uva e comprendono
(+)-catechina, (-)-epicatechina, (+)-gallocatechiaa (-)-galloepicatechina. Da questi
derivano oligomeri e polimeri definiti proantocidime o tannini condensati. Durante il
processo di vinificazione, in particolare nel cad® vini rossi, i tannini condensati
vengono estratti dalle bucce e dai vinaccioli padsanel vino e determinandone le
caratteristiche sensoriali. Grazie alla capacitaateini di formare complessi e precipitare
le proteine della saliva, essi conferiscono le aeiosi di astringenza e di amaro tipiche dei
vini rossi. La sensazione di astringenza dipendetatnente dalla natura dei tannini: un
maggior grado di polimerizzazione, come quello @&inini nelle bucce, determina una
maggiore astringenza.



| flavonoli sono un’altra classe di polifenoli camportanti proprieta antiossidanti
presenti nei vacuoli dei tessuti epidermici delduvEssi sono i principali polifenoli
coinvolti nel fenomeno di copigmentazione nei vossi che provoca l'intensificazione del
colore rosso con uno spostamento batocromico Jersghezze d’onda violacee, colore
tipico dei vini rossi giovani (Castillo-Muica al., 2007).

Oltre ai flavonoidi, che sono la classe piu rappnéativa di metaboliti secondari
nell'uva, anche composti non flavonoidi quali adetolici (benzoici e idrossicinnamici) e
stilbeni contribuiscono alla qualita dell’'uva e deio.

Gli acidi fenolici sono importanti precursori pex sintesi di molti altri composti
(Shahidi e Chandrasekara, 2010). Si dividono idiadrossicinnamici e idrossibenzoici e
si trovano raramente in forma libera piu spessforma di glicosidi o esteri dell'acido
chinico, shikimico e tartaricd~{gura 1.4).

Acido R R, R;
R4 p-idrossibenzoicqg H OH H
Protocatechico OH OH H
Rz COOH Vanillico OCH; OH H
Siringico OCH OH OCH
Rj Gallico OH OH OH
R1 -
Acido R R, Rs
R p-cumarico H OH H
2 N\ COOH Caffeico OH OH H
Ferulico OCH OH H
R3 Sinapico | OCH OH OCH

Figura 1.4: Principali acidi benzoici ed idrossicinnamici della.

Gli acidi benzoici sono presenti nell'uva soprdtiusotto forma di eterosidi del
glucosio, da cui si liberano per idrolisi acidadieesteri con le catechine nei semi (es.
epicatechina-3-O-gallato). Si trovano in forma ddaei vini, soprattutto in quelli rossi,
dove vengono rilasciati in seguito all’idrolisi.

Gli acidi idrossicinnamicig-cumarico, caffeico, ferulico, sinapico) sono preasaei
vacuoli delle cellule della buccia e della polp#i’'dea nella forma di esteri tartarici o si
possono trovare legati al residuo di zucchero dagfiociani. Gli acidp-cumariltartarico
(cutarico), caffeoiltartarico (caftarico) e fertdittarico (fertarico) sono presenti
prevalentemente nella formeans e in quantita inferiori nella forma isomerice. Tra
questi, I'acido caftarico e il piu abbondante sslenuve bianche che rosse.

Gli acidi idrossicinnamiltartarici non rivestono mmolo diretto nel sapore o nell’odore dei
vini ma, in particolare I'acido caftarico e cutarjcsono i substrati delle fenol ossidasi
dell'uva che provocano I'imbrunimento dei mostil§Rieau-Gayoet al, 1998).



La via metabolica dei fenilpropanoidi, oltre aivitenoidi, porta alla sintesi degli
stilbeni, il piu famoso dei quali € la fitoalessineansresveratrolo tfans3,5,4'-
triildrossistilbeneFigura 1.5).

HO
/o”

HO

Figura 1.5: Struttura chimica ddetansresveratrolo.

Le fitoalessine sono un gruppo di composti chimiddasso peso molecolare che le
piante producono come meccanismo di difesa dagichaitdi microrganismi patogeni o in
risposta a stress abiotici, come la radiazione Ush@cake e Pryce, 1977; Bavaresto
al., 1997). Recentemente titansresveratrolo presente nei vini rossi € stato altroe
dell'attenzione scientifica e mediatica per la diraostrata capacita di agire come agente
chemiopreventivo contro il cancro e di prevenirelisturbi cardiovascolari (Frémont,
2000). Questo composto presente nelle bucce defl@asse si trova anche nelle parti non
edibili della vite, quali foglie e raspi. Durant Vinificazione viene estratto dalle bucce e
trasferito al vino dove si trova sia la forma li@ategli isomercis e trans sia glicosidata
(piceidi), e sotto forme oligomere (dimeri, trimertetrameri).

Le proprieta organolettiche delle uve e dei vim@@nche legate alla presenza di
composti responsabili degli aromi varietali, quaérpeni, composti benzenoidi e
norisoprenoidi. Nell'uva questi composti sono pregsgrevalentemente in forma di
precursori glicosidati che durante la vinificaziosabiscono lidrolisi e liberano le
molecole odorose (Flamini, 2010).

| terpeni dell’'uva sono idrocarburi, alcoli, aldeichetoni o esteri responsabili di
odori fruttati (agrumi) e floreali, sebbene alcpneésentino sentori resinosi-ferpinenep-
cimene, mircene e farnesolo). | monoterpeni piurasiosono alcoli, quali linalologi-
terpineolo, nerolo, geraniolo, citronellolo e hetrolo Figura 1.6). Questi composti, sono
caratteristici di varieta aromatiche, quali i Mascé&e Malvasie, i Gewdrtztraminer e i
Riesling. Possiedono soglie di percezione molteada®mprese tra i 10 e i 10@/ ed |l
loro impatto olfattivo € sinergico (Ribéreau-Gawiral, 1998).

H OH H
X
| OH OH | H
1 2 3 4 5

Figura 1.6: Strutture chimiche dei principali terpenoli deltai 1) linalolo; 2)a-terpineolo; 3) nerolo (Z),
geraniolo (E); 4) citronellolo; 5) hotrienolo.



| principali composti benzenoidi dell’'uva sono dlb@nzilico ep-feniletanolo (dai
tipici sentori di rosa), zingerone, zingerolo, \tma, salicilato di metile (Flamini, 2008)
(Figura 1.7).

0 OH /O OO o. .0
©/\,OH /E;/\)k /@/\/K -
OH
HO HO OCHj4 OCH,4

1 2 3 4 5 6

Figura 1.7: Principali composti benzenoidi dell'uva: Peniletanolo; 2) zingerone; 3) zingerolo; 4)
vanillina; 5) vanillato di etile; 6) salicilato dnetile.

I norisoprenoidi derivano dalla degradazione ogsidadei carotenoidi e sono
composti a 13 atomi di carbonio che, sebbene ptiesetracce, possiedono una soglia
olfattiva molto bassa (es. 700 ng/l peBtionone e 200 ng/l per B-damascenone) che
contribuisce in modo significativo all’aroma di visianchi quali Chardonnay e Sauvignon
Blanc e di vini rossi quali Shiraz, Grenache, MeddCabernet Sauvignon. Si dividono in
due gruppi principali: megastigmani e non megastigiml megastigmani comprendono |l
B-damascenone (sentori di rosa, fiori e frutti esptB-ionone, 3-oxoa-ionolo (tabacco),
B-damascone (sentore di tabacco e fruttato) e 3sdflsdamascone (té e tabacco). | non
megastigmani comprendono actinidoli e vitispiraoin odore di canfora, e il TDN (1,1,6-
trimetil-1,2-diidronaftalene), che si forma nel sordell'invecchiamento del vino in
bottiglia ed & responsabile della nota di cherosdsievini Riesling vecchi (Ribéreau-
Gayonet al, 1998; Flamini, 2008)Rigura 1.8).

(0] o) (0] OH

SO ot e O
HO 0]
1 2 3 4
@)
/ —
O o OH
5 6 7 8

Figura 1.8: Principali norisoprenoidi dell’'uva. B-damascenone; Brionone; 3) 3-idrossB-damascone; 4)
3-oxo-a-ionolo; 5)B-damascone; 6) vitispirano; 7) actinidoli; 9) TDN.
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1.4 Proprieta biologiche dei polifenoli dell’'uva

Antociani, flavonoli, catechine, procianidine, ddienolici e stilbeni sono i principali
costituenti fenolici presenti nell’'uva, nel vinonei residui di vinificazione. In generale
guesti composti polifenolici sono caratterizzatipdaprieta:

* Antiossidanti;

* Protettive del sistema cardiocircolatorio;

* Anticancro;

* Antinflammatorie;

e Anti-eta;

* Antimicrobiche.

1.4.1 Proprieta antiossidanti

L’attivita antiossidante rappresenta una delle ipiportanti proprieta dei composti
fenolici dell’'uva e del vino. Lo stress ossidatipmvoca l'alterazione di macromolecole
biologiche, quali lipidi, proteine e acidi nucle&i € considerato il fattore responsabile non
solo dell’insorgere di disturbi degenerativi ma lamaei processi di alterazione dei cibi
(Figura 1.9) (Hanet al, 2007; Shahidi e Naczk, 2003).

Arteriosclerosi

Infiammazioni

Invecchiamento \

Diabete RADICALI LIBERI Artrite
Parkinson, / Infezioni
Alzheimer nicziont

Cancro

Figura 1.9: Patologie legate ai processi ossidativi nell’oigam® umano.

| polifenoli, in qualitd di antiossidanti naturaéigiscono come eccellenti donatori di
elettroni o di idrogeno verso le molecole radidadiche si formano nei tessuti e substrati
per opera di iniziatori, quali radiazioni UV, ossip, metalli, calore, enzimi. Il fenossi
radicale che si forma dalla reazione del fenolo lzomolecola radicalica, e stabilizzato
attraverso la delocalizzazione degli elettroni apaull’anello aromaticoRigura 1.10).

OH o o 0
OH ROO® ROOH QN OH ROO® ROOH (o

Figura 1.10: Meccanismo di stabilizzazione degli ioni radiaidi parte del gruppo fenolico.
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Il gruppo chimico funzionale che determina la cat@daantiossidante dei polifenoli e
il gruppo ossidrilico, e maggiore € il numero distienti ossidrilici nei polifenoli,
maggiore € la loro attivita antiossidante, merdrsdstituzione con gruppi metilici provoca
una diminuita capacita antiossidante (Xiaal, 2010). Le caratteristiche antiossidanti dei
polifenoli sono legate anche alla loro capacitatdilare i metalli e di influenzare le vie di
segnalazione cellulare e I'espressione genica ke, 2010).

| polifenoli sono presenti nelle varie parti nellay e molti metodi (Folin, DPPH,
TEAC, ORAC, FRAP) sono stati impiegati per stimiaéivita antiossidante degli estratti
polifenolici di uva, vino ed altri sottoprodotti (fdnget al, 2005; De Beeet al, 2002)
(Tabella 1.7).

TEAC Folin-Ciocalteau mDEIEJ;'m Rif
umol TE/g mg GAE/100 g gDPPH 9 '
Vino 0.6-5.8 mmol TE/I 2.3-3.7 g GAE/ Di Majet al, 2008
Raspi 87.3-116 g GAE/kg 0.46-0.79 Llobera e Ca$e2008
Acini 15.3 247.7
Bucce 12.8 374.5 Pastrana-Bonillat al,
Semi 281.3 2178.8 2003
Polpa 2.4 23.8 (in Vitis rotundifolia)
Foglie 236.1 351.5
Vinaccia 193-485 32-75 mg GAE/g Rockenbathl, 2011
V'”?‘Cc'a uve 34.9 g GAE/Kkg 1.32 Llobera e Cafiellas, 2008
bianche
V|n?gg|sa:euve 2.63 g GAE/100g 1.41 Llobera e Caiiellas, 2007

Tabella 1.1: Attivita antiossidante degli estratti di varie fpatell’'uva e di altri prodotti. TE: equivalenti
Trolox; GAE: equivalenti di acido gallico; DPPHfehil picril idrazil test; dm: peso secco (dry neatjt

Secondo i dati (riportati ifabella 1.1) dello studio effettuato da Pastrana-Bongta
al. (2003), il contenuto di polifenoli totali nei semi5 volte superiore che nelle bucce, 6
volte maggiore rispetto alle foglie e ben 80 vattaggiore che nella polpa. Tuttavia il
rapporto tra capacita antiossidante e polifendéli@ 6 volte maggiore nelle foglie rispetto
ai semi, probabilmente per la presenza nelle fadjlieomposti diversi dai polifenoli ed
aventi un’elevata attivita antiossidante.

Studi in vivo hanno dimostrato che supplementi di estratti dagcioli contenenti
procianidine dimere o polimere hanno maggiori cdpati scavanger dei perossi radicali
rispetto ai monomeri (Yilmaz e Toledo, 2004; Xiaal, 2010). Sebbene si possa dare un
ordine indicativo della capacita antiossidantesilegoli polifenoli (procianidine dimere >
flavanoli > acidi idrossicinnamici > acidi fenoljdbisogna tenere in considerazione che i
polifenoli agiscono in modo sinergico e la compmsiz globale influenza [Iattivita
antiossidante di un estratto (X@aal, 2010).

Percio le varie parti dell’'uva, ma anche della viten elevati contenuti di polifenoli,
poOSsSONoO essere processate e trovare un promett@ideo nella riduzione dello stress
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ossidativo dei sistemi biologici in qualitd di slgrpenti dietetici o conservanti, per
prevenire il deterioramento dei cibi in alternatiagli antiossidanti sintetici (es. BHT,
BHA, TBHQ e alchil gallati), i cui livelli sono st stretta regolamentazione a causa dei
loro effetti avversi (Shahidst al, 2010a).

1.4.2 Proprieta preventive nei confronti di malatte cardiovascolari

Il rischio di malattie cardiovascolari € associai alti livelli di colesterolo e di
proteine ad alta densita (LDL) nel plasma, oltfeetessiva perossidazione dei lipidi e del
colesterolo LDL stesso. Lo sviluppo dell’artericgdsi, secondo la “teoria ossidativa”, e
legato ai macrofagi che attaccano I'LDL ossidatei érasformano in cellule schiumose,
precursori delle placche fibrose. Un endotelio spramluce ossido nitrico e prostacicline
che prevengono l'adesione delle placche, mentrendpae danneggiato le fibre di
collagene sottostanti vengono esposte e le placcheaderiscono dando inizio
all’aterogenesi (Cost al, 2003).

Studi in vitro hanno dimostrato che tannini, flavonoli, acidimamici e benzoici,
stilbeni e antociani hanno la capacita di inibioss$idazione di LDL e che la loro azione e
addirittura superiore a quella esercitata da pmuwa antiossidanti, quali vitamina E e D
(Yilmaz e Toledo, 2004).

| polifenoli dell'uva agiscono anche attraversaiatteccanismi, come l'attivazione
dei recettori di LDL SREBP-2, fondamentali nel preso di rimozione di LDL dal sangue
e dai tessuti, 0 aumentando I'espressione del Gafig7Al, che regola I'escrezione degli
acidi biliari facendo aumentare i livelli di colesblo nel fegato e diminuendoli nel plasma
(Chenet al, 2011).

La quercetina inibisce [I'espressione della metatipnase 1 (MMP 1)
promuovendo la distruzione delle placche arterastiche. Il resveratrolo previene la
formazione delle placche inibendo [lattivita deltaclossigenasi 1 (COX 1) e del
tromboxane 2 (un potente vaso-costrittore e proreotiell’aggregazione delle placche)
prodotto da questa. L’abilita di stimolare i car@#*-K* e di aumentare la segnalazione
dell'ossido nitrico nell’endotelio sono altri meecgsmi attraverso cui il resveratrolo
esercita la sua attivita vaso-rilassante (Pandeigw, 2009).

1.4.3 Proprieta anticancro

| polifenoli agiscono nei meccanismi di prevenziodel cancro interagendo
prontamente con le specie reattive all'ossigeno§R© con i radicali liberi per formare
composti relativamente stabili, proteggendo imtallo le cellule dallo stress ossidativo.
Essi possono inoltre interrompere o invertire ibqgasso di carcinogenesi agendo sulle
molecole segnale coinvolte nel processo di inipiagie contribuendo alla regolazione
della proliferazione e alla risposta immunitariai( Ahmedna, 2013).

Gli estratti dei semi d’'uva, grazie alla forte ceipe@ antiossidante, hanno dimostrato
di proteggere i tessuti della pelle dai radicdleli, inibendo lo stress ossidativo causato
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dalla radiazione UV (Bagchet al, 2000). Inoltre possiedono la proprieta di inibige
proliferazione delle cellule tumorali nel pancreadi indurre I'apoptosi delle stesse (Yu e
Ahmedna, 2013).

Gli antociani hanno dimostrato di possedergitro attivitd anticancro verso diversi
tipi di cellule tumorali, riducendo la proliferanie, I'infiammazione ed inducendone
I'apoptosi. Studin vivo hanno dimostrato che gli antociani inibisconoahcro nel tratto
gastrointestinale e, quando utilizzati come agéoyici, il cancro della pelle (Wang e
Stoner, 2008; de Pascual-Teresa e Sanchez-BaR€$§ia)

Il resveratrolo, in qualita di agente chemo-prementha dimostrato di inibire
I'iniziazione, la promozione e lo sviluppo dei tumacstudi farmaco-chinetici e farmaco-
dinamici dimostrano che i principali organi di ireese sono il fegato e i reni (Yu e
Ahmedna, 2013).

1.4.4 Proprieta antinflammatorie

Il fattore di trascrizione nucleare NéB e un importante regolatore dell’espressione
genetica e un induttore di citochine ed interlenehiesso svolge un ruolo centrale nella
risposta immunitaria dei mammiferi e nelle infiammomi croniche, quali lartrite
reumatoide (Co®t al, 2003). Studin vitro in molti tipi di cellule hanno dimostrato le
capacita degli antociani di inibire I'espressionellal proteine NFkB e COX-1 e 2
(ciclossigenasi 1 e 2), oltre a varie interleuciieang e Stoner, 2008).

1.4.5 Proprieta anti-invecchiamento

Grazie alla loro attivita antiossidante e antiratica, i polifenoli sono utili nel
prevenire il danneggiamento dei tessuti del sisteemaoso centrale.

Balu et al. (2006) riportano che il supplemento di estrattsaini d’'uva (100 mg per
kg di peso corporeo) in ratti per 30 giorni inil@staccumulo di danni ossidativi legati
all'invecchiamento nel DNA di tessuti neurali.

Studi recenti hanno dimostrato che il resveratratediante linibizione della
NADPH ossidasi, puo esercitare un ruolo neuroptigtetcontro ischemia e disturbi
neurodegenerativi (Markus e Morris, 2008; Zhangl.,2010).

L’epigallocatechina gallato (EGCG) in modelli aniiea dimostrato di esercitare un
ruolo protettivo verso la neurotossina MPTP (N-ingtienil-1,2,3,6-tetrahidropiridina),
un induttore della malattia di Parkinson. L'EGCGotegge inoltre i neuroni attivando
varie vie di comunicazione cellulare che coinvolgda chinasi MAP, fondamentali per la
sopravvivenza cellulare (Pandey e Rizvi, 2009).

1.4.6 Proprieta antimicrobiche

Gli estratti polifenolici vegetali hanno dimostrapotenziali attivita antibatteriche,
antifungine e antivirali, confermando la possitagplicazione di questi composti come
conservanti naturali nei cibi (Xiet al, 2010).
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| polifenoli delluva e del vino hanno dimostratétiata antimicrobica verso specifici
ceppi di batteri, qualBtreptococcus mutans, Staphylococcus aureus, Heblzercoli e
Candida albicansnei quali provocano la distruzione della paretttela. |l resveratrolo
presenta una forte attivita antifungina e antibatdeverso vari patogeni umani e batteri
Gram-positivi (Yu e Ahmedna, 2013).

1.4.7 Metabolismo e biodisponibilita dei polifenoli

L’assunzione di polifenoli da fonti quali frutta,e\|ande, verdura e legumi e
largamente influenzata da abitudini e preferenZmaeaidtari individuali; si stima che
I'assunzione di polifenoli giornaliera sia variabtta i 500-1.000 mg. Anche se il consumo
di polifenoli dalla dieta e elevato, tali compostino metabolizzati velocemente ed il loro
assorbimento nel tratto digestivo & basso, vagabd il 2% e il 20%, e quantitativi minimi
di polifenoli sono stati ritrovati nel plasma.

La concentrazione di composti bioattivi, e di cangnza il loro assorbimento,
possono essere significativamente aumentati mediassunzione di supplementi dietetici
ed alimenti arricchiti con polifenoli. Cio compomparo un accresciuto rischio derivante da
concentrazioni troppo elevate di polifenoli che datiossidanti possono iniziare un
processo di auto-ossidazione e comportarsi da gswlanti, cioé iniziare e favorire |l
processo di ossidazione (Martin e Appel, 2010).

Numerosi studi epidemiologici hanno dimostrato db@sse concentrazioni di
polifenoli sembrano essere adeguate per esercitaréorte attivita protettiva antiossidante
in vivg, quindi I'aggiunta di polifenoli specifici o in cobinazione con altri dovrebbe
essere strettamente controllata per limitare ilscomo ad una concentrazione in cui sono
stati dimostrati effetti benefici e la mancanzaeffetti nocivi (Martin et Appel, 2010;
Manachet al, 2004; Shahidi e Naczk, 2003).
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1.5 Gli antociani

Gli antociani sono i pigmenti naturali responsatidile colorazioni rosse, blu e viola
di frutta, piante e fiori. In natura sono noti @ii600 antociani la cui funzione e quella di
attrarre gli insetti, facilitando il processo dipwoilinazione e dispersione dei semi o di
proteggere le cellule delle piante dai danni praesodalla luce UV (He e Giusti, 2010). Gli
antociani sono presenti non solo nei vacuoli de#ule della buccia di uve rosse ma
anche nelle foglie, quando la vite é alla fine pedprio ciclo vegetativo (arrossamento
autunnale) (Ribéreau-Gayon, 1998).

La molecola degli antociani e costituita da dudlabenzenici uniti da un eterociclo
ossigenato, insaturo e dotato di carica positwaghe flavilio Figura 1.11). Nelle uve si
possono trovare sei comuni antociani presenti comersl tipi di glicosilazione e
acilazione: cianidina, peonidina, malvidina, detfina e petunidina e tracce di
pelargonidina. Gli antociani sono raramente predantorma di agliconi, a causa della
loro bassa stabilita; piu spesso, infatti, i gruppsidrilici degli antociani agliconi sono
legati a zuccheri per mezzo di legami glicosididom volta esterificati da acidi organici
alifatici (malonico, acetico, malico, succinico esalico) o aromatici (acidp-cumarico,
caffeico, ferulico, sinapico, gallico pidrossibenzoico) al gruppo ossidrilico sul carlmoni
6 0, meno frequentemente, sul carbonio 4 dellotrroc(Giusti e Wrolstad, 2003).

Aglicone R Rz A max (nm) / colore
Pelargonidina H H 494 nm/arancio-rosso
Cianidina OH H 506 nm/ arancio-rosso
Peonidina OCH; H 506 nm/ arancio-rosso
Delfinidina OH OH 508 nm/ rosso

OH Petunidina OCH; OH 508 nm/rosso

OH Malvidina OCH; OCH; 510 nm/rosso-blu

R4

Figura 1.11: Struttura chimica degli antociani;s®H, glucosio; R=H, acetil, p-idrossicinnamil, caffeoil
(Giustiet al, 2003).

Nella forma eterosidica, cioé quando sono legateirsad molecola di glucosio, le
antocianidine vengono denominate antocianine (ealvidina-3-O-glucoside: oenina;
malvidina-3,5-diglucoside: malvina). Il glucosio ik ramnosio sono gli zuccheri piu
comunemente legati all’aglicone ma si possono tewatri zuccheri, quali galattosio e
arabinosio, o disaccaridi (rutinosio, sambubiogitg e Giusti, 2010). Il diverso numero € i
vari tipi di sostituenti acilici e glicosidici legaalle antocianidine, sono responsabili della
grande variabilita di strutture chimiche antociki@resenti in natura.

Sia la glicosilazione che l'acilazione influenzdagroprieta fisiche e chimiche degli
antociani, in quanto modificano la dimensione edtarita della molecola; ad esempio, la
glicosilazione aumenta la solubilita in soluziomgwosa, I'acilazione la diminuisce.

16



A causa dell’'esteso gruppo cromoforo costituitetia doppi legami coniugati e una
carica positiva, gli antociani sono intensament®rati in condizioni acide, con due
massimi di assorbimento tra i 465 nm e i 550 nmwsbile e tra i 270 nm e i 280 nm
nell’'UV (He e Giusti, 2010). La sostituzione corugpi ossidrilici e metossilici dell’anello
B causa negli antociani uno spostamento batocroshandssimo di assorbimento verso
lunghezze d’onda maggiori, cioé verso il color naa(blu shift) (vedFigura 1.11). La
glucosilazione causa, invece, un effetto ipsocroaime lo spostamento della lunghezza
d’onda massima verso lunghezze d’onda minori (héft) s

Tuttavia cio che contribuisce maggiormente al aoloei vini € il fenomeno della
copigmentazione, che consiste nell'interazionegtrantociani ed una varieta di composti
(copigmenti) quali flavonoidi, polifenoli, alcalaidamminoacidi, acidi organici e gli
antociani stessi. La copigmentazione provoca I'antmelell’intensita del colore (effetto
ipercromico) e lo spostamento del massimo delldsswa verso lunghezze d'onda
maggiori (effetto batocromico) (Davies e Mazza, 3;9Malien-Aubertet al, 2001;
Schwarzet al, 2005).

Durante il periodo di invecchiamento dei vini rossiosserva un cambiamento del
colore da rosso a bruno aranciato, attribuito @tagressiva scomparsa di antociani ed alla
formazione di pigmenti piu complessi quali ad esientg vitisine, la cui struttura contiene
due forme flavilio mesomere, e la formazione dialag con flavan-3-oli attraverso una
molecola di acetaldeidd=igura 1.12). | primi derivano dalla cicloaddizione sul C4 i&d
gruppo ossidrilico nella posizione C5 degli antacidi sostanze quali 4-vinilfenolo, acido
piruvico, acetaldeide o addotti etil-flavanoli; econdi derivano dalla reazione di
sostituzione elettrofila dell’acetaldeide, prodot@dal metabolismo dei lieviti e
dall'ossidazione dellalcol etilico, sulle posizioalettronegative C6 o C8 dei flavanoli
dando origine a dimeri legati da un ponte etiliSarftos-Buelga e Scalbert, 2000).

HO

Figura 1.12: Forme mesomere della vitisina (a sinistra) e pttbddo condensazione tra antociani e flavanoli
mediata dall’acetadeide (a destra).

Queste reazioni di condensazione che coinvolgorieckme, proantocianidine e
antociani, portano alla formazione di pigmenti pwrici ad alto peso molecolare
relativamente stabili che possono parzialmente ipitace durante il periodo di
invecchiamento del vino. Essi sono associati accambiamento nella qualita del vino,
quali la diminuita astringenza e lo spostamento mhalssimo di assorbimento della
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lunghezza d’'onda. Somers (1971) afferma che questposti siano responsabili di piu del
50% della densita del colore nel primo anno e di del'80% dopo 10 anni di
invecchiamento dei vini rossi.

Nello studio dei profili delle uve, la composizioagtocianica, come anche quella di
flavonoli, & peculiare e caratteristica della varieed e utilizzata come importante
parametro tassonomico per la classificazione dedléeta. Infatti, sebbene nelle diverse
annate possano cambiare i contenuti assoluti dgokicomposti, la composizione relativa
dei singoli antociani rimane stabile e costantet{Maet al, 2006; Ortega Regules al,
2006).

In particolare la presenza di antociani monoglutiosidiglucosidi, cioé aventi due
molecole di zucchero legate all’ossidrile sul caiboin posizione 3 e 5, &€ un parametro
utilizzato per distinguere specie . vinifera che contengono solo antociani
monoglucosidi, da quelle nowi- vinifera, quali V. riparia, labruscae rupestris che
presentano anche rilevanti contenuti di antociagiudosidi. Questo parametro € spesso
utilizzato per rivelare eventuali adulterazioni melo, soprattutto nei paesi della Comunita
Europea (Regolamento CE n. 479/2008) in cui € tdetl produzione e la
commercializzazione di prodotti derivati da uvevdiieta nonV. vinifera.

Inoltre, in generale nei profili antocianici deNarietaV. viniferae dominante la
malvidina monoglucoside, mentre nelle varieta Nonsnifera cresce la proporzione di
composti derivati della delfinidina e della ciamdi (Lianget al, 2012; Huanget al,
2009), e la presenza di antociani acilati € maggi@lle uve dV. vinifera anche se in
alcune varieta (es. Sangiovese) € scarsa 0 assente.

1.5.1 Utilizzi industriali degli antociani

Gli antociani sono sostanze colorate idrosolubilps@amente diffuse in natura che,
anche per le loro proprieta antiossidanti, sontizatite come additivi nei cibi (E163) in
alternativa ai coloranti sintetici, quali ad esempirosso allura (E129) che provoca effetti
nocivi sulla salute umana.

| coloranti antocianici possono essere estratti diwarsi solventi (acqua solforata o
acidulata, etanolo, metanolo, anidride carbonia)diversi materiali di origine naturale
(bucce d’'uva, ribes, mirtilli, mais, cavoli, carpeec.), sotto forma di concentrati liquidi o
polveri essiccate. Gli estratti antocianici piu abtfanti ed economici, poiché ottenuti da
un prodotto di scarto dell'industria enologica, sasttenuti dalla vinaccia di uve rosse
(enocianina). Commercializzata fin dal 1879, I'eaoma é utilizzata in bevande acide
(sciroppi, bevande alcoliche e non), cibi (marntellaonfetture, prodotti caseari, dolci,
gelati), prodotti farmaceutici e nei vini rossi @amentarne il colore nei paesi dove questo
e permesso (Prodanev al, 2005; Bragat al, 2002).

Il principale problema nell'utilizzo degli antociawome coloranti nell'industria
alimentare e rappresentato dalla loro non elevatailsa e dal mantenimento del colore,
che dipende dalla composizione del mezzo (pH;) Sdalla struttura molecolare e dalle
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altre sostanze presenti (Malien-Aubettal, 2001). Anche il processo di lavorazione, |l
tempo di conservazione e la matrice del cibo asonb addizionati influenzano la stabilita
del colore.

In seguito a variazioni di pH in soluzione acqudsastruttura molecolare degli
antociani subisce trasformazioni reversibili e sinho tre diverse forme tra loro in
equilibrio: il catione flavilio rosso, la base chidale blu e il calcone incolord=igura
1.13.

pH neutro o
leggermente acido

R2

oO—

R3
/’me colorate

ione flavilio

pH<2 (rosso)

forme incolori

/ base carbinolica

3<pH<6 R,
Ry
OH
= R,

|
OH O

cis-calcone trans-calcone

Figura 1.13: Schema di interconversione strutturale degli datéanonoglucosidi in funzione del pH4,R
R,: H, OH o0 OCH,; Rs: O-glucoside (He e Giusti, 2010; Malien-Aubettal, 2001) .

A valori di pH molto acidi (inferiore a 2), gli amtiani si trovano principalmente
nella forma di cationi flavilio, ed il colore varida arancio a rosso-blu a seconda della
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struttura chimica. Aumentando il pH (tra 3 e 6)osserva una decolorazione causata
dall'idratazione dello ione flavilio al C-2 e larfnazione della base carbinolica incolore
che da ulteriormente origine alla forma con l'anelperto, il calcone. In condizioni neutre
o leggermente acide avviene la deprotonazione aledne flavilio per dare origine alla
base anionica chinoidale, di colore viola-blu (H8iasti, 2010).

A causa dell'instabilita degli antociani ai cambgti di pH la loro addizione nei
cibi e limitata ad alimenti acidi (pH < 3) per ass@are la predominanza della forma del
catione flavilio.

Giusti e Wrolstad (2003) riportano che I'acilaziomegli antociani protegge lo ione
flavilio dall'attacco nucleofilo dell’acqua, impedéo il passaggio alle forme incolori ed
aumentando la stabilita della molecola ai cambidanrpH: in questo modo, & possibile
mantenere la colorazione anche in soluzioni debalen@cide, neutre e leggermente
basiche. Inoltre gli antociani polimeri sono piwaksti dei corrispondenti monomeri e
I'aggiunta a soluzioni antocianiche di anche piecgliantita di flavonoidi, acidi organici,
alcaloidi, amminoacidi, polisaccaridi o ioni meigill noti come copigmenti, provoca un
aumento dell'intensita del colore (effetto ipercion) e della stabilita chimica (Prodanov
et al, 2005). La presenza di catechine e proantociamiginovoca invece una diminuzione
della stabilita del colore, oltre ad un’indesidaraensazione di amaro e astringenza nel
prodotto finale mentre un’alta concentrazione dot@ine e polisaccaridi provoca la
formazione di torbidita (Malien-Aubeet al, 2001 e 2002; Prodane¥ al, 2005).
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1.6 L’olio di vinaccioli

| semi delluva rappresentano la parte dell’aciran dl piu elevato potenziale
nutrizionale e nutraceutico, poiché, oltre al lertdizzo come antiossidanti per I'elevata
concentrazione polifenolica, sono anche fonte di alio vegetale dalle apprezzate
caratteristiche.

| vinaccioli rappresentano dal 2 al 4% circa dedgpeomplessivo dell’acino e con
una produzione mondiale di 69 milioni di tonnelldteva (FAOSTAT, 2011) sono circa 3
milioni le tonnellate di semi che vengono scar@t@ualmente (Lachmaet al, 2013).
Essi rappresentano la parte piu importante detlacdgia (38-52% di materia secca) (Maier
et al, 2009) e sono costituiti principalmente dal 40%{eso) di fibre, 16% di olio, 11%
di proteine, 7% di composti fenolici quali tanniaijccheri, minerali e altre sostanze (de
Campost al, 2008).

L’alto contenuto di acidi grassi insaturi (circa90%) e di vitamina E, ed il basso
contenuto di colesterolo, rendono I'olio di vinagcuna valida alternativa agli oli culinari
tradizionali. L’olio € inoltre caratterizzato da etevato punto di fumo (216 °C) e, quando
ottenuto per spremitura a freddo, da un piacevodna vinoso e fruttato che lo rende
adatto all’'uso culinario e per fritture (Pareipal, 2009).

L’acido linoleico rappresenta il 70-75% degli aaigassi totali, ed & un acido grasso
essenziale con un’importante attivitd biologicaleuthella prevenzione di problemi
cardiocircolatori e dell'arteriosclerosi, per laastapacita di abbassare il colesterolo LDL
(Low Density Lipoprotein) e di aumentare i livelli colesterolo HDL (High Density
Lipoprotein) (Wijendraret al, 2004). Il suo contenuto nell’olio di vinaccioliseiperiore a
quello nell'olio di cartamo (70-72%), di girasolg0(62%) e mais (52%) (Tangolat al,
2009) (Tabella 1.2.

Girasole Cartamo Vinaccioli
LLL 245 43.3 25.8
OLL 21.4 19.8 21.5
LLP 12.1 13.6 15.4
OoLO 7.3 4.8 8
SLL 7.1 2.9 5.4
OLP 6.3 3.9 8.9

Tabella 1.2: Composizione percentuale dei principali triglicédell'olio di vinaccioli e di altri oli ad alto
contenuto di acidi grassi insaturi, in particolaogdo linoleico (Lisa e Hoapek, 2008).

L’alto contenuto di acidi grassi insaturi (che ragme circa il 90%) & responsabile
dell’alto valore nutritivo dell’olio di vinacciolima anche dello stress ossidativo che I'olio
subisce soprattutto nelle prime fasi di estraziguando enzimi e microrganismi presenti
nel materiale di fondo derivante dalla pressatugacausano l'alterazione. Per questo
motivo la produzione dell'olio viene eseguita seirs seccati all'aria immediatamente
dopo la separazione dal succo e dalle bucce dall'lmio deve poi essere purificato per
filtrazione o sedimentazione al fine di impedireli&gradazione microbica.
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Oltre che per spremitura a freddo, e possibile @Wsed’estrazione con solventi
chimici (esano, etere di petrolio, ecc.) seqguitaettfica; in questo caso pero l'olio risulta
di sapore e odore neutro e anche le sostanze sidao§ come tocotrienoli e vitamina E
diminuiscono drasticamente.

E’ possibile effettuare I'estrazione anche utilizda CQ supercritica: questo metodo ha il
vantaggio di non lasciare indesiderati residui@vente nell’'olio e di utilizzare anidride
carbonica, che & un gas economico, facilmente itgfggmon tossico e non inflammabile.
E’ necessario per0 ottimizzare i parametri di estr@e, cioe temperatura, pressione,
dimensione dei granuli dei semi, velocita di flussapporto C@massa dei semi
(Beveridgeet al, 2005).

L’olio di vinaccioli trova utilizzo anche nel seteofarmaceutico e cosmetico per le
sue proprieta emollienti ed idratanti.

1.6.1 | lipidi nell’olio di vinaccioli

I lipidi che costituiscono gli olii vegetali si tvano prevalentemente sotto forma di
trigliceridi, detti anche triacilgliceroli. | triggeridi sono i prodotti dell'esterificazione del
glicerolo, un alcol triossidrilico, con tre moleeoldi acidi grassi uguali (trigliceridi
semplici) o che differiscono tra loro (triglicerianisti). Gli acidi grassi esterificati al
glicerolo possono avere diverse lunghezze di caterdiversi gradi di insaturazione
(Figura 1.14).

Nell'olio di vinaccioli i principali acidi grassiastituenti i trigliceridi sono quattro:
acido linoleico, L, ¢is9, cis-12-octadecadienoico, C18:2), acido oleico, ©is-9-
octadecenoico, C18:1), acido palmitico, P, (acisadecanoico, C16:0), stearico, S, (acido
octadecanoico, C18:0) ed in quantita inferiore (%8degli acidi grassi totali) acido
linolenico, Ln, €is-9, cis-12, cis-15-octadecatrienoico, C18:3) (Creatsal., 2006).

Figura 1.14: Esempio della struttura chimica di un triglicerideleoil-linoleoil-gliceride (LOO).

| principali trigliceridi presenti nell'olio di send’uva sono: trilinoleina, LLL, il piu
abbondante (37% dei trigliceridi totali), seguita tfilinoleoilpalmitina, LPL (21,4%),
dilinoleoiloleina, LOL (15,1%), dioleoillinoleinaDLO (11%), linoleoiloleoilpalmitina,
LOP (5,3%) e linoleoilstearoilpalmitina, LSP (4984l et al, 2008). L'acido linoleico,
presente in ciascun trigliceride, e l'acido gragsesente in maggiore quantita (70%),

22



seguito dall'oleico, 15%, palmitico, 10%, e steayib % (Crewset al, 2006; Pardet al,
2009).

Gli oli di semi forniscono inoltre una buona qué&ntli componenti insaponificabili,
utilizzabili come ingredienti attivi nella preveone o nel controllo dei processi
degenerativi. La parte non trigliceridica negli dli semi & costituita principalmente da
tocoferoli e tocotrienoli (collettivamente noti cemtocoli o vitamina E), fenoli e
flavonoidi, steroli, fosfolipidi, carotenoidi e ali triterpenici (Shahidi, 2000).

| fitosteroli sono alcoli steroidei naturalmentegenti negli oli vegetali che svolgono
anche questi un ruolo importante nella riduziond’ld®l, essendo competitori dei
recettori NPC1L1 del colesterolo nel lumen intesdgnCheret al, 2011).

L’olio di vinaccioli & caratterizzato da un bassmtenuto di colesterolo (0.1-1.0% degli
steroli totali) mentre gli steroli totali sono imrmcentrazioni variabili tra 2.580 e 11.250
mg/kg (Rubioet al, 2009; Crewst al, 2006; Pardet al, 2009); fra tutti il3-sitosterolo &

il piu abbondante (fino a piu del 70% degli sterttali) (Figura 1.15, seguito da
stigmasterolo (11-14%) e campesterolo (7-11%) (Gedval, 2006; Pardet al, 2009).

HO

Figura 1.15: Struttura chimica de}-sitosterolo.

| tocoli sono composti lipofilici ampiamente diffusei tessuti vegetali e negli oli da
essi derivati e possiedono I'attivita biologicaldelitamina E. Tocoferoli e tocotrienoli
sono classificati irx, B, y e d a seconda del numero e delle posizioni dei grupgtilici
sullanello cromanico Kigura 1.16). Inoltre, la catena laterale isoprenoide & saheia
tocoferoli e insatura nei tocotrienoli. Tra i togdla-tocoferolo e la sostanza con maggiore
attivita vitaminica, mentre le altre forme di toeddli possiedono un’attivita biologica
inferiore, nell’ordinea > 3 >y > & (Shahidi, 2000; Baydaat al, 2006).
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Figura 1.16: Strutture chimiche di tocoferoli e tocotrienoli.

Nellolio di vinaccioli i tocoli predominanti song-tocotrienolo,a-tocotrienolo ex-
tocoferolo. Secondo risultati riportati in letters, la concentrazione dei tocoli € variabile
a seconda della cultivar d'uva e del metodo diaggine e la quantita di tocotrienoli
(I'ilsomeroy € il piu abbondante) e superiore a quella deifevob (Tabella 1.3.

a- a- ¥ Tocoli Metodo di

. . . . Rif.
tocoferolo tocotrienolo tocotrienolo totali estrazione

77.3-225.4 137.2-264.3 74.8-322.2 394-755 Pressa freddo  Demirtast al, 2013
Fernandest al,
2013

14-229 nd-352 nd-785 63-1208 Esano Cretal., 2006

86-244 69-319 499-1575 749-2192  Etere di petrolio

Tabella 1.3: Contenuti in mg/kg di tocoli nell’olio di vinacdiaiportati in letteratura.

Anche se i vinaccioli sono ricchi di composti pefiblici, come le proantocianidine

caratterizzate da una forte attivita antiradicalleaquantita di queste sostanze nell'olio e
limitata, a causa della natura polare della lonutttra chimica (Pardeet al, 2009;
Nakamura, 2003).
Maier et al. (2009) riportano che nell’olio non raffinato, imicsono presenti sedimenti, il
contenuto di polifenoli, principalmente acidi feiwole flavonoidi, raggiunge i 359.3
mg/kg, mentre in seguito a centrifugazione tale ngjtea diminuisce a 2.9 mg/kg,
diventando trascurabile. Percio anche i sedimeritiresidui della lavorazione dell’'olio
possono rappresentare una ricca fonte di sostammssidanti.
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1.7 Il potenziale antiossidante degli estratti dimaccioli

| polifenoli e i flavonoidi giocano un ruolo imparite nella prevenzione di disturbi
cardiovascolari e di malattie degenerative e talgpgieta appare correlata all’attivita
antiossidante che questi composti possiediond/o ein vitro.

L’'uva ed in particolare i vinaccioli sono una ridoente di sostanze benefiche tra cui
flavanoli monomeri (catechina ed epicatechina) medl, proantocianidine oligomere e
polimere e acidi fenolici. La capacita di catturaradicali liberi e di inibire I'ossidazione
dei lipidi di questi composti hanno portato alladib di possibili applicazioni industriali in
qualita di nutraceutici, alimenti funzionali e cenganti.

| nutraceutici sono supplementi dietetici contenemta forma concentrata di
componenti bioattivi estratti da alimenti e pres@mtuna matrice non alimentare (pillole,
capsule, polveri, fiale, ecc.). Lo scopo del lotdizzo e di apportare benefici alla salute
mediante I'assunzione di dosi superiori a quelterobili dal normale consumo alimentare
ma piu sicure rispetto ai farmaci, che spesso mawvo indesiderati effetti collaterali (Gil-
Chavezet al, 2013). | cosiddetti alimenti funzionali sono ipparenza simili ai cibi
convenzionali ma contengono ingredienti aventi lenadtrata capacita di apportare
benefici alla salute umana, sia migliorando le ¢zodi fisiche generali che diminuendo il
rischio di manifestarsi di malattie (Sief al, 2008).

Le industrie alimentari per stabilizzare i lipidieincibi e quindi prevenire
I'alterazione e aumentare il periodo di conserviagialei prodotti alimentari utilizzano
come antiossidanti e conservanti composti fenddicitetici, quali butilidrossitoluene
(BHT), butilidrossianisolo (BHA), terbutil idrochame (TBHQ) e alchil gallatiRigura
1.17 che hanno dimostrato di possedere deboli effe#thcerogeni e tossici a
concentrazioni elevate (Shahidi, 2000).

(H3C)3 \<>/ (CH3)s (;/ (CHz)3 @/ (CHz)3 \@/

COOC3H,
TBHQ Propil gallato (PG)

Figura 1.17: Composti polifenolici sintetici comunemente utiiéi come antiossidanti nell'industria
alimentare.

Percio l'interesse dei consumatori ed i regolamgatiernativi si sono rivolti verso
la ricerca di ingredienti alternativi, soprattugpolifenoli di origine naturale che sono
antiossidanti piu sicuri e con proprieta benefiaggiuntive.

L’elevata capacita antiossidante degli estrattridaccioli € dovuta alla presenza di
flavanoli e di proantocianidine oligomere a cui Gorstate attribuite proprieta
antiradicaliche, antivirali e antimicrobiche, aaicro, antinfiammatorie e protettive del
sistema cardiovascolare. | meccanismi alla bada teb attivitd antiossidante includono
la cattura di specie radicaliche, la chelazionanéialli di transizione e l'inibizione di
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enzimi (Coset al, 2003). In numerosi studi e stato trovato chdiVah antiossidante delle
proantocianidine aumenta fino ai trimeri per pairéscere con ulteriore polimerizzazione;
anche lintroduzione di un’unita di acido gallicsterificato in posizione 3 aumenta la
capacita di catturare i radicali liberi, mentreglacosilazione la diminuisce (Plung al,
1998; Lizarragat al, 2007).

Lo stress ossidativo e implicato nell'insorgere aeancro e di varie malattie
degenerative, e flavanoli e proantocianidine agiscanediante la regolazione dei
meccanismi di apoptosi cellulare. Le proantociarediproteggono inoltre il sistema
cardiovascolare inibendo la perossidazione dedilipiaggregazione piastrinica e la
fragilitd capillare, e stimolando la produzionepiate delle cellule endoteliali dell’ossido
nitrico (o0 EDR, endothelium-derived relaxing fagt@Coset al, 2003).

Gli estratti di semi d'uva contenenti catechinajcafechina e proantocianidine
oligomere, sono comunemente commercializzati coopplementi (es. Leucoselect®,
ActiVin™ ActiVin Plus™ Resveratrol, exGrape®) gr@azai benefici apportati dalle loro
proprieta antiossidanti e antiradicaliche (NasAsi-e Hosseinzadeh, 2009). La loro
attivita antibatterica ed antimicrobica potrebbenpetterne l'utilizzo anche in qualita di
conservanti per prevenire il deterioramento dei (Haydaret al, 2004; Adamezt al,
2012; Yu e Ahmedna, 2013; Peeigal,, 2010).

Gli stessi vinaccioli, caratterizzati da un elevatmtenuto di fibre (40%) oltre che di
polifenoli, in seguito ad essicazione e macinaziot@no una farina dalle notevoli
proprieta antiossidanti utilizzabile in alimentrtificati quali carne, pane ed oli ad elevato
contenuto di acidi grassi insaturi (Lutteredtal, 2011; Ozvural e Vural, 2011; Rossal,
2011).
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1.7.1 | tannini dell'uva e del vino

Le proantocianidine, o tannini condensati, songastieri € polimeri costituiti da
unita di flavan-3-oli Figura 1.18). Il termine ‘proantocianidina’ deriva dalla progta di
guesti composti di liberare antocianidine quandioposti a trattamento caldo in acido
minerale; il tipo di antociano rilasciato determind nome del sottogruppo
(proantocianidine, prodelfinidine, propelargonidieec.).

RR R R;
(+)-catechina OH H H
(-)-epicatechina H OH H

(+)-gallocatechina OH H OH
(-)-epigallocatechina H OH OH

Figura 1.18: Struttura chimica dei flavan-3-oli.

Le proantocianidine sono suddivise in vari sottpgiua seconda del numero di
gruppi ossidrilici presenti negli anelli A e B delcheletro del flavonoide. Le procianidine
(aventi sostituzione 3’,4’-diidrossi nell'anello B)le prodelfinidine (sostituzione 3',4’,5'-
triildrossi) sono le piu diffuse negli alimenti (3as-Buelga e Scalbert, 2000).

Le proantocianidine si distinguono anche a secalglla stereochimica dei carboni
asimmetrici C2 e C3 dell'eterociclo: il legame C3-Bud essere presente sia in forma
trans (2R, 3S) cheis (2R, 3R) come nella (+)-(gallo)catechina ed (Hfggdlo)catechina
rispettivamente.

Le unita monomeriche sono legate da legame direttidbonio-carbonio, detto
interflavanico, C4-C8 o C4-C6; queste proantociem@d/engono definite di tipo B (o B-
type), nel caso dei dimeri, o di tipo C, nel casotdmeri. Nelle proantocianidine di tipo A
(o A-type) oltre ai legami interflavanici € preser@nche un legame etereo, tra i carboni
C2-C7 o C2-C5, derivante da reazione ossidativeanmblecolare (Kondet al, 2000)
(Figura 1.19.

Le proantocianidine di tipo A non sono molto difus natura e sono caratteristiche
solo di alcuni frutti, quali litchi e mirtilli rogsai quali e stata attribuita la capacita di
prevenire infezioni del tratto urinario (Xet al, 2010; Fooet al, 2000), oltre a prugne,
avocado, arachidi e spezie quali curry e cann@ladt al, 2003; Guet al, 2003a). La
presenza di proantocianidine di tipo A, anche irm@ galloilata, &€ stata recentemente
determinata nei vinaccioli dell'uva (Passasl, 2007).
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B1: R,=OH; R,=H; R,=H; R,=OH
B2: R,=OH; R,=H; R,=OH; R,=H
B3: R,=H; R,=OH; R,=H; R,=OH
B4: R,=H; R,=OH; R,=OH; R,=H BS: Ry=OH; Ry=H; Ry=H; R,=OH
B6: R,=H; R,=OH; R;=OH; R,=H
B7: R,=OH; R,=H; R,=OH; R,=H
B8: R,=H; R,=OH; R;=H; R,=OH

OH
OH

OH

C1: R,=OH; R,=H
C2: R,=H; R,=OH A2: R,=OH; R,=H; R,=OH; R,=H

Figura 1.19: Struttura chimica di proantocianidine dimere mgie di tipo B e di dimeri di tipo A.

Le proantocianidine si trovano nelle parti solidedl’dva (bucce, semi, raspi) ma
sono state determinate, in quantita minori, ancékéamolpa (Manéet al, 2007). La
quantita, la struttura, il grado di polimerizzazom di galloilazione delle proantocianidine
varia a seconda della parte dell’acino in cui sloicalizzate.

Nei vinaccioli sono presenti solo procianidine @¢og#e da oligomeri e polimeri di
unita (+)-catechina, (-)-epicatechina e (-)-epichiea-3-O-gallato (Ricardo da Silea al,
1991; Prieuret al, 1994; Reeckt al, 2005); nelle bucce e nei raspi dell’'uva vi sore s
procianidine che prodelfinidine e si trovano quindnche (+)-gallocatechina, (-)-
epigallocatechina e (-)-epigallocatechina-3-O-gal(@ouquett al, 1996; Souquett al,
2000).

Le proantocianidine dei vinaccioli hanno un grado pdlimerizzazione medio
(calcolabile mediante tioacidolisi) pari a 10 comdhezza di catena compresa tra 2 e 20
unita, mentre polimeri tra 2 e 30 unita sono si@terminate nei raspi. Le proantocianidine
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delle bucce presentano un grado di polimerizzazioedio superiore, pari a 30, con un
numero di subunitd compreso tra 2 e 80, ed unamipporzione di subunita galloilate
rispetto ai semi (Priewst al, 1994; Souquett al, 1996; Labarbet al, 1999; Souquett
al., 2000; Monagast al, 2003). Nel vino la concentrazione di proantodare dipende,
oltre che dal contenuto di iniziale nell'uva, andtedla tecnica di vinificazione, e sono
state determinate sia procianidine che prodelim@dcon grado di polimerizzazione
compreso tra 6.4 e 15.6 (Fulcragtdal, 1999; Suret al, 2001; Monagast al, 2003).

Durante la fermentazione, la struttura dei tanastratti dall’'uva subisce processi di
ossidazione sia enzimatica che chimica che coimvalgoltre agli antociani, anche altre
molecole quali acetaldeide, acido piruvico e gliss. L'acetaldeide e prodotta durante la
fermentazione sia per via enzimatica che per acaopmto ossidativo con i polifenoli
auto-ossidati quali catechine o proantocianidifagido gliossalico (HCO-COOH) deriva
dall'ossidazione dell’acido tartarico dell'uva, nten I'acido piruvico deriva dal
metabolismo dei lieviti.

| flavanoli in soluzione acida formano con I'aceite legami a ponte etile tra le
unita di flavonoidi in seguito a reazioni di sastibne elettrofila sulle posizioni
elettronegative C6 o C8 dell’anello A, mentre landensazione tra flavanoli e acido
gliossalico forma prodotti incolori contenenti uaghme a ponte carbossi-metino che
riarrangiano in strutture di lattone o xantilioatilore giallo/arancio aventi un massimo di
assorbimento intorno a 440-460 nifigura 1.20). | prodotti di condensazione formati
sono incolori quando derivati solo dai flavanolrasso/viola quando sono presenti anche
antociani (Santos-Buelga e Scalbert, 2000).

Figura 1.20: Prodotti di condensazione tra flavanoli mediatdl'atsetaldeide (a sinistra) o dall'acido
gliossalico (a destra).

Il grado di polimerizzazione e di galloilazione ldeproantocianidine influenza le
proprieta tanniche, cioé I'astringenza provocathadeapacita dei tannini condensati di
legarsi alle glicoproteine della saliva. La sensagidi astringenza aumenta all’'aumentare
del grado di polimerizzazione, mentre un crescgnglo di galloilazione aumenta la
sensazione di ruvidita in bocca (Vidalal, 2003).

La capacita dei tannini di interagire con le pna¢eformando complessi solubili o
insolubili & una caratteristica comune sia dell@aptocianidine, cioé dei tannini
condensati, che dei tannini idrolizzabili.
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| tannini idrolizzabili del vino comprendono i galle gli ellagitannini, che nel primo
caso sono polimeri di D-glucosio ed acido gallicoet secondo sono polimeri di glucosio
e acido gallico, ellagico e/o esaidrossidifenictarinini idrolizzabili, quali la vescalagina
ed il suo epimero C-1 castalagina, derivano dahdedelle botti in cui il vino é fatto
invecchiare e poiché sono instabili in soluzion@adcolica sono facilmente idrolizzati ad
acido gallico ed ellagico per mezzo di acidi, bmginzimi (Jordaet al, 2005; Versaret
al., 2012) Figura 1.21).

Figura 1.21: Struttura chimica della vescalagina (a sinistrdgiacido ellagico (a destra).

Le interazioni tannino-proteina sono specificheieddono da diversi fattori, quali
la struttura chimica dei tannini e delle proteih@eapporto stechiometrico tannino/proteina
ed il pH. Le caratteristiche che favoriscono undefinterazione sono (Mc Rae e Kennedy,
2011):

= elevato peso molecolare sia dei tannini che detieepe;

= struttura molecolare aperta e flessibile;

= proteine contenenti molte unita di prolina.

La precipitazione del complesso tannino-proteinanfiuenzata dal pH e si osserva
maggiore precipitazione in prossimita del punteistirico della proteina.

Il meccanismo di legame proteina-tannino €& spiegktbinsieme di interazioni
idrofobiche e legami a idrogeno che intercorroredssi (Sarni-Manchadet al, 1999;
Frazier et al, 2010). Per esempio e stato dimostrato che kadahnico, un tannino
idrolizzabile con otto gruppi ossidrilici, possiege’alta ed inusuale affinita per le proteine
dovuta al fatto che ciascun gruppo gallato fornitee gruppi ossidrilici ed un anello
benzenico che possono stabilire rispettivamenteaniega idrogeno ed interazioni
idrofobiche con l'albumina del siero bovino (BSAJjdfmanet al, 2006; Soaresgt al,
2007).

Allo stesso modo, la sensazione di astringenzaataldall'interazione dei tannini
con le proteine della saliva umana e dovuta alksgmza di molte proteine ricche di
prolina che forniscono numerosi siti idrofobicii a&tformare legami con i tannini (Sarni-
Manchadeet al, 1999; McRae e Kennedy, 2011).
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1.7.2 | tannini nell'industria enologica

Le proantocianidine, insieme ai tannini idroliz2atsvolgono un ruolo fondamentale
nella qualita dei vini e, per assicurare vini catgrcon una buona struttura e rotondita,
I'estrazione dei polifenoli dalle uve dovrebbe essdevata.

In enologia si ricorre all’addizione di tannini corarciali con lo scopo di (Versaet
al., 2012):

= aumentare I'astringenza e I'aroma dei vini;

= precipitare le proteine;

» inibire I'attivita delle laccasi;

= stabilizzare il colore dei vini rossi e aumentaiingotenziale d’invecchiamento,

anche in combinazione con una micro-ossigenazimeelante la formazione di
pigmenti polimerici con gli antociani (Bautista-@ret al, 2005).
Sono anche utilizzati come additivi nei cibi (n.11@al Codex Alimentarius) in qualita di
coadiuvanti tecnologici ed agenti chiarificanti.

| tannini enologici commerciali sono prodotti natlirestratti da diverse fonti
botaniche, e grazie alla loro affinita per le pmo¢ee alla capacita di prevenire la casse
ferrica sono autorizzati dall’'OIV (Organisationémationale de la Vigne et du Vin, 2012)
per la chiarifica di mosti e vini. Possono essestradti da una sola specie botanica o
provenienti da specie diverse, quali semi d'uvgnéedi quercia, sommaco, castagno,
guebracho (un legname ottenuto da piante di varrediie e utilizzato per la concia delle
pelli).

Secondo il Codice Enologico Internazionale, doveebfsere chiaramente indicato in
etichetta I'origine botanica, il solvente utilizeatper I'estrazione ed il contenuto
approssimativo di polifenoli totali. Inoltre dovied essere stabilito il livello minimo di
flavanoli totali, acido digallico e scopoletina,saconda che l'estratto provenga da semi
d'uva, sommaco o quercia rispettivamente (OIV, 30Fiché spesso l'informazione
sull’origine botanica dell’estratto non €& specifagae possibile risalire alla provenienza in
base alla presenza o meno di marker caratteridtiadiascuna specie, ad esempio |l
quercitolo per il legno di quercia, oppure la presedi arabinosio e xilosio permette di
distinguere i tannini provenienti da legno di quer@uebracho e castagno da quelli di
semi d’uva, nei quali si trovano solo glucosiowdtssio (Sanzt al, 2008).

Le variabili legate ai benefici dell’'aggiunta dntani enologici sulla qualita del vino,

sono la natura, la struttura e purezza dei prqodattijuantita utilizzata ed il tempo in cui
viene effettuata I'aggiunta, oltre al contenutoifgololico iniziale del vino.
Nel processo di chiarifica e stabilizzazione deii Ve interazioni tra proantocianidine e
proteine aumentano significativamente con l'aumentiel grado di polimerizzazione e
galloilazione, poiché aumenta il numero di gruppo-diidrossifenolici che sono i siti per
la formazione dei complessi tannini-proteine (Ricada Silveet al, 1991a).

La capacita dei tannini enologici di miglioraredlore dei vini & stata investigata da
numerosi autori con risultati contrastanti: alcsiidi riportano un piccolo ma significativo
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aumento dell'intensita del colore dei vini, in peotar modo quelli prodotti da uve infette
da Botrytis cinerea probabilmente per l'inibizione delle laccasi datall’aggiunta dei
tannini enologici (Versart al, 2012; Bautista-Ortiet al, 2005).

Al contrario, secondo altri autori l'addizione dannini commerciali non altera
significativamente la composizione dei vini, se norguelli poveri in polifenoli. Inoltre
I'aggiunta dei tannini dopo la fermentazione alcalavrebbe un effetto piu positivo sulla
qualita del vino rispetto a quelli aggiunti prinideveset al, 2010).
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1.8 | flavonoli dell’'uva

| flavonoli sono i pigmenti gialli che contribuisco direttamente al colore dei vini
bianchi, mentre nei vini rossi sono mascherati idagtociani. Nell'uva si trovano nelle
bucce dove agiscono da agenti schermanti versadiazione UV della luce solare, per il
forte assorbimento in corrispondenza delle lungbelanda UV-A (325-400 nm) e UV-B
(280-325 nm) (Castillo-Mufioet al, 2007). Le cultivar d’'uva cosiddette “tintoree”nso
note per contenere flavonoli ed antociani anchdanpblpa degli acini (Hermosin-
Gutiérrezet al, 2011) Figura 1.22).

| flavonoli sono i principali polifenoli coinvolthel fenomeno di copigmentazione nei
vini rossi, che provoca un aumento dell’estrazidee sostanze antocianiche durante il
processo di vinificazione e lintensificazione deblore rosso con uno spostamento
batocromico verso lunghezze d’onda violacee dahclalare tipico dei vini rossi giovani.

Il contenuto totale e la composizione di flavondipendono essenzialmente dal
genotipo, anche se possono in parte essere inftietafattori biotici e abiotici. Le varieta
d’'uva bianche e rosate sintetizzano principalmentderivati mono- e disostituiti
nell'anello B, quali campferolo, quercetina e isoretina, mentre le varieta rosse
sintetizzano anche i composti trisostituiti mirinet laricetina e siringetina (Mattieit al,
2006; Castillo-Munozt al, 2010; Figueiredo-Gonzalez al, 2012). Il contenuto totale di
flavonoli nelle varieta dV. viniferae compreso tra 1 e 80 mg/kg uva, e le varietéeross
sono solitamente piu ricche di quelle bianche (Maét al, 2006).

La sintesi dei flavonoli ha inizio nel fiore e raggge la concentazione massima
poche settimane dopo l'invaiatura per poi stabdlisz ed infine decrescere con 'aumento
delle dimensioni dell'acino durante la maturazidi®dwney et al, 2003). Inoltre, la
biosintesi dei flavonoli appare legata all'irrad@ze solare maggiormente rispetto ad altri
metaboliti dell'uva. In particolare la radiazion&/4B attiva la biosintesi dei flavonoli, e
tutte le pratiche viticole che favoriscono I'espisne diretta dei grappoli alla luce solare
determinano un incremento della concentrazionefldeonoli nell’acino (Haselgrovet
al., 2000).

Ry Ry
Campferolo H H
Quercetina H OH
Miricetina OH OH
Isoramneting H OocCH
Laricetina OH OCH
Siringetina OCH OCH;

Figura 1.22 Struttura chimica degli agliconi dei principdi¥onoli dell’'uva.

I principali flavonoli delluva sono miricetina, @ucetina e campferolo presenti
principalmente come glucosidi e glucuronidi; reeeménte sono stati determinati anche
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laricetina, isoramnetina e siringetina nelle foraieglucosidi, glucuronidi e galattosidi
(Mattivi et al, 2006; Castillo-Munoet al, 2010).

Le comuni pratiche di vinificazione, quali il cotttacon le bucce ed i processi di
stabilizzazione e di invecchiamento, sono respahsdibsignificativi cambiamenti del
contenuto di flavonoli dei vini sia dal punto dista qualitativo che quantitativo. La
vinificazione dei vini bianchi preclude il contattdel mosto con la vinaccia, di
conseguenza l'estrazione dei flavonoli nelle buedienitata rispetto ai vini rossi nei quali
si trovano anche gli agliconi liberati dall'idraliacida (Makriset al, 2006; Hermosin-
Gutiérrezet al, 2011).

La biosintesi dei polifenoli nelle uwg. viniferae controllata da fattori genetici e le
differenze tra cultivar sono spesso sufficientemegrandi da poter utilizzare la
composizione polifenolica delluva come uno strutoerper l'autenticazione e la
differenziazione delle varietd. Nel caso di uveseos profili antocianici sono stati
ampiamente utilizzati per fini di identificazionanetale. Anche i flavonoli, che rispetto
agli antociani hanno il vantaggio di essere presgatnelle uve rosse che bianche, sono
utilizzati per differenziare le cultivar, ed insiemagli antociani rappresentano gli indicatori
chimici per la caratterizzazione varietale dellee vy dei vini (Mattiviet al, 2006;
Hermosin-Gutiérreet al, 2011).
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1.9 Varieta Vitis vinifera studiate

Tra i Paesi viticoli europei, I'ltalia, con piu di.500 vitigni da vino ufficialmente
registrati, e il piu ricco di diversita ampelogc] e il numero aumenta notevolmente se si
considerano i vitigni minori, rari e in via di ablmono che sono stati recuperati negli
ultimi 20 anni.

In seguito alla diffusione della flavescenza dokdgHa vite, verso la fine del secolo
scorso, si é assistito alla sostituzione delleetariocali con vitigni di importazione,
accentuando il processo di “erosione ampelografin&iato nell’800 con la comparsa
della fillossera. Vitigni ben adattati alle condizi ambientali di specifiche localita sono
stati via via sostituiti dai cosiddetti vitigni ‘tiernazionali”, perché erano meno produlttivi o
meno resistenti alle malattie o perché i vini afttmon corrispondevano ai gusti del
mercato. | vitigni autoctoni o tradizionali tuttavrappresentano un patrimonio biologico
che deve essere salvaguardato ed un patrimoniaraleltlocale, originale e autentico
(Schneider, 2006).

Da alcuni anni I'attenzione delle istituzioni e geoduttori italiani si € concentrata
sulla valorizzazione ed il recupero dei vecchigritj come risorsa per difendere la
produzione vitivinicola nazionale, vista la fortencorrenza che interessa il commercio nel
mercato mondiale dei vini internazionali. Sono glisorti progetti per la salvaguardia, il
recupero e la valorizzazione di vecchi vitigni déresse regionale, varieta autoctone che
siano in grado dare prodotti originali e di qualgapressione del territorio da cui derivano.

Il Veneto ed il Friuli Venezia Giulia sono due regi di antiche tradizioni viticole
con un ricco patrimonio di varieta autoctone cheosanche la base di vini famosi. La
valorizzazione di questi vitigni comporta una carewa approfondita della varieta e la
ricerca delle tecniche colturali ed enologiche phssano esaltarne le componenti varietali
(Schneider, 2006).

Il progetto RGV/FAO per la salvaguardia e l'utilzzdelle Risorse Genetiche
Vegetali & stato istituito a partire dal 1994 dalnigtero delle Politiche Agricole,
Alimentari e Forestali (MiPAAF) ed e finalizzatdaatonservazione, caratterizzazione, uso
e valorizzazione delle risorse genetiche vegetali palimentazione e I'agricoltura.
Nell’ambito del progetto, che vede la partecipaeioln diverse istituzioni tra cui il Centro
di Ricerca per la Viticoltura (CRA-VIT), é stataw@dto lo screening e la caratterizzazione
di nove vitigni autoctoni del Veneto e del Friulelezia Giulia per i quali si dispone di
informazioni limitate e frammentarie, studiando argmetri chimici che maggiormente
determinano le caratteristiche organolettichetglaita dei vini.

Le nove varietdV. vinifera provenienti da zone diverse del Friuli Veneziali@ie
del Veneto sono: Boschera, Grapariol, Cividin er8signa a bacca bianca; Cabrusina,
Dindarella, Cjanorie, Fumat e Pignolo a bacca r¢Eabella 1.4.
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VARIETA’ Colore Zona dicoltivazione

Boschera B Veneto (TV)

Cabrusina R Veneto (VR)

Dindarella R Veneto (VR)

Grapariol B Veneto

Cjanorie R Friuli Venezia Giulia
Fumat R Friuli Venezia Giulia
Pignolo R Friuli Venezia Giulia (UD)
Cividin B Friuli Venezia Giulia
Sagrestana B Friuli Venezia Giulia

Tabella 1.4: VarietaVitis Viniferastudiate e zona di provenienza e coltivazionevéiRieta a bacca rossa, B:
varieta a bacca bianca).

La conoscenza dei contenuti polifenolici della bace dei vinaccioli e dei loro
rapporti permette di valutare le attitudini enoldgg delle uve al fine di poter attuare le
tecniche di vinificazione piu idonee in cantina @efano e Cravero, 1991); lo studio della
composizione di antociani e flavonoli € uno strutbemtile per la classificazione
chemotassonomica delle uve e pud risultare utiledifferenziare anche varieta
apparentemente simili (Mattiet al, 2006).

Vengono di seguito riportate le principali carattiche riportate nel Registro

Nazionale delle Varieta di Vite per le nove varistiadiate.

1.9.1 BOSCHERA

= QOrigine
Vitigno coltivato da tempo antico sulle collineanto a Vittorio Veneto (TV) ed
attualmente diffuso nel comune di Fregona (TV) daasstituisce uno dei vitigni
fondamentali nella produzione del vino bianco pgassenominato “Torchiato di Fregona”
(Cancellier, 1992). La varieta e iscritta al Cagald\Nazionale delle Varieta di Vite con
D.M. 30/10/1992.
= Descrizione ampelografica
Germoglio: apice semi-aperto, cotonoso, giallo con bordi leggate carminati.
Foglia: grande, pentagonale, pentalobata; profilo del lemlwkei lobi revoluto; seno
peziolare a V aperto; seni laterali superiori dérniori ad U aperta.
Grappolo a maturita industriale: medio, piramidale, alato, di media compattezza.
Acino: medio, ellittico, irregolare; buccia con leggerauipa, spessa, consistente,
verde-giallastra punteggiata da macchioline marroni
= Fenologia
Germogliamento: precoce.
Fioritura : media.
Invaiatura: medio-tardiva.
Maturazione: medio-tardiva.
= Utilizzazione
Per la vinificazione.
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1.9.2 CABRUSINA

= QOrigine

Vecchio vitigno a bacca nera del veronese, di duihanno pochi riscontri
bibliografici. Poche sono le notizie storiche siespa varieta coltivata nella provincia di
Verona. La prima descrizione ampelografica si trova “Vecchi vitigni veronesi”
(Cancellieret al., 1980) dove viene definita varieta vigorosa, mailéagata, in grado di
dare produzione elevata; il vino che si ottiendedalie uve € definitoifiteressante come
base di taglio per acidita e coldteQuesta varieta non € iscritta al Catalogo Nazien
delle Varieta di vite.

= Descrizione ampelografica

Germoglio: medio, vellutato, di colore biancastro con sfumatioronzate, eretto di
colore verde con striature rossastre;

Tralcio erbaceo: sezione trasversale circolare; contorno leggerenamstoluto,
glabro di colore verde rosso dalla parte espossalal

Viticci: intermittenti bifidi o trifidi, lunghi, grossi di colore verde nosfumature
bronzate;

Infiorescenza:lunghezza 20-25 centimetri piramidale;

Foglia: medio grande, pentagonale, quinquelobata, senmlpezia U aperto che
gualche volta segue le nervature: denti lateralion@onunciati irregolari, convessi a base
larga. Colore della pagina superiore verde cuperioife verde chiaro. Lucida;

Grappolo: grosso, compatto, piramidale corto, con una o diyigoeduncolo lungo
molto grosso;

Acino: grande di forma discoide irregolare, buccia riccardina, spessa di colore
del frutto del rovo. Succo incolore di sapore neutr

Vinaccioli: 2-3, piriformi sottili.

= Fenologia

Germogliamenta medio-tardivo;

Fioritura: media;

Invaiatura: medio-tardiva;

Maturazione: medio-tardiva.

= Caratteristiche ed attitudini colturali

Vigoria: vigoria elevata ma equilibrata, portamento vegetaticadente;

Produzione: media-elevata;

Fertilita delle gemme basali media;

Fertilita media: medio-buona;

Resistenza alle malattieresistente alle principali crittogame.

» Giudizio organolettico sul vino

Colore rubino violaceo non molto intenso. OdoretreeSapore abbastanza acido, di
buon corpo, molto sapido. Complessivamente pudtaiguinteressante per il buon corredo
polifenolico ed antocianico e in particolare pesla acidita.
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1.9.3 DINDARELLA

= QOrigine

Varieta della Valpolicella, che, per i problemiallegagione che presentano alcuni
biotipi, viene chiamata anche “Pelara”. Le anaf@isnetiche recenti hanno definito la
Dindarella e la Pelara come biotipi diversi deliessa varieta (Angeliret al, 1980). La
varieta, iscritta al Catalogo Nazionale delle Vridi vite con D.M.: 23/07/1987, e stata
successivamente inserita tra le varieta autorizaigdecoltura per la provincia di Verona e
tra quelle che compongono l'uvaggio del ValpoliaelLa sua coltivazione € comunque
ancora molto limitata (Cancellier e Giacobbi, 2004)

= Descrizione ampelografica

Germoglio: medio, vellutato, di colore biancastro, asse leggete curvo;

Tralcio erbacea sezione trasversale ellittica, contorno leggemsmeangoloso, di
colore verde, un po’ arrossato dalla parte del;sole

Viticci: bifidi o trifidi, lunghi grossi di colore verde;

Infiorescenza lunghezza 25-30 centimetri con grandi ali;

Foglia: pentagonale, medio grande, quinquelobata, Senolpezia U seguente per
un tratto le nervature, seni laterali superiorira thiusa a volte a bordi sovrapposti seni
laterali inferiori a U o a lira, di colore verdepmualla pagina superiore, verde chiaro la
parte inferiore. Lucida;

Grappolo: grosso di media compattezza, di forma piramidade, £ o 2 ali a volte
molto pronunciate, peduncolo visibile grosso, skgRoso;

Acino: di media grossezza, di forma irregolare, bucciaaridi pruina, di colore
rosso-blu e con riflessi violacei a maturaziones&pore caratteristico;

vinaccioli: 1-2, piriformi, con becco sottile, di dimensionufibsto piccole.

* Fenologia

Germogliamenta medio;

Fioritura: media;

Invaiatura: media-tardiva;

Maturazione: media.

= Caratteristiche ed attitudini colturali

Vigoria: buona, equilibrata, ricca di femminelle;

Produzione buona (inferiore nel biotipo Pelara);

Fertilita delle gemme basali media;

Fertilita media : buona;

Resistenza alle malattiebuona.

» Giudizio organolettico sul vino

Colore rosso rubino brillante. Odore fine, vagaraeatomatico, dal floreale allo
speziato. Di medio corpo, molto sapido. Complessmate molto interessante per |l
particolare corredo aromatico, vinificata in pur@zzroduce vini freschi, sapidi, aromatici
mediamente alcolici e di facile beva.
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1.9.4 GRAPARIOL

= QOrigine

Nei lavori di recupero dei vecchi vitigni venetingostati trovati a Zenson di Piave
due diversi vitigni a bacca bianca denominati “Gwag”, che, a detta dei viticoltori,
sembrano corrispondere alla Rabosa e infatti vemghiamati anche “Rabosa bianca”.

= Descrizione ampelografica

Germoglio: l'apice € di colore biancastro, con orlo leggerteemarminato;
foglioline spiegate sono di colore verde-giallasfrortamento eretto.

Foglia: di medie dimensioni, tondeggiante o pentagonaémtgiobata, di colore
verde medio, bollosa, un po' a coppa; seno peeialae sembra chiuso, ma a foglia stesa
su un piano diventa aperto e ha la base a V; tlemghi, concavo-convessi, a base stretta;
pagina superiore glabra, quella inferiore presdstke setole sulle nervature.

Grappolo a maturita: di media grandezza, allungato, cilindrico, spessato,
abbastanza spargolo e termina generalmente a mlappia, come il Raboso Piave;
peduncolo lungo e parzialmente lignificato.

Acino: di medie dimensioni, arrotondato, di grossezzdoumie; buccia, spessa e
punteggiata, di colore giallo dorato nella pan®lta verso la luce; polpa molle, succosa, a
sapore molto dolce e insieme acidulo, non aromatico

= Fenologia

Germogliamento: abbastanza precoce

Maturazione dell'uva: medio-tardiva; la raccolta infatti avviene tra fiae di
Settembre e l'inizio di Ottobre.

= Caratteristiche ed attitudini colturali

Vigoria: buona; nella zona classica di coltivazione venilevato tradizionalmente
a cassone, ma nei nuovi impianti e stato sostitlatdSylvoz.

Produzione: buona e regolarélevata la gradazione zuccherina e buoni i contenut
acidi delle bacche.

Fertilita: buona (1,5-1,7), anche sulle gemme basali.

Resistenza ai parassiti ed altre avversitae molto rustico, poco sensibile alla
peronospora e alle altre crittogame, e non é stmggenarciume.

= Utilizzazione
Per la vinificazione.

(Fonte bibliografica: Cancellier e Michelet, 2006)

1.9.5 CJANORIE

= QOrigine
Vitigno autoctono del Friuli, maggiormente diffusel circondario di Gemona. Il suo
nome deriva da canna, che in friulano si dic@ne.

= Descrizione ampelografica
Germoglio: apice aperto, cotonoso.
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Foglia: medio-piccola, pentagonale, trilobata; seno pemadgerto.

Grappolo a maturita: medio e spargolo.

Acino: medio, ellittico, irregolare; buccia sottile prusa di colore bleu-nero.
= Fenologia

Germogliamento: tardivo.

Fioritura : media.

Invaiatura: tardiva.

Maturazione: medio-tardiva.
= Dati produttivi

Peso medio del grappolobasso (119.4 g)

Peso medio dell’acinomolto basso (1.3 g)

Tenore in zuccheri del mosta medio (16.7-17.5 g % ml)

Acidita totale del mosta medio (9.5 g ac. tart. %o ml)

Produzione per ceppo3.5-4.7 kg
= Utilizzazione

Per la vinificazione.

(Fonte bibliografica: Estratto dalla domanda di isgione della varieta al Registro

Nazionale presso il MIPAAF)

1.9.6 FUMAT

= QOrigine

Vecchio vitigno del Friuli.

= Descrizione ampelografica

Tralcio: color cannella-rossiccio, rigato, internodi medunghi.

Foglia: a 3 0 5 lobi, piu larga che lunga, pagina superiiscia, verde-carico, inferiore
verde-chiaro, con tomento corto vellutato; seniesigpi aperti, quello peziolare molto
aperto, dentatura marcata.

Grappolo: medio o piccolo, conico, o cilindrico ad acinidrararamente alato;
peduncolo lungo, lavato di rosso;

Acino: medio, sferico; buccia consistente; succo abbdedalolce. Non € pero molto
produttivo.

* Fenologia

Maturazione: precoce.

(Fonte bibliografica: http://www.sangiorgioinsientéampelografia-friuli-1923.htm)

1.9.7 PIGNOLO

= QOrigine
Vitigno autoctono rosso del Friuli. In Friulano gAul", da non confondersi con
I'omonimo vitigno a frutto bianco della vicina piogia di Treviso.
= Descrizione ampelografica
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Germoglio: di colore rosso vivo, peloso, con foglioline teralindiversamente
colorate.

Foglia: piccola, caratteristica, trilobata, di colore verddenso nella pagina
superiore; lamina sottile, ma consistente, a matgggermente revoluti; pagina superiore
vescicolosa; pagina inferiore di colore verde ahiaellutata o feltrata; seni laterali aperti,
profondi, arrotondati; seno peziolare aperto, pndfg denti finali uncinati; dentatura della
foglia non molto profonda, abbastanza regolargalamucronata; nervature rilevate, rosse
alla base.

Picciolo: lungo quanto la nervatura centrale, di colore rosso, ruvido, rotondo,
leggermente peloso.

Tralcio legnoso: sottile, sarmentoso, di media lunghezza, leggereemgoso, di
colore bruno tendente al rosso; nodi ingrossaterimodi di lunghezza media;, gemme
coniche, appuntite, poco sporgenti.

Grappolo: cilindrico, semplice, serrato, piccolo; peduncalbusto, medio, erbaceo,
di colore verde-giallo; raspo robusto, erbaceocalore verde chiaro; pedicelli corti, di
colore verde chiaro.

Acino: piccolo, rotondo; pennello piccolo, incoloro; buk@ruinata, nera, spessa,
piuttosto coriacea, leggermente tannica; polpa endéndente al carnoso, di sapore
semplice, dolcissima.

= Fenologia
Maturazione: piuttosto tardiva.
= Caratteristiche ed attitudini colturali

Vigore: medio; aspetto e portamento caratteristici (cespsigl

Produttivita: piuttosto scarsa, costante.

Resistenza alle malattiedebole; soffre fortemente gli attacchi dell'oidium.

= Utilizzazione

Da un vino di colore rosso chiaro, profumato, detic sapido, armonico, alcolico.

(Fonte bibliografica: Poggi G., 1939)

1.9.8 CIVIDIN

= QOrigine
E' un vecchio vitigno del Friuli che si trova angmparso e mescolato nei filari
insieme ad altre varieta.
= Descrizione ampelografica
Germoglio: apice aperto, cotonoso.
Foglia: di grandezzanedia, pentagonale, trilobata; seno peziolare apert
Grappolo a maturita: piccolo, corto e compatto.
Acino: di dimensioni medio-piccole di forma ellittico ¢ay buccia di medio
spessore pruinosa, di colore verde-giallo.
* Fenologia

41



Germogliamento: tardivo.
Fioritura : media.
Invaiatura: media.
Maturazione: tardiva.
= Dati produttivi
Peso medio del grappolobasso (121.7 g)
Peso medio dell'acinobasso (1.4 g)
Tenore in zuccheri del mosta basso (15.2 g % ml)
Acidita totale del mosta elevata (11.0 g ac. tart. %o ml)
Produzione per ceppo?2.4 kg
= Utilizzazione
Per la vinificazione.
(Fonte bibliografica: Estratto dalla domanda di isgione della varieta al Registro
Nazionale presso il MIPAAF)

1.9.9 SAGRESTANA

Non sono state trovate informazioni in letteratugaardanti la varieta Sagrestana.
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1.10 Gli ibridi produttori diretti

Accanto alle variet¥itis vinifera utilizzate per la produzione di uva soprattutto p
il settore enologico, esistono numerose variefbrdii provenienti da esperimenti condotti
durante la seconda meta del XIX secolo per migiela caratteristiche di resistenza della
vite alle malattie, quali oidio, peronospera eofiliera.

In seqguito all'invasione della fillossera, l'afidehe attaccava le radici delle viti
causandone il disseccamento e la morte, moltiniitgitoctoni americaniMitis riparia, V.
rupestris, V. berlandieri, V. labrusta loro ibridi furono utilizzati come “portainnést
cioé su di essi vennero innestate le antiche \vietinifera

La piu antica delle viti americane conosciuta indpa € I'lsabellaV. viniferax V.
labruscg o uva fragolao semplicemente “uva americana”) a cui si aggitmgéd aylor, lo
York Madeira, il Clinton V. riparia x V. labruscg, il Clinton bianco o Noah, il Jacquez,
I'Othello, I'Herbemont, ed altri: si trattava deosiddetti “antichi produttori diretti” o
“ibridi degli antichi cataloghi”. Ben presto si dette perd constatare che tali vitigni si
adattavano poco ai terreni europei calcarei. ladéruve presentavano piu 0 meno spiccato
aroma e sapore “di fragola” (detto andbgy, di volpino), che non era gradito soprattutto
nel vino.

La scarsa adattabilita delle viti americane spinsativatori a sperimentare ulteriori
nuove soluzioni che permettessero di ottenerevatisa l'ibridazione tra viti americane e
V. viniferanuovi vitigni: gli Ibridi produttori diretti o Ibdi. Queste varieta, derivate da un
incrocio interspecifico (ISC, Inter-Specific Crasg), sono il risultato degli sforzi di
combinare la qualita delle tradizionali varietagaee V. viniferg con i tratti di resistenza
alle malattie tipici delle varieta american¥. (riparia, V. labrusca, V. aestivalis, V.
berlandieri, V. amurensjs

Un insieme di ibridatori francesi crearono una wolte quantita di nuovi ibridi
produttori diretti dando vita alle lunghe liste ibridi creati da Couderc, Seibel, Castel,
Jourie, Baco, Bertille Seyve, Seyve Villard ecayel ogni ibrido era contraddistinto dal
nome del suo costitutore e dal numero che essavyzomelle collezioni o nei vivai
(Dalmasso, 1979).

Purtroppo pero queste varieta spesso non possaregae e qualita delle varieta
originarie, e davano vini di bassa qualita caretteti, oltre che dal tipico aroma “foxy”,
anche da una notevole acidita e dalla possibilsegmza di metaboliti tossici, in particolare
il metanolo derivato dall'idrolisi delle pectine. exnero percio presi una serie di
provvedimenti legislativi intesi a proibire o alneem disciplinare severamente la loro
coltura e vinificazione.

In ltalia, la legge n. 376 del 23 marzo 1931 pnabdovunqgue la coltura di questi
ibridi, fatta eccezione per gli Istituti di studeosperimentazione, nonché per le province
nelle quali gli organi ministeriali e sindacali a®rebbero riconosciuta Il'utilita. Questa
legge non fu mai rigidamente applicata ma permisenettere un freno all’eccessiva
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diffusione di questi vitigni impedendo che quediidiaittura si sostituissero ai vitigni
autoctoni e tradizionali.

L’articolo 22 della Legge contro le frodi nei mostinei vini (D.P.R. 12 febbraio
1965) vieto la vendita di mosti e vini proveniedsi vitigni diversi d&V. vinifera,quindi da
ibridi. La linea legislativa é rimasta invariatadi ad oggi e per ultimo il regolamento CE
n. 479/2008 che all’articolo 24 stabilisce:

“Gli Stati membri possono classificare come varidiauve da vino soltanto quelle che
soddisfano le seguenti condizioni:

a) la varieta in questione appartiene alla specitsWinifera o proviene da un incrocio
tra la specie Vitis vinifera e altre specie del genVitis;

b) la varieta non & una delle seguenti: Noah, Qthelsabelle, Jacquez, Clinton e
Herbemont”.

Sebbene rigettati nei loro territori di nascita, igridi produttori diretti vennero
accettati e sono attualmente coltivati in molteiorgdegli Stati Uniti (nella parte Nord-
Settentrionale), del Canada, dell’America Latina particolare in Brasile (Nixdorf e
Hermosin-Gutiérrez, 2010), ma anche in altre ragiehmondo come il Giappone, dando
origine a produzioni vinicole regionali tipiche.

1.10.1 Le varieta ibride studiate

In generale i costituenti chimici delle uve delkrieta ibride sono stati poco studiati
rispetto alle varietdV. viniferg e potenzialmente presentano caratteristiche andatte
accomunano tali varieta ai progenitori americanér sempio, sono caratterizzate
dall’'aroma foxy e dapronunciati sapori fruttati, dovuti alla presenzaadtranilato di
metile, furaneolo e 2-ammino-acetofenone, assewéice nell’'uva dV. vinifera Un’altra
differenza a livello chimico e la presenza di ardot diglucosidi, mentre le uve di.
vinifera contengono essenzialmente antociani monoglucokalipresenza di antociani
diglucosidi & un importante parametro legalmenilezato per rivelare frodi nel vino.

Gli ibridi produttori scelti come oggetto di studpresentano caratteristiche che i
rendono potenzialmente interessanti anche perbimenergetici: sono caratterizzati da
un’elevata produttivita di uva per ceppo con albmtenuto zuccherino, elevata vigoria e
resistenza alle malattie crittogamiche, buon adstdao alla coltivazione in zone marginali
e non vocate alla viticoltura. Il loro impianto pettbe portare a produrre bioetanolo di
prima generazione dallo zucchero del mosto, oliovidaccioli, bioetanolo di seconda
generazione dalla cellulosa ed emicellulosa re@lpler da vinacce, raspi e residui di
potatura (Progetto VITENERGY1: individuazione drieta di vite yitis sp.) e metodi di
gestione del vigneto con produttivita e sosteriildonee alla produzione di bioetanolo,
olio e cellulosa da impiegare come fonti di biogmerfinanziamento MiPAAF.).

| considerevoli livelli di composti bioattivi prese in queste uve una volta recuperati
dai residui di fermentazione (estratti polifengliantociani e flavonoli) possono trovare
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impiego nell'industria dei coloranti e degli ansafanti naturali, aumentando
notevolmente la sostenibilitd economica di una icadione viticola dedicata alla
produzione di bioenergie (De Rossioal, 2012; De Marchet al, 2012).

La collezione del germoplasma viticolo del CentioRicerca per la Viticoltura
comprende un grande numero di ibridi, presentiagjartire dal 1920, che non sono mai
stati compiutamente studiati dal punto di vistaraho.

All'interno delle 150 varieta di ibridi produttodiretti presenti in collezione sono state

selezionate, per il loro potenziale energeticoyvadeta comprendenti 21 uve rosse e 11
bianche. Dai dati riportati iTabella 1.5si pud osservare che le varieta Bertille Seyve
4825, Seyve Villard 23-399 e Seibel 9110 potreblemsere interessanti per produzioni di
biomassa e bioetanolo, presentando una produtfétao superiore a 14 kg d’'uva per

pianta.

Varieta Incrocio Interspecifico Uva
(kg/ceppo)
Baco 1 R | Folle Blanche/( viniferg x Grand Glabre\{. riparia) 5.7
Baco' 30-12 R| Baco 1 x Chasselas Raseviniferax V. rupestri$ 6.0
Bertille Seyve 1808 R Bertille Seyve 425 (Couderc 132-11 x Seibel 200Bexille 8.6
Seyve 227
Bertille Seyve 4825 R| Bertille Seyve 2667 x Seig05 14.6
Burdin 4077 R | Seibel 6905 x Seibel 5455 11.9
Clinton R | V. riparia x V. labrusca 5.1
Couderc 25 R| Couderc 7120¥\.iniferax V. lincecumij 9.8
Galibert 238-35 R| Seyve Villard 12 401 x Cinsatiniferg 9.7
Seibel 8357 R| Seibel 6150 x Seibel 5455 9.2
Seibel 8745 R| Seibel 5163 x Seibel 880 10.0
Seibel 10878 R| Seibel 2859 x Seibel 4643 7.7
Seyve Villard 12-347 R | Seibel 6468 x Seibel 6905 7.1
Seyve Villard 12-390 R | Seibel 6468 x Seibel 6905 8.2
Seyve Villard 23-369 R | ? 10.4
Seyve Villard 23-399 R | ? 14.5
Seyve Villard 29-522 R | ? 9.8
Terzi 100-31 R| ? n.d.
Terzi 108-6 R| ? n.d.
Terzi 9746 R| 2 n.d.
Sconosciuto 1 Rl 2 n.d.
Sconosciuto 2 Rl 2 10.1
Baco 2-16 B | Baco 45A (Baroque x Noah\(=riparia x V. labruscg) x Bacol 6.9
Burdin 7419 B (_Zouderc _Noir (Jaeger 70\Atis viniferg x (V. viniferax V. 118
lincecumi)
GA 48-12 B| ? 9.2
Galibert 152-26 Bl 2 8.3
Galibert 255-43 B V_iIIard_ planc (Seibel 6468 x Seibel 6905) x Regiled vigneti 8.8
(=V. viniferg
Galibert Treblanc B| 7 9.4
GF 84-21-9 B| ? 9.9
Inc. Bruni 624 B | Picolit x Villard blanc (Seibel 68 x Seibel 6905) n.d.
Seibel 9110 B | Seibel 5455 x Seibel 4938 14.0
Seibel 10173 B| Plantet (Seibel 446V xberlandier) x Seibel 6089 7.3
. Seibel 6468 (Seibel 4614 (Seibel 752 x (Seibel 2003
Seyve Villard 12-378 B | |0 1andien)) x Seibel 3011) x Seibel 6905 10.1

Tabella 1.5: Varieta ibride studiate e produttivita media detieiata negli anni 2010-2013. R = varieta a
bacca rossa; B = varieta a bacca bianca. n.d.:determinato. ? = incrocio interspecifico sconosziut
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1.11 Metodi analitici utilizzati

| metaboliti, in relazione alla loro natura chimicgono stati studiati utilizzando
diverse tecniche strumentali quali la spettrofotormeUV-Vis per la determinazione di
indici colorimetrici (ad es. determinazione degldici di antociani, polifenoli e flavonoidi
totali), la cromatografia liquida ad elevate pregiai (HPLC) accoppiata a rivelatori
spettrofotometrici, rifrattometrici e di spettromatdi massa (MS) per lo studio dei profili
dei composti piu polari (antociani, flavonoli, fwoli, acidi idrossicinnamiltartarici), la
gascromatografia abbinata alla spettrometria dism@&C/MS) per la determinazione dei
composti volatili (sostanze aromatiche, esteri Wola Le tecniche di estrazione dei
composti chimici dalle diverse parti dell’acino imgate in laboratorio hanno visto
I'utilizzo di processi di purificazione degli esttiamediante tecniche di estrazione in fase
solida (SPE) e di estrazione liquido-liquido.

La cromatografia liquida (HPLC) accoppiata ad welatore a serie di fotododi
(Diode Array Detector, DAD) rappresenta un impottastrumento per I'analisi dei
polifenoli nell'uva e nel vino. | composti polifeha presentano caratteristici massimi di
assorbanza nella regione UV/Vis: gli antociani & 52n, i flavonoli a 360 nm, gli acidi
idrossi-cinnamici a 320 nm ed i flavan-3-oli a 28n. Con questo metodo
I'identificazione dei composti avviene registranglospettri di assorbimento caratteristici
dei singoli composti e sulla base dell'ordine diigbne dalla colonna (Favretto e Flamini,
2000).

L’accoppiamento di HPLC e spettrometria di massa/KLS) permette di effettuare
la caratterizzazione strutturale delle molecole particolare quando gli standard
commerciali non sono disponibili, i picchi cromatafici si sovrappongono o i tempi di
ritenzione e gli spettri di assorbimento dei contipseno molto simili (Wanget al, 2003;
Giusti et al, 1999; Castillo-Mufiozet al, 2007). | metodi LC/MS con l'impiego di
analizzatori a triplo quadrupolo permettono inoltieoperare in modalitd di scansione
dello ione precursore (De Rossbal, 2012).

Le tecniche di ionizzazione di Electrospray lon@at(ESI) e Matrix Assisted Laser
Desorption lonization (MALDI) sono utilizzate pelahalisi di molecole con alti pesi
molecolari (lipidi, proteine, oligosaccaridi, trigridi, proantocianidine), poiché
forniscono il segnale dello ione pseudo-molecotdre consente di risalire alla massa del
composto. | trigliceridi sono molecole stabili cti@nno pochi prodotti di frammentazione
sia in ionizzazione MALDI che in Electrospray loaion (ESI), percido da un singolo
spettro e possibile ottenere la composizione cosspla di trigliceridi (Schilleret al,
2004). La tecnica di spettrometria di massa MALD3p&sso utilizzata come metodo di
scelta per l'analisi di tannini poiché e un metaoefficace per la caratterizzazione di
polimeri sintetici e naturali (Hantcet al, 2001).
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1.11.1 La spettrometria di massa MALDI

La tecnica di spettrometria di massa MALDI (MatAssisted Laser Desorption
lonization) si basa sull'interazione di un fascasdr, di solito avente lunghezza d’'onda
A=337 nm, con i cristalli di un’'opportuna matricentenente I'analita d’interesse in
quantita molto basse (solitamente il rapporto neotaralita/matrice & dell’ordine di £
L’interazione tra il fascio laser e i cristalli paralla vaporizzazione di un micro volume
del campione solido ed alla formazione di una nanaie si espande rapidamente nello
spazio Figura 1.23); le specie ioniche che costituiscono tale nubeméte attraverso
reazioni ione-molecola in fase gassosa, dannonariggli ioni positivi dell’analita M, di
solito in forma protonata [M+H]o come addotti di sodio e potassio [M+Na][M+K]",
che vengono accelerati verso I'analizzatore di mass

Reflector
Detector

mass to charge
(m/z)

Viatrix . Reflector
Nitrogen Laser ("electrostatic Mirror") Linear

sample (337 nm) Charged
P\ape Grid - Detector

I - ™~ 1

i e

. e AN -~ S h H "
P B N

Heavy lons Light lons

mass to’charge
Field-free time-of-flight (m/z)

High Voltage

Figura 1.23: Schema del processo di ionizzazione che avviene séttrometro di massa MALDI-TOF.

A causa della natura pulsata del fenomeno di iezione (un laser ad azoto puo
operare con pulsazioni di 100 ns) I'analizzatorguallmente impiegato per ottenere gli
spettri MALDI ¢ il tempo di volo (TOF, Time Of Flid). Il principio di funzionamento
dell'analizzatore di massa a tempo di volo si baddaccelerazione, per applicazione di
un opportuno voltaggio V, degli ioni generati dakér in sorgente attraverso il tubo di
volo, avente lunghezza fissa. L’energia potenai@dae trasformata in energia cinetica:

2V = % mv 1)
(2 o

dovez e la caricam la massay la velocita dello ione. Dalle equazioni (1) e §2gue che
dopo l'accelerazione, ioni con diversi valorirdiz percorrono il tubo di volo con diverse
velocita: il rapporto massa/carica € inversamerapgrzionale al quadrato della velocita.
Data la lunghezzéa del tubo di volo, gli ioni con diversn/zraggiungono il rivelatore a
tempit diversi:

1
t=1(2) ©)

cioe gli ioni di massa minore sono piu veloci egiaggono il rivelatore in tempi inferiori,

viceversa per gli ioni piu pesanti. | “tempi diigg” vengono registrati e trasformati in

spettri di massa per mezzo della relazione (3).
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Per ottenere una maggiore risoluzione, intesa coapacita di distinguere, cioé
risolvere, due segnali prossimi tra loro, si utiizin MALDI la tecnologia Delayed
Extraction. Poiché gli ioni si trovano in posiziativerse all'interno della nube generata
dal laser e possiedono velocita diverse, vieneap@gtochi millimetri di distanza dal piatto
su cui si trovano i cristalli di matrice e campipm®a griglia a cui & applicato lo stesso
voltaggio del portacampione, e la cui funzione éllgudi intrappolare gli ioni. Quando gli
impulsi laser sono terminati e non sono generdti @ni, il voltaggio della griglia e
invertito e gli ioni vengono tutti accelerati neftesso momento verso il TOF.

Anche I'utilizzo del reflectron permette di aumamtda risoluzione. Gli ioni quando
vengono accelerati nel TOF possiedono energie icietdiverse, cioé velocita diverse,
pur avendo la stessa massa; il reflectron, chesgtaito da una serie di elettrodi circolari a
potenziali decrescenti, ricompatta gli ioni avelatistessa massa e ora anche la stessa
velocita in modo tale che la distribuzione del tenth arrivo degli ioni sia minima e la
risoluzione, di conseguenza, massima.

L’analisi MALDI-TOF puo essere effettuata sia in dadita positiva che negativa ed
utilizzando analizzatori lineari o reflectron. ligeipali vantaggi della tecnologia MALDI
sono (Jereet al, 2009):

— formazione di un solo ione molecolare;

— alta sensibilita in un ampio intervallo di masse;

— capacita di rivelare composti ad alto peso moleeola

— interpretazione del pattern isotopico per distimgueligomeri con piccole

differenze di massa.

Uno svantaggio di questa tecnica € il limitatoizaib nell'analisi quantitativa, in quanto
spesso i segnali dello spettro non sono riprodliciiniche a causa della disomogeneita
dell'analita nei cristalli di matrice organica (8teet al, 2006).
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1.11.2 Metodi LC/MS in precursor-ion analysis

Nello studio degli antociani dell'uva, oltre allarsueta cromatografia liquida (LC)
con rivelatore UV, é possibile utilizzare la croogriafia liquida accoppiata ad uno
spettrometro di massa il cui analizzatore € uddrguadrupolo che consente di eseguire
esperimenti di frammentazione delle molecole (MS)M%ale sistema, operando in
modalita di scansione dello ione precursore, pdariétentificazione dei composti che
producono specifici ioni frammento opportunamemezdonati (precursor-ion analysis).

Il triplo quadrupolo (QQ2Qs3) consiste di tre quadrupoli posti in serie cheeeonda
di come operano, permettono di effettuare divepsidi esperimenti di spettrometria di
massa tandem MS/MS. Solitamente in corrisponderedaqdadrupolo centrale Qé
introdotto un gas di collisione che provoca la fraemtazione degli ioni selezionati dal
primo quadrupolo ¢(collision induced dissociation). Il terzo quadri@ds, pud operare
rivelando tutte le speci®/z prodotte acquisendo uno spettro a scansione ctemgbpure
registrare il segnale di uno o piu ioni selezianktipi di esperimenti possibili sono quindi
principalmente tre (Flamini e Traldi, 2010):

1. “Product lon Scan”: si identificano tutti i prodiotiallo ione precursore selezionato.
In corrispondenza di {iene selezionato un singolo valorendz in Q, avviene la
frammentazione della specie ionica selezionata4rsi registrano i segnali dei
prodotti di frammentazione.

Q Q Q
m/zselezionato CID Scansione

2. "Parent lon Scan” o “Precursor lon Scan”: si idicdino tutti i precursori dello
ione d’interesse. In questo caso in corrispondeiz® viene fatta la scansione di
tutti gli ioni precursore, mentre inzQiene registrato il segnale generato da un
frammento preselezionato.

_— ‘

Scansione CID m/zselezionato

i
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3. “Neutral Loss Scan”: si identifica la perdita di trammento neutro (per es,®l)
da parte dei precursori.,(@ Q operano entrambi in modalitd scansione, viene
registrato il segnale generato da frammenti codgdneita differenza di massa dal
precursore.

M

_— ‘ 7

Scansione din/z= x CID Scansionandiz= x-a

by

Il metodo “precursor ion scan” € stato applicato Ipestudio degli antociani e nella
determinazione degli ioni precursori di questa s#asli composti: in particolare, ha
permesso l'identificazione dei monoglucosidi dagrsdi degli agliconi, e dei diglucosidi
da quelli dei monoglucosidi (Capitolo 4.2).
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1.12 Nuovi approcci di metabolomica per lo studio @ll’'uva

1.12.1 La metabolomica

La metabolomica, in parallelo ad altre scienze iggaehomica, transcrittomica e
proteomica, ha l'obiettivo di determinare linsien@®mpleto dei metaboliti chimici
sintetizzati da una cellula, organismo o tessutbnsleme di tutti i metaboliti, o
metaboloma, rappresenta il fenotipo molecolaresg¢éma biologico.

| metaboliti che devono essere identificati sonessp centinaia di piccole molecole
aventi diverse proprieta fisico-chimiche (pKa, pitéga dimensioni) e sono presenti in un
vasto intervallo di concentrazioni in matrici comgde (Scalbedt al, 2009). Percio non
vi € una singola tecnica analitica in grado di desce completamente Iintero
metaboloma, ma diverse strumentazioni sono necessartale fine. La Risonanza
Magnetica Nucleare (NMR), la Spettroscopia Infraeos Trasformata di Fourier (FT-IR)
e la Spettrometria di Massa (MS) accoppiata a ¢kenicromatografiche vengono
comunemente utilizzate negli studi di metabolomitaualmente nello studio degli estratti
naturali la spettrometria di massa risulta la tegnpiu efficacemente utilizzata dal
momento che offre una serie di strumenti che passessere utilizzati per la
caratterizzazione chimica e strutturale dei vamposti, quali:

1. misura accurata del rapporto massa/canoa) ([degli ioni molecolare e frammento;

2. determinazione delle abbondanze isotopiche relative

3. frammentazione dello ione pseudo-molecolare perinidef il pattern di
dissociazione;

4. confronto tra i dati ottenuti sperimentalmente aprelli riportati in database e
banche dati contenenti proprieta chimico-fisichespettri di massa e dati
cromatografici (Dunret al, 2013).

La gascromatografia (GC) accoppiata alla spettroenedi massa (GC/MS) é
utilizzata per lo studio delle sostanze volatili ntrte la cromatografia liquida (LC)
accoppiata alla spettrometria di massa (LC/MS) ipeomposti piu polari. La tecnica
LC/MS puo avvantaggiarsi di diversi tipi di ionizzane, quali I'elettrospray (ESI), la
ionizzazione chimica o la fotoionizzazione a presssi atmosferica (APCI e APPI). E’
inoltre possibile utilizzare diversi analizzatorirdassa quali il triplo quadrupolo (QqQ),
quadrupolo e trappola ionica (QIT), tempo di vol®F), Q-TOF, Orbitrap e Risonanza
lonica di Ciclotrone in Trasformata di Fourier (FKIR). In generale le tecniche LC/MS
offrono elevata sensibilita e selettivita, e petored I'identificazione di numerosi
componenti (Mattolet al, 2006).

L’identificazione dei composti chimici che a secardklla complessita del campione
possono essere diverse centinaia, rappresentaeuaa propria sfida che la metabolomica
affronta mettendo a punto opportune strategiestalili di metabolomica in generale sono
esequiti utilizzando approcci mirati (target) e momati (untarget).
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Negli studi target viene identificata una lista mdetaboliti di cui si ha gia una
conoscenza preliminare, quali caratteristiche disaaspettro di frammentazione, tempo di
ritenzione; l'identificazione & poi confermata como standard di riferimento (Griffithet
al., 2010; Dunnet al, 2013). La principale limitazione di questo apmioce che gli
standard non sono sempre disponibili, e I'analising cosi focalizzata su un numero
limitato di composti di cui gli standard sono rap#iro che sono gia stati identificati e
validati.

L’approccio di metabolomica untarget e invece ze#ito per tentare di individuare
tutti gli analiti presenti in un campione, anche reelti composti chimici non sono
immediatamente identificabili. Comunque questi Y8EgTiuti conosciuti” possono essere
rilevati in modo riproducibile ed utilizzati nelldiagnostica di sistemi biologici, per
esempio per la scoperta di nuovi biomarker (Kueged, 2012).

L'identificazione dei metaboliti € un processo fantentale per tradurre i dati grezzi
in un’informazione con significato biologico e rappenta un passaggio critico nell’analisi
di composti chimici su larga scala come la metainata. || Chemical Analysis Working
Group, CAWG, parte di Metabolomics Standards Ititeg MSI, il cui fine & quello di
formulare un insieme minimo di procedure standaddescrivere i metodi sperimentali in
modo da massimizzare I'utilita dei dati agli alticercatori, ha proposto 4 livelli di
identificazione dei metaboliti (Sumnet al, 2007):

I livello: “confidently identified compounds”, ovvero comgpiosonosciuti, per i quali si
dispone di almeno due dati ortogonali ed indipetid@s. tempo/indice di ritenzione e
spettro di massa, massa accurata e pattern isotogpassa accurata e tandem MS) relativi
ad uno standard autentico analizzato in condizgperimentali identiche rispetto al
metabolita di interesse.

I livello : “putatively annotated compounds”, composti putatia cui identificazione si
basa su proprieta fisico-chimiche e spettri simitjuelli riportati nelle librerie commerciali
pubblicamente disponibili.

[l livello : “putatively characterized compound classes”,uaidentificazione & basata su
proprieta fisico-chimiche caratteristiche di undedminata classe di composti chimici o
sulla somiglianza degli spettri con composti notilga classe di composti chimici.

IV livello : “unknown compounds”; tali composti, sebbene nidentificati né classificati,
possono ancora essere differenziati e quantificdtase ai dati spettrali.

Nell'identificazione non ambigua dei numerosi comsipchimici un ruolo importante
e rappresentato dai database disponibili sul Webcamtengono lunghi elenchi, basati su
dati sperimentali e bibliografici, dei metaboliti€e possibile aspettarsi in diversi biotipi e
matrici. Davanti alla complessita dei sistemi bgitd questi database, pur contenendo
migliaia di metaboliti, appaiono incompleti e dewoessere continuamente aggiornati e
implementati.
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1.12.2 La spettrometria di massa ad alta risoluziasn

La determinazione della composizione elementararér@ da misurazioni di massa

by

accurata € un metodo utilizzato in chimica orgarecan metabolomica per ottenere
informazioni strutturali sugli analiti. Teoricamentogni combinazione di atomi e
caratterizzata da una massa unica che permetentiitazione univoca del composto
grazie alla sola massa esatta. Tuttavia allaument@della massa, il numero di
combinazioni degli elementi e di formule molecolpaossibili cresce esponenzialmente
rendendo putativa I'identificazione dei composiinaici (Stoll et al, 2006).

Per ottenere un’identificazione sicura dei compastispettrometria di massa e
necessaria un’elevata risoluzione e accuratezzamdssa in modo da assegnare
correttamente la formula molecolare ai compostnesoiuti ed aumentare la specificita
eliminando le specie isobariche (cioé aventi lassienassa) interferenti.

La risoluzione é definita come la capacita dello strumento dass@ due picchi di massa
adiacenti e negli strumenti TOF e QTOF é calcotatae 'ampiezza del picco misurata a
meta dell’altezza del picco (Full Width at Half Mesum, FWHM).

La massa esatt& la massa teorica, calcolata utilizzando la mds#asotopo piu leggero

di ciascun elemento della molecola. Nel calcoldadelassa esatta si tiene conto anche
della carica singola o multipla espressa come nmida$alettrone (0.00055 Da).

La massa accuratae la massa sperimentale di uno ione misurata n@ppropriato grado

di accuratezza e precisione.

La differenza tra il valore di massa misurato (raaascurata) ed il valore reale (massa
esatta) rappresentaatcuratezza cioé I'errore della misurazione di massa caldtdab
secondo la formula: (massa accurata - massa esatt8ymassa esatta, e solitamente
espresso in ppm (Brenton e Godfrey, 2010).

Un’elevata risoluzione, tuttavia, non garantisclrali massan/zaccurati (per questo
proposito & necessaria una calibrazione adegudtapeecisione pud essere bassa anche
con strumenti ad alta risoluzione se la calibragioron e stabile (Reemtsma, 2009).
Attualmente gli spettrometri di massa ad alta tigmne sono capaci di effettuare misure
di massa con un’accuratezza inferiore a 1 ppm, gi@e massa di 100 Da (Dalton) puo
essere misurata accuratamente fino alla quarta @écimale (Rojas-Cheréd al, 2011). 1l
grado di accuratezza richiesto determina il tipostlumento che pud essere utilizzato:
analizzatori di massa quali triplo quadrupolo (Qg@)adrupolo-trappola ionica (Q-IT),
TOF, QTOF, Orbitrap e FT-ICR (Fourier Transform-lo@yclotron Resonance)
consentono di ottenere risoluzione via via cresent

Oltre alla massa accurata, gli spettri di massal&drisoluzione contengono un’altra
informazione che puo essere utiimente impiegatariderre ulteriormente il numero di
formule molecolari possibili: la distribuzione ispica (o cluster isotopico). Il rapporto
12c/3C, in particolare, & utilizzato per calcolare ilnmero di atomi di carbonio del
composto. In natura il carbonio & presente comefsd>C con un’abbondanza dell’1.1%,

percio se l'intensita di uno ione M avente 10 atathicarbonio € pari a 100 il picco
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isotopico®®C M+1 avra un’abbondanza pari all'11% del pidé6. Tenendo conto delle
abbondanze isotopiche di tutti gli elementi (H,®,..) presenti e possibile calcolare la
distribuzione e le intensita dei picchi del patteswtopico del compostd-igura 1.24).
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Figura 1.24: Pattern isotopico dealis-piceide (massa esattar/z 390.1315; formula molecolare,dl,-0s)
determinato mediante analisi UPLC-QTOF-MS in mddadi ionizzazione negativa.
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2. SCOPO DELLA TESI
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La composizione polifenolica contribuisce alle pitefa sensoriali dell'uva e del
vino, quali il colore, il sapore, I'astringenzadetermina il potenziale antiossidante degli
estratti. 1 contenuti di polifenoli e flavonoidi idsottoprodotti dell'industria enologica
determinano un interesse come fonti di compostiogssidanti per l'industria agro-
alimentare e nutraceutica.

La ricerca svolta in questo lavoro di tesi di daito €& stata articolata secondo i
seguenti obiettivi principali:

a) la caratterizzazione chimica, attraverso lo studei metaboliti secondari
dell'uva, di alcune varieta dfitis viniferadi cui vi sono poche informazioni in
letteratura, al fine di ottenere informazioni utper la loro classificazione
chemotassonomica, ed individuare quelle che possssere rivalutate per la
produzione di vini tradizionali e caratteristici;

b) la caratterizzazione chimica di alcune varietadibrl fine di indagare la presenza
di peculiari metaboliti (es. antociani diglucositiigvonoli) e di individuare quelle
che si distinguono per contenuti di polifenoli afbnoidi potenzialmente utili per
utilizzi industriali.

L’elaborato di tesi e stato suddiviso nei segueaitoli:

- valutazione delle potenzialita enologiche di nasieta diV. vinifera autoctone del

Friuli Venezia Giulia e del Veneto, attraverso kEtetminazione delle principali classi di
polifenoli e aromi delle uve e dei parametri chimftsici ed organolettici dei vini ottenuti
da microvinificazione (Capitolo 4.1);

- studio degli estratti antocianici delle bucce2di varieta ibride a bacca rossa per il loro
utilizzo nell'industria dei coloranti naturali e gleantiossidanti (Capitolo 4.2);

- studio del profilo di trigliceridi dell'olio di wnaccioli di 32 varieta ibride che, per
I'elevato contenuto di acidi grassi insaturi, trouanerose applicazioni nell'industria agro-
alimentare e in altri settori (es. industria cosoagt(Capitolo 4.3);

- studio delle proantocianidine dei vinaccioli d2 ¥arieta ibride e treVitis vinifera
finalizzato al loro utilizzo come antiossidanti supplementi dietetici e nutraceutici, e
come tannini enologici per la chiarifica di mostriei (Capitolo 4.4).

E’ stato infine sviluppato un nuovo approccio ditai®lomica di ‘suspect screening
analysis’ mediante analisi UHPLC/QTOF MS per lodgtudell’'uva. A tal fine & stato
costruito un database di metaboliti putativi dellu e del vino, denominato
GrapeMetabolomigsche attualmente contiene un migliaio di comp(iSépitolo 4.5).
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3. MATERIALI EM ETODI
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3.1 Materiali e metodi per lo studio delle varietaVitis vinifera

3.1.1 Campioni di uveV. vinifera

Le uve sono state raccolte nelle vendemmie 20090%0 2alla maturazione
tecnologica. Le uve di Boschera sono state campoimadue vigneti situati a Fregona
(TV) e Conegliano (TV); quelle di Grapariol in duigneti situati a Fossalta di Piave (VE)
e Zenson di Piave (TV); Fumat e Pignolo in due gtgabicati a Pavia di Udine (UD) e
Beano di Codroipo (UD); Cividin e Cjanorie in duegneti situati a Pianzano al
Tagliamento (PN) e Beano di Codroipo (UD); le uvé&dgrestana sono state campionate
in un solo vigneto a Beano di Codroipo (UD); le wlieCabrusina e Dindarella sono state
campionate in due vigneti ubicati a Bardolino (\R$an Floriano (VR) nell’annata 2010,
mentre nell’annata 2009 sono state campionateot@hgyneto di San Floriano.

Per ogni varieta il campionamento e stato effettuatcogliendo 20 grappoli scelti
casualmente da 10 ceppi rappresentativi all'intetelta parcella prelevando i racimoli da
diverse posizioni del grappolo (apicale, centrak). Da questo materiale sono stati
prelevati 200 acini sani dotati di pedicello chex®cstati conservati a -20 °C fino alla
preparazione degli estratti per le analisi.

3.1.2 Preparazione degli estratti per I'analisi depolifenoli delle bucce

Per ciascun campione, le bucce di 20 acini congelag¢sati sono state manualmente
separate dalle polpe e dai semi, asciugate sueaaate in estrazione per 2 ore e mezza in
50 ml di tampone tartrato a pH 3.2 contenente #iggbdio metabisolfito e 12% in volume
di etanolo al 95% (v/v). A fine estrazione le busmno state omogeneizzate mediante
Ultraturrax®’ T18 basic (IKA Labortechnik, Germania) e centrifugate a 4000mgiri per
10 minuti. Il surnatante e stato raccolto e cortgeii@ao al momento dell’analisi.

3.1.3 Determinazione dei profili degli antociani

Gli estratti delle bucce sono stati scongelati,icaine centrifugati a 4000 giri/min
per 10 minuti. Un millilitro di estratto e statodidionato con 1 ml di una soluzione di
acido solforico 0.1 N. La soluzione & stata eliitaina cartuccia Sep-PalC.s (Waters,
Milford, USA) da 360 mgrecedentemente attivata con 3 ml di metanolo ¢ & acqua.
Dopo il caricamento del campione, la cartucciaa¢astavata con 2 ml di una soluzione di
acido solforico 0.01 N e la frazione antocianicstaa eluita con 2 ml di metanolo, filtrata
con filtro in polipropilene Acrodist GHP (Waters, Millord, USA) e la soluzione & stata
raccolta in una vial da 2 ml.

Condizioni cromatografiche: l'analisi HPLC é statseguita con il cromatografo
Spectra System Thermo Finnigan (Thermo, San Jo&gufilizzando una colonna a fase
inversa LiChrospher 100 RP-18 (Merck, Darmstadt, Germarbg &hmx4.6 mm; um)
munita di precolonna. E’ stato utilizzato un soleenbinario costituito da A)
H,O/HCOOH/CHOH 40:10:50 (v/viv) e B) HD/HCOOH 90:10 (v/v) con il seguente
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programma di eluizione a gradiente: dal 10% al 46% in 20 min; dal 45% al 70% di A
in 25 min; dal 70% al 90% di A in 10 min; dal 90%%% di A in 2 min; 99% di A
isocratica per 1 min; dal 99% al 10% di A in 4 ni0% di A isocratica per 28 min. Flusso
0.70 ml/min; volume iniettato 20l. La lettura di assorbanza e stata eseguita anB2per
gli antociani con un rivelatore a fotodiodi (DADhe effettuava I'acquisizione dello
spettro di assorbimento nell’intervallo 250-650 nm.

3.1.4 Determinazione degli acidi idrossicinnamiltasarici (HCTA) e dei flavonoli delle
bucce

Gli estratti delle bucce sono stati scongelati eicadi per riportare in soluzione i
tartrati precipitati per 30 min. Un volume di 4.9 di estratto € stato trasferito in una
provetta, addizionato di 0.5 ml di una soluziondHglPO, 1 M e la soluzione risultante e
stata centrifugata a 4500 giri per 10 min. Il stenge e stato filtrato con filtro a siringa in
polipropilene Acrodis® (Waters, Millord, USA) da 0.2pm e raccolto in una vial da 2 ml
per I'analisi HPLC.

L’'analisi HPLC é stata eseguita cdncromatografo Spectra System - Thermo
Finnigan (Thermo, San José, CA) con una colonnarmiteHypersil-Keystone ODS
(Thermo Scientific) (dimensioni: lunghezza 200 ndigmetro interno 2.1 mm; particelle
riempimento 5um). E’ stato utilizzato un solvente binario costiduda: A) CHOH e B)
HsPO, 10° M con programma di eluizione a gradiente: dal 3%0&6 di A in 5 min; dal
10% al 30% di A in 15 min; dal 30% al 70% di A il Bin; dal 70% al 100% di A in 10
min; 100% di A isocratica per 10 min; dal 100% &b 8i A in 5 min; 5% di A isocratica
per 25 min. Flusso 0.25 ml/min; volume iniettato dlOLa lettura di assorbanza e stata
eseguita a 320 nm per gli HCTA e a 360 nm pervaiteli con un rivelatore a fotodiodi
(DAD) che effettuava I'acquisizione dello spettioagsorbimento nell’intervallo 200-700
nm.

3.1.5 Determinazione dell'indice di antociani e flaonoidi totali delle bucce

Le determinazioni degli indici polifenolici neglisgatti sono state eseguite
utilizzando | metodi gia riportati da Di StefandCeavero (1991). Gli estratti delle bucce
sono stati scongelati e centrifugati a 4000 giriJ@min. Un millilitro di surnatante € stato
trasferito in un matraccio da 25 ml e portato auawé con una soluzione EtOHBVHCI
70:30:1 (v/vlv). La soluzione e stata centrifugatd000 giri per 10 min e diluita quando
I'assorbanza era superiore a 500 nm.

Le misure sono state effettuate con uno spettrofetmm UV-Vis Cary 50 SCAN
(Varian, Milano) eseguendo la scansione da 250 @ @®m per la determinazione
dell'indice di flavonoidi totali, e da 350 a 700 rper I'indice di antociani totali. L’indice
di flavonoidi totali a 280 nm e stato espresso gildi (+)-catechina, I'indice di antociani
totali a 520 nm e stato espresso come mg/l di mhal@i3-glucoside.

Le espressioni utilizzate per calcolare gli indicho riportate di seguito:
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Antociani totali [malvidina-3-glucoside (mg/l)] =ukxvisx 16.17 x diluizioni

Flavonoidi totali [(+)-catechina (mg/l)] = BBox 82.4 x diluizioni

3.1.6 Determinazione dei flavan-3-oli dei vinacciol

| semi di 20 acini di ciascuna varieta sono statati con acqua distillata, asciugati,
posti in 25 ml di soluzione estraente tamponedtota pH 3.2 e congelati. Sette giorni
prima dell'analisi gli estratti sono stati scongetalasciati in estrazione al buio a 25 °C.
Meta del volume degli estratti € stata portata @semediante evaporatore rotante, il
residuo e stato risolubilizzato con 10 ml di metane sonicato accuratamente. La
soluzione é stata posta in una provetta in congeat -20 °C per una notte per favorire la
stratificazione dei grassi. Successivamente lazgmhg € stata scongelata e centrifugata a -
8 °C a 4600 giri/min per 15 minuti. Il surnatantstato trasferito in un imbuto separatore
dove sono stati eseguiti 2 lavaggi con 20 ml dnegzer rimuovere i residui di grassi. Nei
campioni molto ricchi di grassi in seguito all'aggta di esano si € osservata la formazione
di precipitato. In questo caso la soluzione e dtatangelata e centrifugata. In seguito al
lavaggio con esano, la soluzione e stata concardchfi ml mediante evaporatore rotante e
ripresa con 20 ml di acqua. Si & quindi procedlifoeaionamento su cartuccia Sep-Pak
Cis (Waters) da 1 g precedentemente attivata con @i mietanolo e 5 ml di acqua allo
scopo di separare i flavanoli monomeri e le prociatudine oligomere dalle frazioni a piu
alto peso molecolare. Dopo caricamento del campieneartuccia € stata lavata con 5 ml
di acqua e le frazioni monomere ed oligomere sdate ®luite con 5 ml di una soluzione
di CH;CN/H3PQ,0.05 M 20:80 (v/v). Prima dell'analisi HPLC il caiope é stato filtrato
con filtro da 0.2um in polipropilene idrofilico Acrodise GHP (Waters, Milford, USA).

Condizioni cromatografiche: l'analisi HPLC é statseguita con il cromatografo
Spectra System AS3000 Thermo Finnigan (Thermo,J8ag, CA) rivelatore UV6000LP
su colonna a fase inversa Merck LiChrospher 10ABF250%4.6 i.d. mm; fim). E’ stato
utilizzato un solvente binario costituito da A)RO; 510°M e B) CHCN con un
programma di eluizione a gradiente: 95% di A isbcagper 10 min; dal 95% all’88% di A
in 20 min; 88% di A isocratica per 20 min; dall’'888668% di A in 30 min; dal 68% al
50% di A in 10 min; 50% di A isocratica per 5 mdal 50% al 95% di A in 5 min; 95% di
A isocratica per 10 min. Flusso 0.50 ml/min; volunmgettato 10ul. La lettura di
assorbanza e stata eseguita a 280 nm per i flaveorolun rivelatore a fotodiodi (DAD)
che effettuava I'acquisizione dello spettro di alssoento nell’intervallo 200-700 nm.
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3.1.7 Preparazione degli estratti per I'analisi delgaromi

Sono stati studiati i profili aromatici dei campiah uve Dindarella e Boschera. Per
la preparazione dei campioni da sottoporre ad SiIN@IC/MS sono stati utilizzati i metodi
gia riportati in letteratura (Di Stefaret al, 1995; Matecet al, 1997; Flaminiet al, 2001)
modificati per i nostri scopi.

Le bucce di 60 acini sono state manualmente sepaktpolpe e semi e poste a
macerare in una beuta contenente 40 ml di metgp@iod ore. Dopo l'estrazione con
metanolo, le bucce sono state omogeneizzate mediima-TurraX e centrifugate a 4000
giri/min per 10 minuti. Il surnatante é stato reexgto in un pallone da 100 ml e ridotto al
volume di 10 ml mediante evaporatore rotante; neeihtresiduo solido € stato lavato con
30 ml di acqua, nuovamente centrifugato ed il siamta unito alla fase organica in un
matraccio da 200 ml. Dopo aver aggiustato il volucoa acqua, la soluzione é stata
mescolata per 20 minuti con 2 g di Polyclar AT (PWRolubile) per diminuire il
contenuto polifenolico, filtrata su filtro compattocongelata fino al momento dell’analisi.

3.1.8 Determinazione dei terpeni liberi

Un volume pari a 100 ml di estratto e stato scaatgebhddizionato con 2Qd di una
soluzione di 1-eptanolo a concentrazione 1440 rogwhe standard interno e portato a
volume con acqua in un matraccio da 200 ml. Lazohe viene fatta passare attraverso
una cartuccia G Sep-PaR da 10 g (Waters, Milford, USA) preventivamenteivatia
mediante passaggio di 50 ml di diclorometano, 3@inmhetanolo e 50 ml di acqua. Dopo
il caricamento del campione, la cartuccia é statath con 50 ml di acqua per rimuovere
sali e composti polari, e la frazione di aromi tib@ stata eluita con 50 ml di
diclorometano. Una seconda frazione, contenenteniposti glicosidati, € stata eluita con
30 ml di metanolo. La soluzione contenente i cortidd®eri € stata disidratata su sodio
solfato, concentrata mediante distillazione su wobonna di Vigreux di 40 cm di
lunghezza, portata a 2@ sotto flusso di azoto e sottoposta ad analisiNEE/

3.1.9 Determinazione dei terpeni glicosidati

La soluzione metanolica é stata portata a secceamedevaporatore rotante a 40 °C,
ed il residuo ripreso con 5 ml di una soluzionetainpone citrato-fosfato a pH 5. La
soluzione é stata addizionata di 100 mg di enzifka 200 a forte attivita glicosidica
secondaria (Gist Brocades, Seclin, France) e lasoiatermostato a 40 °C per una notte.
Successivamente la soluzione é stata centrifugdthzionata di 20Q di una soluzione di
1-decanolo a concentrazione 1260 mg/l come standeetho e fatta passare per gravita
attraverso una cartucciagSep-Paf da 1 g (Waters) preventivamente attivata con &iml
diclorometano, 3 ml di metanolo e 5 ml di acquap®earicamento, la cartuccia e stata
lavata con 5 ml di acqua ed i composti liberatiigeslisi enzimatica sono stati eluiti con 6
ml di diclorometano e la soluzione é stata cone¢ata 20Qul sotto flusso di azoto prima
dell'analisi GC/MS.
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3.1.10 Analisi GC/MS

Le analisi sono state eseguite con un sistema HeRéekard costituito da un gas
cromatografo HP 5890, equipaggiato con una colamrsdlica 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 autocampion®®9@ Series Injector. Condizioni
sperimentali: temperatura iniettore 200 °C; modatlitiniezione splitless; volume iniettato
1 ul; carrier gas: He. Programma di temperatura dgldo3 min a 60 °C, 2 °C/min fino a
160 °C, 3 °C/min fino a 230 °C, 230 °C per 5 mitidéntificazione dei composti & stata
eseguita mediante il confronto con le banche datpeittri di massa NIST98 e la banca dati
ESTRATTI del Laboratorio Chimico CRA-VIT.

3.1.11 Microvinificazione delle uve

| campioni delle uve raccolte alla vendemmia sontati s sottoposti a
microvinificazione seguendo un protocollo standazdio e sul vino ottenuto sono state
effettuate le analisi chimico-fisiche dei princip@larametri enologici (alcool, estratto
netto, pH, acidita totale e volatile, polifenolitad). | profili organolettici sono stati
determinati mediante degustazione svolta da parsssdggiatori addestrati.

L’uva rossa conferita in cantina e stata dirasggapa in giornata e addizionata di 40
mg/l di metabisolfito di potassio. Durante la fentezione alcolica, avviata con l'inoculo
di lieviti secchi attivi (30 g/hl, EC 1118), sondat effettuati rimontaggi e follature
manuali giornaliere. L’esaurimento della vinaccisstato eseguito con una pressatura
soffice (2.5 bar); quindi il vino di pressa e staggiunto al mosto-fiore che é stato
sfecciato trascorse 24 ore. Al termine della fetm®pne malolattica il mosto é stato
addizionato di 20 mg/l di metabisolfito di potassitravasato dopo 48 ore, 15 e 30 giorni.
Il vino e stato imbottigliato tramite filtrazion& €artuccia di jum.

L’'uva bianca raccolta alla vendemmia é stata coaserin cella climatizzata a + 4°C
fino al giorno successivo, quindi diraspa-pigiataressata mediante pressa pneumatica (2
bar). La pulizia del mosto e stata effettuata madid’aggiunta di enzimi pectolitici. Il
mosto é stato addizionato di metabisolfito di psitag40 mg/l), mantenuto per 24 ore in
una stanza termocondizionata a +/- 10 °C e suc@@ssnte sfecciato. La fermentazione
alcolica é stata avviata mediante aggiunta di tiiegcchi (30 g/hl IT 1118). Al termine
della fermentazione il vino-fiore € stato sfecciataddizionato di 20 mg/l di metabisolfito
di potassio; tale operazione e stato ripetuta dipore. Il vino é stato travasato dopo un
mese e imbottigliato tramite filtrazione su cariaadi 0.5um.
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3.2 Materiali e metodi per lo studio degli antociandelle varieta rosse ibride

3.2.1 Campioni e preparazione del campione

| campioni di uve delle 21 varieta rosse elencatéartabella 1.5 sono stati raccolti
nell’anno 2010 dalle piante presenti nella colleei@el germoplasma viticolo CRA-VIT
di Susegana (TV). Il campionamento e stato effaituaccogliendo 10 grappoli scelti
casualmente da 5 ceppi presenti nella collezioakeyando i racimoli da diverse posizioni
del grappolo (apicale, centrale, ali). Da questoenee sono stati prelevati 100 acini sani
dotati di peduncolo che sono stati conservati &G2fino alla preparazione degli estratti
per le analisi che sono state ripetute in doppio.

Il metodo utilizzato per preparare gli estrattoéstesso precedentemente descritto nei
paragrafi 3.1.2 e 3.1.5 per le varieta vinifera Gli estratti delle bucce sono stati
scongelati e centrifugati; &€ stato prelevato 1 ell slirnatante ed addizionato di 1 ml di
acido solforico 0.1 N; la soluzione & stata elsitacartuccia G Sep-PaR (Waters, USA)
da 360 mg e gli antociani sono stati recuperatiZan di metanolo.

3.2.2 Analisi HPLC/DAD.

Un millilitro della soluzione metanolica e statodadonato di 3 ml di una soluzione
di H,O/HCOOH 85:15 (v/v) e la soluzione e stata filtraan un filtro a siringa in
polipropilene Acrodis€ GHP (Waters) da 0.22m.

Condizioni cromatografiche per I'analisi HPLC: atst utilizzato un cromatografo
Spectra System Thermo Finnigan (Thermo, San Jo&gn@nito di una colonna a fase
inversa LiChrospher 100 RP-18 (Merck, Darmstadt, Germa®@ &im x 4.6 mm; fm).

E’ stato utilizzato un solvente binario costitutia A) HO/HCOOH 90:10 (v/v) e B)
H,O/HCOOH/CHOH 40:10:50 (v/v/v) con programma di eluizione adiente: dal 10%
al 45% di B in 20 min; dal 45% al 70% di B in 25rmdal 70% al 90% di B in 10 min; dal
90% al 99% di B in 2 min; 99% di B isocratica pemin; dal 99% al 10% di B in 5 min;
condizionamento per 28 min. Flusso 0.70 ml/minuwad di campione iniettato 30. La
lettura di assorbanza per gli antociani € statauwte a 520 nm con un rivelatore a
fotodiodi (DAD) che effettuava I'acquisizione dekpettro di assorbimento nell’'intervallo
200-700 nm. | composti sono stati identificati esb all’ordine di eluizione nella colonna,
lo spettro di assorbimento ed i tempi di ritenzioglativi alla malvidina-3,5-O-diglucoside
(Extrasynthese, Genay, Francia) utilizzata comedstial.

3.2.3 LC/MS precursor-ion analysis

La soluzione metanolica € stata diluita 1:50 cona umoluzione di
H,O/CH;CN/HCOOH 90:10:0.1 (v/v/v) e filtrata con un filtm siringa Acrodis® GHP
(Waters) da 0.22um. Le analisi sono state eseguite con un sistemBCURcquity
equipaggiato con una colonna Acquity BEH C18 (20<Inm, 1.7um) (Waters) e
spettrometro di massa Xevo TQ (Waters Corporatititiord, USA). E’ stato utilizzato un
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solvente binario costituito da A) H20/0.1% HCOOHv/Vf e B) CHCN con un
programma di eluizione a gradiente: 5 % di B p@60nin, da 5 a 70 % di B in 6.25 min;
da 70 a 100% di B in 1.10 min; 100 % di B per 1 nklusso 0.45 ml/min; temperatura
della colonna 40 °C; volume di campione iniettadquP

Condizioni sperimentali dello spettrometro di masadtaggio del capillare 1.5 kV
(modalita positiva), temperatura della sorgente°C5@Glusso del gas di desolvatazione
1000 I/h, temperatura di desolvatazione 500°C, stiuslel gas conico 20 I/h. Gli
esperimenti collision-induced-dissociation (CID)neostati eseguiti utilizzando Argon
come gas di collisione ad un flusso di 0.20 ml/min.

Per la scansione dello ione precursore di peladyomi(Pg,m/z 271), delfinidina
(Dp, m/z303), cianidina (Cym/z287), petunidina (Ptn/z317), peonidina (Pm/z301) e
malvidina (Mv,m/z331) I'energia di collisione e stata impostatae\4ed il voltaggio del
cono a 31 V. Per la scansione dei derivati monaglalc (Pg-3-O-glucosidem/z 433;
Dp3-0O-glucosidem/z 465; Cy-3-O-glucosidem/z 449; Pt-3-O-glucosiden/z479; Pn-3-
O-glucosidem/z 463; Mv-3-O-glucosidem/z 493), I'energia di collisione era 25 eV e il
voltaggio del cono 35 V. | valori di energia di lkkgibne sono stati impostati
automaticamente dallo strumento sull'intensitasdgjnali an/z331 (Mv) em/z493 (Mv-
3-O-glucoside) rispettivamente.
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3.3 Materiali e metodi per lo studio dei triglicerdi

3.3.1 Campioni di uve ibride

Le uve delle 32 varieta ibride riportate in Tabell® sono state raccolte nel 2010
nella collezione di varieta di vite del CRA-VIT gitta a Susegana (TV) secondo il metodo
di campionamento descritto nel paragrafo 3.2.Ivedediatamente congelate.

3.3.2 Estrazione dell'olio dai vinaccioli

I semi di 20 acini sono stati manualmente sepdedlie bucce e dalle polpe, asciugati
Su carta, pesati e triturati in un mortaio con admuido. La polvere di vinaccioli & stata
posta in un tubo di vetro ed e stato aggiunto uamae di esano di 10:1 (v/p). Il tubo &
stato posto sotto agitazione per una notte a teatyr@rambiente. L’estratto € stato filtrato
su un filtro di carta a pieghe e I'esano é stat@osso sotto vuoto mediante evaporatore
rotante. Il residuo di olio é stato recuperatona wial da 2 ml e conservato sotto atmosfera
di azoto a -20°C fino al momento dell'analisi.

Per valutare la resa dell’'olio, per ogni campiorseini di 40 acini sono stati pesati
lasciati seccare a temperatura ambiente per un@mridotti in polvere con un macinino
elettrico. L'olio € stato estratto nelle stesse dipioni riportate sopra; I'esano e stato
rimosso sotto vuoto ed il residuo e stato pesato.

3.3.3 Analisi ESI/MS e ESI/MS/MS

Gli spettri di massa dei trigliceridi sono statieptuti mediante uno strumento LCQ a
trappola ionica (Thermo-Finnigan, San José, CA, Y $4uipaggiato con una sorgente
ionica ESI operante in modalita positiva. Un miigmmo di olio € stato sciolto in 1 ml di
una soluzione di THF/C¥OH/H,O 85:10:5 (v/v/v) e l'analisi della soluzione é tata
effettuata mediante infusione diretta in sorgemt® @na siringa a pistora un flusso di 8
pl/min.

Condizioni strumentali: voltaggio spray 4kV; temguewra dell’entrata capillare 280°C;
sheath gas 40 a.u.

3.3.4 Analisi MALDI-TOF MS

L’analisi MALDI/MS e stata effettuata utilizzandona strumento MALDI-TOF-
TOF UltrafleXtreme (Bruker Daltonics, Bremen, Gemag reflectron equipaggiato con
laser 1 kHz smartbeam IN£355 nm) operante in modalita positiva. Le condizio
strumentali impiegate per analizzare le specie ocoddel nel range di massa 450-350(
erano: sorgente ionica 1: 25.00 kV; sorgente io8ic22.30 kV; lente: 7.70 kV; estrazione
ionica pulsata: 80 ns; reflector 1. 26.45 kV; refite 2: 13.45 kV. La soluzione della
matrice € stata preparata sciogliendo 10 mg diadliigli acido diidrossibenzoico (DHB) in
1 ml di metanolo. | campioni di olio sono statidtiin cloroformio alla concentrazione di
1 mg/ml. Un volume di ful della soluzione di matrice & stato mescolato lmstesso
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volume della soluzione di olio, edll della miscela é stato depositato sulla piastr@apo
campione in acciaio inossidabile e lasciata asceugaima di essere introdotta nello
spettrometro. La calibrazione di massa esternati(Regalibration Standard) si e basata
sui valori monoisotopici dello ione [M+H[di Bradichinina, Angiotensina |, Angiotensina
Il, Sostanza P, Bombesina, clip ACTH (1-17), clifPH (18-39), Somatostatina 28 alle
masse m/z 757.39916, 1046.5420, 1296.6853, 1347.7361, 1839,8 2093.0868,
2465.1990 e 3147.4714.

3.3.5 Analisi statistica

L’analisi fattoriale, I'analisi della varianza adhai via (ANOVA) e dei cluster sono
state effettuate utilizzando il software statisti®dNITAB Inc. 2003 Release 14 per
Windows (State College, Pennsylvania). NellanaAdlOVA é stato utilizzato il test di
Tukey applicando un livello di significativita d85%; confronti aventp < 0.05 sono stati
considerati significativi. L’analisi dei clusterséata applicata per raggruppare insieme casi
simili per il contenuto di trigliceridi ed é statdilizzato il metodo del legame medio
(average linkage method)della distanza Euclidea.
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3.4 Materiali e metodi per lo studio delle proanto@nidine dei vinaccioli

3.4.1 Campioni

| campioni d’uva di 32 varieta di ibridi riportai tabella 1.5 e di tre varieta #i.
vinifera di riferimento (Aramon V.viniferax ?), Cabernet Sauvignon, Chardonnay) sono
stati raccolti nel 2010 a maturita tecnologicaaébllezione ampelografica del CRA-VIT
situata a Susegana (TV). Il campionamento & stgueto come descritto nel paragrafo
3.2.1.

3.4.2 Estrazione delle proantocianidine

I vinaccioli di 20 acini sono stati manualmenteasepi da bucce e polpe, asciugati su
carta, pesati e polverizzati in un mortaio con aziojuido. La polvere di vinaccioli & stata
lavata con esano (rapporto 1:10 p/v) sotto agitezia buio per 18 ore per estrarre I'olio
ed i lipidi. La polvere e stata separata mediantéltro di carta e le proantocianidine sono
state estratte con una soluzione ;O0H/H,O 70:30 (v/v) in rapporto 1:10 (p/v) sotto
agitazione per 18 ore. | campioni sono stati ckigati a 4000 giri/min per 10 minuti a 15
°C e la soluzione metanolica é stata filtrata Krofdi carta.

3.4.3 Indice di polifenoli totali

Il contenuto di polifenoli totali degli estrattistato determinato secondo il metodo di
Folin-Ciocalteau (Di Stefano e Cravero, 1991). Wiume di 0.1 ml di estratto metanolico
e stato diluito 4 volte con acqua e trasferito mroatraccio da 20 ml dove sono stati
aggiunti 5 ml di acqua distillata, 1 ml del reageunli Folin-Ciocalteau e 4 ml di una
soluzione acquosa di NaO; al 10% (p/v). Il matraccio € stato portato a vodum la
soluzione é stata lasciata sotto reazione per 8@tmiL’assorbanza della soluzione é stata
misurata a 700 nm utilizzando lo spettrofotometaesy0 Scan UV-Vis (Varian, Milano).

L’indice di polifenoli totali e stato calcolato daformula:

(+)-catechina (mg/kg)=186.5 %74y x (n/V) x (Vex/Q)
dove n e il numero di diluizioni del campione, Wdlume dell’estratto utilizzato (0.1 ml),
Vex il volume totale di estratto di semi, g il pesd cempione d’'uva.

3.4.4 Analisi MALDI-TOF

Le misurazioni MALDI-TOF sono state effettuate izzbndo lo strumento MALDI-
TOF-TOF UltrafleXtreme (Bruker Daltonics, Bremenerm@ania), equipaggiato con laser
da 1 kHz smartbeam IIAE355 nm) operante in modalita positiva. Le condizio
strumentali impiegate per analizzare le specie ocoddei nel range di massa/z450-3500
sono state: sorgente ionica 1: 25.00 kV; sorgeotgca 2: 22.30 kV; lenti: 7.70 kV;
estrazione ionica pulsata: 80 ns; reflector 1: 2&¥; reflector 2: 13.45 kV. La soluzione
della matrice é stata preparata sciogliendo 10 nagido 2,5-diidrossibenzoico (DHB) in
1 ml di una soluzione GI®OH/H,O 70:30 (v/v). Gli estratti sono stati diluiti 1:30v con
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CH3OH/H,O 70:30 (v/v) e 5ul della soluzione sono stati mescolati con paruna di
matrice. Un volume di il della miscela e stato depositato sul porta-camploacciaio e
lasciato asciugare prima di essere introdotto regilitrometro di massa. La calibrazione di
massa esterna (Standard di Calibrazione Peptidice) basata sui valori monoisotopici
degli ioni [M+H]® di Bradichinina, Angiotensina I, Angiotensina $ostanza P,
Bombesina, clip ACTH (1-17), clip ACTH (18-39), Satuostatina 28 rispettivamenterdz
757.39916, 1046.5420, 1296.6853, 1347.7361, 1630,8093.0868 e 3147.4714.

3.4.5 Analisi statistica

Le intensita relative (rispetto al segnale piu alulzmte) dei segnali sono state
sottoposte a trasformazione angolare per normaédaadistribuzione dei dati mediante la
formula: y=arcsin(sqrt(p)) dove y € il valore della variabile trasformatarcsin e la
funzione arcosenosqrt(p) € la radice quadrata della proporzione percentuBlker
selezionare le variabili significative per la dié@ziazione tra/. viniferae ibridi & stata
eseguita '’ANOVA ad una via applicando il test dster con un livello di significativita
pari al 95% (Cabredo-Pinillost al, 2008). Tutte le analisi statistiche sono statgete
con il software statistico Minitab Inc. (2003), Bate 14 per Windows (State College,
Pensilvania).
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3.5 Materiali e metodi per il nuovo approccio di m&bolomica

3.5.1 Preparazione dei campioni di uve di varietéoride

Circa 100 acini delle varieta ClintorV.( riparia x V. labruscd, Seibel 19881
(numero VIVC, Vitis International Variety Catalogu#1461) e Seyve Villard 12-347
(Seibel 6468 x Seibel 6905) sono stati raccoltemg maturazione nel 2011 (il Clinton) e
nel 2011 e 2012 (le altre due varieta) dalla Calez del Germoplasma viticolo del CRA-
VIT (Susegana, Treviso, Italia). Le bacche sondespaelevate casualmente da cinque
diverse piante ed immediatamente congelate a -20 °C

Per la preparazione del campione di uva Clinton, a2ihi sono stati pesati,
omogeneizzati con azoto liquido e la polvere remitie € stata immediatamente estratta a
freddo con metanolo puro in rapporto 2:1 (v/p) cadigitazione per 20 min. Dopo
I'aggiunta di 200ul di una soluzione metanolica di 4',5,7-triidrolavanone a 500 mg/I
come standard interno, il campione e stato cegaifna 10 °C per 20 min. La soluzione e
stata filtrata con filtro Acrodisc GHP 0,3#8n (Waters, Milford, USA) e raccolta in una
vial per I'analisi LC/MS. Per ogni campione sonatstripetute due analisi.

Gli estratti delle varieta Seibel 19881 e Seyvelavtil 12-347 sono stati ottenuti
secondo il procedimento utilizzato per l'analisii g@lifenoli nelle bucce descritto nel
paragrafo 3.1.2Gli estratti delle bucce sono stati scongelatijcne centrifugati a 4000
giri per 10 minuti. Sono stati prelevati 2 ml ditratto ed addizionati con 2 ml di una
soluzione di HSO, 0.1 N. Sono stati aggiunti 20 pl di soluzionetdnslard interno 4°,5,7-
trildrossiflavanone a concentrazione 304.64 mgA. doluzione e stata eluita in una
cartuccia Sep-P&kC.s (Waters) da 360 mg precedentemente attivata ecohdd CH;OH e
5 ml di HO. Dopo caricamento, la cartuccia e stata lavata2col di HSO, 0.01 N, e la
soluzione contenente I'estratto antocianico e sthtda con 2 ml di CkDH e filtrata su
vials da 2 ml con filtro in polipropilene Acrodf$&GGHP (Waters)Dopo I'estrazione il
campione Seibel 19881 é stato diluito con altril2inmetanolo.

3.5.2 Spettrometria di massa LC/QTOF

Il sistema analitico utilizzato €& costituito da WHPLC Agilent 1290 Infinity
equipaggiato con un autocampionatore Agilent 129@ity e accoppiato allo spettrometro
di massa accurata Agilent 6540 Q-TOF (risoluziowenimale 40000) con sorgente di
ionizzazione Jet Stream (Agilent Technologies, &&lara, CA). Sono state eseguite due
analisi ripetute di ogni campione con modalita chrssione completa sia in modalita di
ionizzazione positiva che negativa. Per la sepangzcromatografica e stata utilizzata una
colonna a fase inversa Zorbax (RRHD SB-C18 3x15Q in&um) (Agilent Technologies,
Santa Clara, CA). La fase mobile era costituita(ApH,0/0.1% HCOOH (v/v) e (B)
CH3CN/0.1% HCOOH (v/v). Programma di eluizione a geatke: 5% B isocratica per 8
min, da 5 a 45% B in 10 min, dal 45 al 65% B in 5,n%5-90% B in 4 min, 90% B
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isocratica per 10 min. Flusso 0.4 ml/min. Volumeamnpione iniettato 1. Temperatura
della colonna 35 °C.

Condizioni Q-TOF: flusso di azoto 10 I/min a 400 ;°@usso di azoto per
I'evaporazione del solvente 8 I/min a 350 °C; pi@ss nebulizzatore 60 psi, tensione
ugello 1 kV, voltaggio del capillare 3.5 kV. | sedjinsono stati registrati nell’intervalim/z
100-1700. La calibrazione di massa negativa € sts¢guita con una miscela standard
G1969-85000 (Supelco Inc.) e con un errore resjlrole masse previste compreso tra
+0.2 ppm. Composti utilizzati per la calibraziomeioni TFA am/z112.9856 e HP-0921
(+ formiato) am/z966.0007 in modalita negativa, cationi purina/a121.0509 e HP-0921
a m/z 922.0098 in modalita positiva. Condizioni MS/MSanpo elettrico di
frammentazione compreso tra 20-60 eV.

3.5.3 Analisi dei dati

Il trattamento dei dati e stato effettuato coroitware di analisi Agilent MassHunter
Qualitative Analysis versione B.05.00. Il databdsenetaboliti putativi dell’'uva e del vino
(GrapeMetabolomigs € stato sviluppato raccogliendo le informazioniles formule
molecolari trovate in letteratura e nelle banche ekettroniche. L'identificazione target
dei composti e stato eseguita con l'algoritmo "Fl@dmpounds by Formula", mentre
I'analisi untarget é stata eseguita con I'algorittRimd Compounds by Molecular Feature".
La fiducia di identificazione dei composti basatdlasdeterminazione della massa accurata
e del pattern isotopico € stata espressa con wooe'sli identificazione globale”, calcolato
valutando lo scostamento in ppm tra la massa spatate e quella teorica, 'abbondanza
relativa e la distanzan/z (spacing) nel pattern isotopico. Il peso relatde diversi
parametri presi in considerazione per il calcolbodéscore” espresso in percentuale sono:
Winass100; Wipundance60; Whspacing=20, con tolleranze relative alla massa teoric.0i
mDa + 5.6 ppm, allabbondanza isotopica del 7.9%,distanza tra le masse isotopiche di
0.00025m/z+ 7.0 ppm.
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4. RISULTATI E DISCUSSIONE
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4.1 Valutazione delle potenzialita enologiche dellearieta V. vinifera

4.1.1 Indici di antociani totali e di flavonoidi taali delle bucce

In Tabella e Figura 4.1 sono riportati i valori medi degli indici di flavoidi totali e di
antociani totali determinati negli estratti dellécbe delle cinque varieta a bacca rossa nelle
due annate di studio.

La varieta Fumat si distingue per i piu alti indiciantociani e flavonoidi totali, seguita
dal Pignolo per quanto riguarda l'indice di flavashatotali, mentre I'indice di antociani
totali del Pignolo e di poco superiore a CjanoridDiadarella e di poco inferiore a
Cabrusina.

Per tutte le varieta si pud notare una notevoltemihza tra i valori registrati nelle due
annate indicata dalla semidispersione dalla mex@habilmente a causa del piu elevato
grado di maturazione fenolica al momento dellastliamell’annata 2009.

Varieta Antoci_ani totali Flavonoi(_JIi totali
mg malvidina/kg uva mg catechina/kg uva
Cabrusina 1221+ 611 3216+ 1706
Cjanorie 703+ 182 2262+ 611
Dindarella 721+ 379 2754+ 1306
Fumat 3306+ 1539 7739+ 3550
Pignolo 1041+ 366 5037+ 1807

Tabella 4.1: Valori medi di due annate con relativa semidispersidalla medialegli indici di antociani
totali (espressi in mg malvidina-3-O-glucoside/kg)e di flavonoidi totali (espressi in mg (+)-aztiaa/kg
uva).
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Figura 4.1: Indice di antociani totali (mg malvidina-3-O-gluéta/kg uva) e indice di flavonoidi totali (mg
(+)-catechina/kg uva) nelle bucce delle varietaaach rossa. Sono rappresentati i valori medi dilie
annate con la relativa semidispersione dalla media.
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4.1.2 Studio del profilo degli antociani

Il profilo antocianico rappresenta un parametrosdasmico importante per la
classificazione delle varieta dal momento che, eebltambino le concentrazioni assolute
nei diversi anni di raccolta, la composizione degitociani rimane relativamente stabile
(Mattivi et al, 2006).

La Figura 4.2 rappresenta il profilo di antociani della vari¢tamat determinato
mediante analisi HPLC/DAD. L’assegnazione dei piczbmatografici e stata fatta sulla
base della sequenza di eluizione della colonnaea ifarersa e lo spettro di assorbimento
dei composti, la composizione percentuale di aatocdielle bucce delle varieta rosse e
stata determinata dalla misura dell’area dei picobimatografici.
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Figura 4.2: Cromatogramma HPLC del profilo degli antocianilaelarieta Fumat. 1) delfinidina-3-O-
glucoside; 2) cianidina-3-O-glucoside; 3) petunédBrO-glucoside; 4) peonidina-3-O-glucoside; 5)
malvidina-3-O-glucoside; 6) delfinidina-3-O-(6-Ostit)glucoside; 7) delfinidina-3-O-(6-O-acetil)gloside;

8) petunidina-3-O-(6-O-acetil)glucoside; 9) peonai3-O-(6-O-acetil)glucoside; 10) malvidina-3-OQ6-
acetil)glucoside; 11) delfinidina-3-O-(6-@cumaril)glucoside; 12) malvidina-3-O-(6-O-cafféglucoside;
13) cianidina-3-O-(6-Qa-cumaril)glucoside; 14) petunidina-3-O-(6f2cumaril)glucoside; 15) peonidina +
malvidina-3-0-(6-Op-cumaril)-glucoside.

Gli antociani determinati nelle cinque varieta soleo delfinidina, cianidina,
petunidina, peonidina e malvidina presenti nellamf@® di monoglucosidi, acetil-
monoglucosidi ep-cumaril-monoglucosidi, ed e stata inoltre trovataa significativa
presenza di malvidina-3-O-(6-O-caffeoil)-glucos{dabella 4.2.

Osservando la composizione percentuale di antoar@mmoglucosidi si possono
individuare le maggiori differenze tra le variela:malvidina-3-O-glucoside & I'antociano
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dominante nelle varieta Cabrusina, Fumat e Pigmontre nel Cjanorie € la peonidina-3-
O-glucoside; nella varieta Dindarella sono stadeamtrate elevate quantita di cianidina 3-
O-glucoside e di peonidina-3-O-glucoside.

Lo stesso andamento si osserva per i corrispondatdciani acetilati @-cumarati:
nella varietd Fumat, che presenta un’alta percentiligpetunidina-3-O-glucoside (10.2%),
vi sono maggiori contenuti di petunidina-3-O-(6-Cetl)glucoside (2.2%) e petunidina-3-
O-(6-Ofp-cumaril)glucoside (2.6%). La malvidina-3-O-(6-CHeail)-glucoside & presente
in piu alte percentuali nella Cabrusina.

In tutte le varieta la somma delle percentualirdbaianip-cumarati € superiore agli
acetati, come gia riportato in letteratura (Matgvial, 2006), e risulta piu elevata per le
varieta Cabrusina e Fumat. In generale gli antoceilati sono i composti che
contribuiscono maggiormente alla stabilita del oelodurante la conservazione e
I'invecchiamento dei vini rossi (Giusti e Wrolstétf)03).

Area %

Antociani Cabrusina Cjanorie Dindarella  Fumat Pigrio
delfinidina-3-O-glucoside 41+13 45+05 13.6+31 88+20 7.3+16
cianidina-3-O-glucoside 1.4+04 79+09 286+90 25+12 56+1.4
petunidina-3-O-glucoside 50+1.0 47+04 7.3+01 102+15 66+1.1
peonidina-3-O-glucoside 11.6+1.6 429459 248+57 59+19 123+3.2
malvidina-3-O-glucoside 416+1.0 251437 143+57 37.9+13 38.8&2.
deffinidina-3-O-(6-O-acetil)glucoside 05+0.2 04+00 05+02 17403 1.1+0.3
cianidina-3-O-(6-O-acetil)glucoside 05+04 04+00 06+00 04%02 09+0.7
petunidina-3-O-(6-O-acetil)glucoside 0.7+0.0 1.0+00 0301 22%02 0800
peonidina-3-0O-(6-O-acetil)glucoside 1.2+0.2 1.8+02 02+00 0.8+01 1.3+03
malvidina-3-0O-(6-O-acetil)glucoside 75+05 19+06 02+00 82+17 87+18
delfinidina-3-O-(6-Op-cumaroil)glucoside | 1.9+0.6 04+0.0 0701 27+00 1.0+0.3
malvidina-3-0-(6-O-caffeoil)glucoside 1.3+00 0.7+00 04+01 05+0.1 0.8+03
cianidina-3-O-(6-Op-cumaril)glucoside 03+0.1 08+00 3.6+08 0701 04+0.1
petunidina-3-O-(6-Qa-cumaril)glucoside 1.8+0.0 0301 06+00 26+05 09%0.1
gﬂ‘;‘]’;‘r'ﬁ)'f‘;:gc‘)as'i‘gg'”a)'3'o'(6'®' 206+19 73%11 4120 150+38 135%4.
Somma antociani acetati 104+14 5408 19+£03 13.3+x25 12.7Z3.
Somma antociani p-cumarati 245+26 89+13 90+28 209%*44 158%4.

Tabella 4.2: Percentuali medie dei singoli antociani determinsdiante analisi HPLC/DAD nelle 5 varieta
a bacca rossa con la relativa semidispersione dedtia per le due annate. Nella parte inferioréadabella
e riportata la somma delle percentuali di antocéeetilati ep-cumarati.
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4.1.3 Studio del profilo di HCTA e flavonoli dellebucce

La Figura 4.3 riporta il cromatogramma di flavonoli e HCTA dellarieta a bacca
bianca Cividin. Gli acidip-cumarico, caffeico, ferulico sono i principali diifenolici
dell'uva e del vino e si trovano spesso legatiealduo di zucchero degli antociani (in uve
rosse), o come esteri dell’acido tartarico, fornmmdquesto modo I'acido cutarictbgns
cumaril-tartarico), caftaricar@ns-caffeil-tartarico) e fertaricot@ans-ferulil-tartarico). Nel
mosto I'acido caffeoil-tartarico e il piu abbondantentre nelle bucce, a seconda della
varieta, puo essere anchepicumaril tartarico. Le percentuali relative dei testeri
dovrebbero essere costanti per ogni cultivar (Cai991).
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Figura 4.3: Profilo HPLC di flavonoli e HCTA nella varieta atca bianca Cividin. 1) acidts-caffeoil-
tartarico; 2) aciddrans-caffeoil-tartarico; 3) acideis-p-cumaril-tartarico; 4) acidtransp-cumaril-tartarico;
5) acido 2-S-glutationil-caffeoil-tartarico; 6) doi trans-ferulil-tartarico; 7) quercetina glucuronide; 8)
quercetina glucoside; 9) campferolo glucuronidg;ceimpferolo glucoside.

In Tabella 4.3sono riportati i contenuti medi percentuali di HE@eterminati per le
due annate di studio con relativa semidispersi@tia dhedia. In tutte le varieta gli HCTA
nella formatrans sono risultati piu abbondanti rispetto alle cqroisdenti formecis. In
tutte le varieta I'acido caffeoil tartrato € risath il piu abbondante. Solo nella Cabrusina
I'acido p-cumaril tartrato totale (somma dis e trans) € risultato presente in quantita
superiore rispetto al caffeoil tartrato (48.7%);skessa ha evidenziato elevati contenuti
percentuali anche di acidansferulil tartarico (3.5%), come nella Sagrestana¥ad).

Dal confronto con dati di letteratura riportati gerbucce di altre varieta e ottenuti
mediante metodiche analoghe, si evidenzia che Ia&clBwa presenta un’elevata
percentuale di acidvans-caffeoiltartarico (76%) rispetto alle altre vaéied bacca bianca,
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similmente al Prosecco (66%). Per tutte le varigethacca rossa, ad eccezione della
Cabrusina, si riscontrano percentuali elevate diceitans-caffeoiltartarico, analogamente
al Negroamaro (57.5%) (Panigteglal, 2012).

Si e osservato un contenuto piu basso di acidayRuationil-caffeoil-tartarico nella
varieta Boschera (0.4%) e piu alto in Dindarell2.2%) e Cabrusina (10.9%). Questo
composto, noto anche come GRP (Grape Reaction &jodsi forma per addizione
nucleofila del glutatione con I'acido caftarico rérappolando in forme incolori gli orto-
chinoni, responsabili dell'imbrunimento del mostoantiene un’alta concentrazione di
polifenoli inalterati nel vino (Kritzingeet al, 2013).

| flavonoli contribuiscono al sapore amaro dei \enin quelli rossi, incrementano |l
colore attraverso la copigmentazione con gli aatgci(Malien-Aubertet al, 2001;
Castillo-Mufiozet al, 2007). | principali flavonoli determinati nelleareta bianche sono
guercetina e campferolo, mentre nelle rosse € pesache la miricetina, nelle forme di
glucosidi e glucuronidiTabella 4.3.

Sia nelle varieta a bacca bianca che in quellecagbeossa la quercetina e risultato il
flavonolo piu abbondante, seguito dalla miricetmalle varieta rosse, in accordo con
quanto riportato in letteratura per altre varid¢aitivi et al, 2006). Il rapporto quercetina
glucoside/quercetina glucuronide é risultato imferiad uno nelle varieta Cividin, Fumat e
Grapariol, mentre era >1 nelle altre. Le varieta pcche in campferolo glucoside e
glucuronide sono Cabrusina e Dindarella, mentrédleaecontenuto minore sono Fumat e
Cividin. Il rapporto campferolo glucoside/campferglucuronide é risultato maggiore di
uno in tutte le varieta tranne che in Cjanorie m&u
Il contenuto dei derivati della miricetina & rigui molto elevato nelle varieta Fumat,
Pignolo e Cabrusina, molto basso per Dindarellaadzie.

Dal confronto con i dati riportati in letteraturegpmparabili in quanto ottenuti con
metodiche analoghe, si puo osservare che SagrestBoachera presentano un contenuto
di quercetina glucuronide inferiore alla glucosi@malogamente a quanto riportato nel
Prosecco. Le varieta rosse Cabrusina e Pignolorammstuna composizione di flavonoli
simile al Negroamaro (Panighet al, 2012).
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Boschera Cabrusina Cjanorie Cividin Dindarella  Funta Grapariol Pignolo Sagrestana Prosecco Negroamaro
Acidi idrossicinnamil-tartarici Area %
(HCTA)
cis-caffeoil tartarico 1.1+0.3 0.3+0.3 0.840.2  1.5%0.5 2.5%1.6 0.3+0.3 1.7+0.2 0.6+0.6 2.0£1.0 4.8 n.d.
trans-caffeoil tartarico 76.4+4.1 39.6+3.1 59.6+1.8 1.6 43.5%£3.7 53.843.3 50.1+7.7 49.9+0.0 49.4+9.1 65.8 57.5
cis-p-cumaril tartarico 4.9+0.5 9.843.9 6.8£t0.5 8.9+0.9 7.6+1.8 5.1+0.4 11.941.9 8.1+04 8.0+2.2 4.2 5.3
trans-p-cumaril tartarico 16.4+3.5 38.8+14.9 26.3+2.9 324 32.9+13.1 34.6x7.0 32.8+7.2 37.9+2.0 34.1+12.8 9.4 35.6
2-S-glutationil-caffeoil-tartaricol  0.4+0.4 10.948.8 5.6x4.7 4.4+2.8 12.2+10.9 4.4+35 2.0+0.9 2.3+1.7 2.842.5 8.9 n.d.
trans-ferulil tartarico 0.8+0.0 3.5+2.2 0.9+¢0.3 2.0+0.3 1.3%¥1.3 1.9+0.9 1.5+0.3 1.3+0.4 3.7+2.5 6.9 1.6
Flavonoli
Miricetina-glucuronide 0.0 2.61£2.6 0.1+0.1 0.0 01t 0.0 0.0 1.7+¢1.7 0.0 n.d. n.d.
Miricetina-glucoside 0.0 33.1+5,5 7.3%#1.1 0.0 5.821 40.0+19.9 0.0 38.316.8 0.0 n.d. 35.6
Quercetina-glucuronide 39.0£7.7 13.2+1.2 31.3+2.7.946.8 24.2+1.4 31.5+16.6 54.5+0.2 16.3+3.3 35.0+2 39.1 17.7
Quercetina-glucoside 47.6£5.2 34.2#5.7 45.9+1.1 44318 53.2+0.9 20.149.4 30.8+1.0 31.7#7.8 49.9+1.0 50.9 39.6
Campferolo-glucuronide 3.0£0.5 7.7+4.1 9.3+0.1 DP9+ 1.0+1.0 5.315.3 3.41+0.4 25125 6.913.6 2.5 1.1
Campferolo-glucoside 10.5+2.0 9.2+0.0 6.1+0.2 7.8+2 15.6+2.8 3.1+0.9 11.3+1.1 9.6x34 8.21+2.6 7.4 9 5.

Tabella 4.3: Contenuti medi percentuali di due annate di acitbssicinnamiltartarici e flavonoli nelle bucce et@tinati mediante analisi HPLC/DAD nelle nove v&ri€.
vinifera studiate e in due varieta note (Prosecco e Negragrprese come riferimento (Panigkehl, 2012).
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4.1.4 Flavanoli nei vinaccioli

Il contenuto di flavanoli monomeri negli estratteidsemi determinato mediante
analisi HPLC ha rivelato in tutte le varieta un mmto di (+)-catechina superiore a quello
di (-)-epicatechina, ad eccezione del Pignolo pequiale il contenuto medio di (-)-
epicatechina (125 mg/kg uva) e simile a quello ¥qatechina (111 mg/kg) e per la
Boschera (50 e 47 mg/kg uva, rispettivamerf@ura 4.4). | livelli di (+)-catechina e (-)-
epicatechina piu elevati sono stati riscontrati @eidin e nel Fumat mentre i piu bassi in
Boschera, Grapariol e Dindarella.
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Figura 4.4: Contenuti medi di flavanoli monomeri (mg/kg uva(dl)-catechina e (-)-epicatechina) nelle due
annate determinati mediante analisi HPLC/DAD neefitratti di vinaccioli (le barre indicano la
semidispersione dalla media).
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4.1.5 Studio dei composti volatili liberi e precursri di aromi glicosilati nelle varieta
Boschera e Dindarella

| composti volatili delluva giocano un ruolo fondantale nelle proprieta
organolettiche dei vini. | componenti aromatici sgresenti nell’'uva sia in forma libera
che glicosidata, cioé legati a molecole di zucchea il loro contenuto dipende dalla
varieta (Gunatat al, 1985; Rochat al.,2006).

In base ai contenuti di aromi volatili, le variedauva possono essere distinte in
aromatiche e non-aromatiche: le varieta aromatjpbssiedono terpeni liberi e forme
glicosilate che, attraverso lidrolisi, generan@amposti aromatici che danno I'aroma
tipico di vini quali ad esempio il Moscato; le v&@ non-aromatiche possiedono composti
volatili ma in concentrazioni inferiori rispettolalsoglia olfattiva che danno un contributo
trascurabile all’'aroma finale del vino (es. RieglenChardonnay) (Del Cagid al, 2012).

Nelle uve di Boschera e Dindarella e stato condot&iudio dei composti aromatici in
quanto, tra le varieta in studio, risultavano qelbtenzialmente piu interessanti dal punto
di vista aromatico.

| composti liberi riscontrati sono alcoli alifatictomposti benzenoidi e terpenoli. Dai
dati presentati infabella 4.4 risulta evidente la scarsa presenza di compogiemeci,
generalmente responsabili dei sentori floreali @ unolto aromatiche quali i Moscati
(Ribéreau-Gayomet al, 1998), mentre risultano piu abbondanti i beniiincappresentati
in maggiore quantita da alcol benzilicd3deniletanolo, benzeneacetaldeide e vanillina.
Tra i composti alifatici piu abbondanti sono stasicontrati acido esanoico, soprattutto
nella varieta Dindarella (2729/kg), acido 2-esenoico e 3-penten-2-olo.
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BOSCHERA DINDARELLA
Ho/kg Ha/kg

Alcoli alifatici
esanale 14.2:+1.55 24.01+ 12.00
3-penten-2-olo 12.1:+£0.28 33.67+0.09
3-cicloesen-1-olo - 9.76 £ 9.76
2-esenale 18.5: +2.76 16.31+ 2.54
1l-esanolo - 12.84+6.02
2-esen-1-olo 2.6:+2.62 7.64+ 7.64
3-esen-1-olo 1.8¢+1.88 -
2-butossietanolo 7.7¢+0.18 11.03+ 0.97
2-etil-1-esanolo 5.82+0.08 14.62+ 0.50
acido esanoico 90.57 £ 6.07 272.57+ 16.15
acido 2-esenoico 78.1:+9.18 135.28+ 1.66
Benzenoidi
benzaldeide 15.1:+1.24 54.93+ 9.82
benzenacetaldeide 120.6¢ + 34.90 63.48+ 31.05
metil salicilato 3.6¢ + 3.66 -
alcol benzilico 73.4.+0.47 635.70+ 245.04
B-feniletanolo 36.8:+1.17 127.04+ 26.77
2-fenossietanolo 16.1¢+1.18 27.75+ 27.75
2-etil fenolo 11.4:+0.46 43.55+ 43.55
3,4-dietilfenolo 74.0.+4.50 94.70+ 7.05
fenolo 2,4-bis-(1,1dimetiletil) 15.8% + 3.44 54.32+ 12.66
benzofenone 7.02+£0.79 13.74+ 0.51
vanillina 41.28+15.21 60.50+ 10.06
Terpenoli
diendiolo | 14.3: £ 2.77 20.31+£7.21
acido geranico 11.7¢+11.79 55.44+ 13.91

Tabella 4.4: Contenuti medi di composti liberi espressig 1-eptanolo/kg uva con semidispersione dalla
media di due ripetizioni.

| profili qualitativi dipendono strettamente dallarieta, mentre i contenuti relativi di
ciascun composto, e quindi le proprieta sensodi@lie uve, sono anche legate al terroir,
inteso come insieme di parametri quali il suolo,clima, le pratiche vitivinicole e
agronomiche (Gonzalez-Barreiev al, 2013).

| composti aromatici glicosidati liberati per idisl enzimatica appartengono alle
classi degli alcoli alifatici, composti benzenoitérpenoli e norisoprenoidiré&bella 4.5.
Anche in questo caso risultano quantitativamentdtanpresenti i benzenoidi, in
particolare alcol benzilico, alcol omovanillicg@3deniletanolo, che nella varieta Dindarella
raggiunge i 32981g/kg, sebbene con grande differenza tra le dudizipei.

| composti terpenici, quasi assenti nella forman#) sono risultati invece presenti in
quella glicosidata: linalolo, nerolo e geraniolms@resenti in tutte le tre varieta; vi sono
elevati tenori di ossidi del linalolotr@ns-8-idrossilinalolo, cis-8-idrossilinalolo, 8-
idrossidiidrolinalolo, furanlinalolo ossido, piramhlolo ossido) ed acido geranico, gia
presente nella forma libera. Sono presenti ancingposti norisoprenoidi, in particolare
vomifoliolo e 3-oxoe-ionolo.

Il rapporto tra terpeni glicosidati e liberi rappeata un indicatore del potenziale
aromatico dell’'uva, utile anche per classificare av varieta diverse. Gunaga al. (1985)
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riportano nelle uve Moscato un rapporto terpergagidati/liberi superiore ai due terzi dei
terpenoli totali, e proporzioni maggiori nelle uven di Moscato, come il Gewdrtztraminer
in cui i terpeni glicosidati raggiungono il 94% derpeni totali.

Nelle varieta analizzate, la differenza signifigattra i contenuti di terpenoli nella forma
libera e glicosidata permette di assegnare a questeta un carattere semi-aromatico
(Figura 4.5).

Boschera m Dindarella
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Figura 4.5: Contenuti medi di terpenoli liberi (espressijig 1l-eptanolo/kg uva), terpenoli glicosidati e
norisoprenoidi (espressi img 1-decanolo/kg uva) nelle due varieta studiate l@re indicano la
semidispersione dalla media).
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BOSCHERA DINDARELLA
Hg/kg Hg/kg

Alcoli alifatici
1-butanolo 1.2:+1.23 8.67 + 8.67
2-esenale 11.52+£5.27 20.8: +11.67
3-metil-3-buten-1-olo 12.9t+2.08 10.91+0.32
3-metil-2-buten-1-olo 8.01+3.60 13.1¢ £ 1.30
2-metil-2-buten-1-olo 8.9¢ £ 2.04 -
2-metil-1-propanolo - 14.7¢ £ 14.74
3-metil-1-butanolo - 37.2t +8.57
3-penten-4-metil-1-olo 0.3:+£0.33 -
1-esanolo 4.14+4.14 19.5( = 2.05
4-esen-1-olo 3.36 +£3.38 6.22£6.23
Benzenoidi
benzaldeide - 16.8: +9.19
metil salicilato 1.67+1.67 65.57+60.14
2-metossi fenolo 8.8:+5.78 -
alcol benzilico 20.6¢+1.41 3298.0t + 2195.33

B-feniletanolo
alcol omovanillico
Terpenoli

406.3¢« £ 60.73
172.6¢ £ 52.99

369.2( £ 37.87

225.2¢+102.41

furan linalolo ossido 4711471 -

piran linalolo ossido 32.0€+12.17 -
linalolo 13.9€+£5.96 74.7:£39.98
nerolo 23.47+£8.59 12.9t+3.70
geraniolo 86.01+ 15.63 48.6¢ + 8.48
diendiolo | 30.82+£8.92 53.2( £ 36.28
eugenolo - 5.4t +5.45
idrossi-citronellolo - 18.0¢ £ 18.09
trans-8-idrossi-linalolo 31.1:+31.13 59.1:+£12.09
idrossi-geraniolo 29.17+16.39 2.0t +£2.05
cis-8-idrossi-linalolo 25.0¢£1.09 58.4¢ £ 53.42
8-idrossi-diidrolinalolo - 23.67 £ 23.63
acido geranico 142.7. + 36.74 50.7¢ + 39.94
7-idrossia-terpineolo 56.3¢ +11.46 167.8¢ + 51.57
Norisoprenoidi

3-idrossifi-damascone 48.5¢+0.78 38.7:+2.34
3-oxo-0-ionolo 78.57 £ 3.03 118.2( £ 28.12
4-idrossi-3-metossi feniletanone - 122.6¢ + 8.02
3,9-diidrossi-megastigma-5-ene12.21 + 0.79 63.8¢ +41.25
vomifoliolo 202.4° £ 44.22 300.2¢ + 48.55
3-idrossi-7,8-dideidrd-ionolo - 49.8¢ + 49.88

Tabella 4.5: Contenuti di aromi glicosidati espressijig 1-decanolo/kg uva con relativa semidispersione
dalla media per due ripetizioni.
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4.1.6Analisi sensoriale dei vini

| vini ottenuti dalle microvinificazioni delle uvpresentano una buona gradazione
alcolica naturale per tutte le varieta, superidr&22 nelle varieta friulane e al 10% in
quelle veneteTabella 4.6. Le varieta a bacca bianca presentano un’acidiportante,
piu alta nel caso del Cividin (8.75 g/l) e piu ms®l vino Boschera (6.90 g/l). Le varieta
rosse hanno fornito vini ricchi in polifenoli totafoltre 1500 mg/l) ad eccezione di
Cjanorie (792 mg/l) e Dindarella (1182 mg/l).

Varieta | Alcol | Estratto| Acidita (g/1) oH Polifenoli
(% vol) |netto (g/I - totali (mg/I|
volatile| totale
Cjanorie | 12.15 26.2 0.48| 4.6b 3.66 792
Cividin | 12.88 22.1 0.27| 875 291 223
Fumat | 12.87 29.2 0.50 5.3b 3.80 1581
Sagrestana 13.00 19.8 0.30 7.10 3.20 264

Pignolo | 1291 | 34.6 0.56 | 4.20| 4.48 1985
Boschera| 11.4 17.1 0.17 | 6.90| 2.90 158
Cabrusina| 10.4 24.4 058 | 5.7 | 3.28 1552
Grapariol | 10.2 19.0 0.08 | 8.6 | 2.95 98
Dindarella| 10.7 22.8 041 | 4.8 | 3.42 1182

Tabella 4.6: Principali parametri rilevati nei vini ottenuti lklauve delle varietd'. vinifera

Alla degustazione il vino di Sagrestana si e ritekapido e strutturato e dotato di
una buona intensita, tipicita e finezza olfattigepri positivi con sentori di frutta matura e
floreale.

II Cividin ha presentato una buona intensita ectii@iolfattiva, odori positivi con
sentori di frutta matura, con una buona aciditqicsa e strutturato, molto piacevole
(Figura 4.6).

=¢—Cividin == Sagrestana

intensita colore

Figura 4.6: Analisi sensoriale dei vini ottenuti dalle varigtédbacca bianca provenienti dal Friuli Venezia
Giulia, Cividin e Sagrestana.
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Il vino ottenuto dalla varieta Pignolo ha presemtah’elevata intensita del colore,
una buona intensita e tipicita olfattiva, ed odpaositivi con sentori di frutta rossa e
confettura, piuttosto astringente al gusto.

Il Fumat € caratterizzato da un’ottima intensitdiacevolezza nel colore, buona
intensita, tipicita e finezza olfattiva, odori pidgi con sentore di frutta rossa e confettura,
buona struttura, con una rilevante acidita.

Il Cjanorie ha espresso un colore non molto intensm buona intensita olfattiva ed
odori positivi, sentore di confettura; buona strtdf con una buona aciditéigura 4.7).

=—¢=—Fumat === Pignolo Cjanorie
intensita colore
piacevolezza 10
retrolfattiva :j‘

globale odori
negativi

globale odor
positivi

Figura 4.7: Analisi sensoriale dei vini ottenuti dalle varietdbacca rossa provenienti dal Friuli Venezia
Giulia: Fumat, Pignolo e Cjanorie.

Il vino ottenuto dalla varieta Cabrusina e caraato da un’elevata intensita del
colore, una buona intensita e tipicita olfattivd,aglori positivi con sentori di frutta rossa,
confettura e spezie, con una buona acidita, pdcm@snte al gusto.

La Dindarella ha espresso un colore non molto sdgema buona intensita olfattiva
ed odori positivi, sentore di frutti rossi e spetigona struttura e acidit&igura 4.8).
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=== Cabrusina =@-=Dindarella

Figura 4.8: Analisi sensoriale dei vini ottenuti dalle varietdacca rossa provenienti dal Veneto, Cabrusina
e Dindarella.

Il profilo organolettico del Grapariol é carattesdto da una buona intensita e tipicita
olfattiva, odori positivi con sentori floreali e ffutta matura e tropicale, una buona acidita,
sapido e strutturato e con un’elevata tipicita giinsa (Figura 4.9).

La Boschera ha presentato una buona intensitacéaiplfattiva, odori positivi con
sentori di frutta secca, una buona acidita, sapidon un’elevata tipicita olfattivarigura
4.10.

- Grapariol
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Figura 4.9: Analisi sensoriale del vino ottenuto dalle variethacca bianca Grapariol.
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Figura 4.10: Analisi sensoriale del vino ottenuto dalla variathacca bianca coltivata in Veneto Boschera.
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4.2 Valutazione delle potenzialita industriali dek varieta ibride: gli antociani

4.2.1 Determinazione dell'indice di antociani total

by

In generale l'indice di antociani totali € risutiatnolto elevato rispetto ad altre
varieta riportate in letteratura analizzate corstesso metodo analitico. Il contenuto di
antociani totali delle varietd. viniferaRaboso e Cabernet Sauvignon, ricche dal punto di
vista polifenolico, € compreso tra 1300-2300 e 18900 mg/kg uva rispettivamente (De
Rosscet al, 2010).

Tra le varieta ibride studiate, quelle con il pltoaontenuto di antociani, espresso come
mg di malvidina-3-O-glucoside per kg d’uva, sorgutiate il Seibel 8357, il Burdin 4077,
il Baco 30-12 ed il Terzi 100-3T ébella 4.7eFigura 4.11).

Campioni Malvidina
(mg/kg d'uva)

Baco 1 1527+ 35
Baco 30-12 2994+ 33
Bertille Seyve 1808 897 + 63
Bertille Seyve 4825 8389
Burdin 4077 3372+ 146
Clinton 1047+ 10
Couderc 25 9417
Galibert 238-35 1004+ 77
Seibel 10878 1120+5
Seibel 8357 5291+ 95
Seibel 8745 1227+ 4
Seyve Villard 12-347 984+ 55
Seyve Villard 12-390 1316+ 85
Seyve Villard 23-369 481+ 31
Seyve Villard 23-399 1267+ 84
Seyve Villard 29-522 780+ 3
Terzi 100-31 1880+ 145
Terzi 1086 1342+ 30
Terzi 9746 737+59
Sconosciuto 1 812+ 21
Sconosciuto 2 458+ 16

Tabella 4.7: Valori medi di due ripetizioni degli indici di amtiani totali delle 21 varieta rosse ibride
espressi come malvidina-3-O-glucoside/kg uva.
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Figura 4.11: Indice di antociani totali delle 21 varieta ibrideudiate espresso come mg di malvidina-3-O-
glucoside/kg uva. Sono riportate le medie di dpetizioni con le barre di semidispersione dalla imed
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4.2.2 ldentificazione degli antociani mediante LC/NS precursor ion analysis

L’identificazione e caratterizzazione dei singabingposti € stata eseguita mediante
analisi LC/MS con scansione degli ioni precursailiazzando le seguenti condizioni
sperimentali:

» scansione degli ioni precursori degli agliconi emergia di collisione di 4 eV,
* scansione dei precursori degli antociani monogldca®n energia di collisione di
25eV.

L’utilizzo di diverse energie di collisione ha persso di monitorare i precursori
degli ioni agliconi e dei monoglucosidi.

Per esempio, monitorando lo ionendz 331, corrispondente alla malvidina aglicone,
vengono rivelati i segnali degli ioni precursori @/z 493, corrispondente al
monoglucosidem/z535 acetil-monoglucoside)/z639 p-cumaril-monoglucosidan/z655
diglucoside en/z801p-cumaril-diglucosideKigure 4.12e 4.13.

OH

Mvp-cumaril gluc.m/z639 Mv-diglucm/z655 M-cumaril digluc.,m/z801

Figura 4.12: Strutture chimiche dei principali derivati dellalvidina identificati nelle uve ibride.
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Figura 4.13: (a) UPLC/MS Total lon Chromatogram (TIC) dellaiesd Baco 30-12 e cromatogrammi degli
ioni precursori degli ioni a: (bn/z331 corrispondente alla malvidina, (0)z317 (petunidina), (din/z303
(delfinidina), () m/z301 (peonidina), (fin/z287 (cianidina).

Con questo metodo € stato possibile identificardiférenti antociani (7 diglucosidi
e 13 monoglucosidi) e rispettivamente 5 ioni preotrper malvidina e petunidina, 3 per
cianidina e delfinidina e 4 per la peonidiffabella 4.8e 4.9).

Tra i composti determinati si pud notare la preaetizcoppie di composti isobari
quali petunidina-3-O-(6-@-cumaril)glucoside e peonidina-3,5-diglucosida/4{ 625) e
delfinidina-3-O-(6-Op-cumaril)glucoside e cianidina-3,5-diglucosiae/£611). Anche se
recentemente e stata rilevata nell’'uva la presensacce di pelargonidina-3-O-glucoside
(Tian et al, 2005; Heet al, 2010; Wanget al, 2003; Sandhu e Gu, 2010; Zkut al,
2012), non é stata riscontrata una significativesenza di questo composto in nessuna
delle varieta studiate.

Aglicone | monoglucoside p-cumaril-monogluc. acetiimonogluc. igtlcoside p-cumaril-digluc.
Malvidina 493 801 535 655 801
Petunidina 479 625 521 641 787
Delfinidina 465 611 627
Peonidina 463 609 505 625
Cianidina 449 595 611

Tabella 4.8: Segnalim/zdegli antociani identificati mediante LC/MS presoir-ion analysis.
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loni precursori di m/z 331 (Mv)

loni precursori di m/z 317 (Pt)

loni precursori di m/z 303 (Dp)

loni precursori di m/z 301 (Pn

loni precursori di m/z 287 (Cy.

Varieta M*  RT composto M" RT composto M~ RT composto M" RT composto M" RT composto
655 1.65 digluc. 479 1.3 monogluc. 465 .6 monogluc. 433 2 ogioo. 449 1€ monogluc.
Bacod 1 493  2.06 monogluc. 625 2.8 (p-cum.)-monoduc.
801 2.60 (p-cum.)-digluc.
639 2.96 (p-cum.)-monoglug.
655 1.65 digluc. 641 1.4 digluc. 465 1.6 monogluc. 625 1.6 ludlig 611 14 digluc.
R 49Z  2.0€ monogluc 47¢ 1€ monogluc 772 2.2 (p-cum.)-digluc 463 2 monogluc 44¢ 1€ monogluc
Baco 30-12 801 2.63 (p-cum.)-digluc. 625 28 (p-cum.)-monoduc. 611.6 Zp-cum.)-monoglu¢. 609 2.6 (p-cum.)-monogluc. 595  2pfcm.)-monoglud.
639 2.96 (p-cum.)-monoglug.
Bertile Seive 1808 493  2.06 monogluc. 479 18 monogluc. 465 1.6 monogluc| 449 1.8 monogluc.
611 2.6 (p-cum.)-monoglu.
655 1.65 digluc. 479 1.3 monogluc. 465 .6 monogluc. 625 1.6 iglucd 611 1.4 digluc.
Bertile Seive 4825 493  2.06 monogluc. 625 2.8 (p-cum.)-monoduc. 611 2.6 (p-Emonogluc| 463 2 monogluc. 449 1.8 monogluc.
609 2.6 (p-cum.)-monogluc. 595 2.7 (p-cum.)-monog|
Burdin 4077 493  2.06 monogluc. 479 18 monogluc. 465 1.6 monogluc 463 2 onogtuc. 449 1.8 monogluc.
639 2.96 (p-cum.)-monogiug. 611 2.6 (p-cum.)-monogluc.
655 1.65 digluc. 479 1.3 monogluc. 465 .6 monogluc. 625 1.6 iglucd 449 1.8 monogluc.
Clinton 493  2.06 monogluc. 625 2.8 (p-cum.)-monoduc. 611 2.6 (p-Emonogluc| 463 2 monogluc. 595 Z.7 (p-cum.)-monogl
639 2.96 (p-cum.)-monogiug.
655 1.61 digluc. 479 1.3 monogluc. 465 .6 monogluc. 625 1.6 iglucd 611 14 digluc.
Couderc 25 493  2.06 monogluc. 625 2.8 (p-cum.)-monoduc. 611 2.6 (p-Emonogluc| 463 2 monogluc. 449 1.8 monogluc.
639 2.96 (p-cum.)-monoglug. 595 2.7 (p-cum.)-monoglu
493  2.06 monogluc. 479 18 monogluc. 465 1.6 monogluc 463 2 onogtc. 449 1.8 monogluc.
Galbert 238-35 | 535 2.56 (aceti)-monoglud 521 2.4 (aceti)-monogilic. 161 2.6 (p-cum.)-monoglug.
639 2.96 (p-cum.)-monogiuc. 625 2.8 (p-cum.)-monogjiuc.
493  2.06 monogluc. 479 18 monogluc. 465 1.6 monogluc| 463 2 onogic. 449 1.8 monogluc.
Seibel 10878 639 2.96 (p-cum)-monogiuc. 521 2.4 (aceti)-monoglic.
625 2.8 (p-cum.)-monogluf.
493  2.06 monogluc. 479 18 monogluc. 465 1.6 monogluc| 6256 1. digluc. 449 1€ monogluc.
Seibel 8357 801 2.60 (p-cum.)-digluc. 521 2.30 (acetil)-monogllic. 6112.6 (p-cum.)-monoglu¢. 463 2 monogluc.
639 2.96 (p-cum.)-monogiuc. 787 2.5 (p-cum.)-digluc. 505.5 2(acetil)-monogluc,|
625 2.8 (p-cum.)-monogluf.
655 1.65 digluc. 479 1.3 monogluc. 465 .6 monogluc. 625 1.6 iglucd 449 1.8 monogluc.
Seibel 8745 493  2.06 monogluc. 625 2.8 (p-cum)-monoguc. 611 2.6 (p-Emonogluc]
639 2.96 (p-cum.)-monoglug.
655 1.65 digluc. 479 1.3 monogluc. 465 .6 monogluc. 625 1.6 iglucd 449 1.8 monogluc.
Seyve Vilard 12-34ff 493  2.06 monogluc. 611 2.6 (p-cum.)-monogluf.
639 2.96 (p-cum.)-monogiug.
493  2.06 monogluc. 479 18 monogluc. 465 1.6 monogluc 449 18 monogluc.
Seyve Vilard 12-39D 535 2.56 (aceti)-monogluq. 521 2.4 (aceti)-monoglic. 161 2.6 (p-cum.)-monoglug. 595 2.7 (p-cum.)-monog
639 2.96 (p-cum.)-monogiuc. 625 2.8 (p-cum.)-monogjiuc.
" |, 655 1.65 digluc. 479 1.3 monogluc. 465 2.6 monogluc.
Seyve Vilard 23-360 3 506 monogluc.
. l, 655 1.65 digluc. 641 1.4 digluc. 465 1.6 monogluc. 611 1.40 digluc.
Seyve Vilard 23-39p 493  2.06 monogluc. 479 18 monogluc. 611 2.6 (p-cum.)-moogg 449 1.8 monogluc.
655 1.65 digluc. 479 1.3 monogluc. 465 .6 monogluc.
" |, 493 2.06 monogluc. 625 2.8 (p-cum.)-monoduc. 611 2.6 (p-Emonogluc
Seyve Vilard 29-528 o1 560 (p-cum)-digc.
639 2.96 (p-cum.)-monoglug.
655 1.65 digluc. 479 1.3 monogluc. 465 .6 monogluc. 625 1.6 iglucd 449 1.8 monogluc.
Terzi 100-31 493  2.06 monogluc. 463 2 monogluc.
639 2.96 (p-cum.)-monoglug.
Terzi108-6 493  2.06 monogluc. 479 18 monogluc. 465 1.6 monogluc| 6256 1. digluc. 449 1.¢& monogluc.
639 2.96 (p-cum.)-monoglug. 611 2.6 (p-cum.)-monogluc. 3 45 2 monogluc.
655 1.65 digluc. 479 1.3 monogluc. 465 .6 monogluc. 433 2 ogioo. 449 1€ monogluc.
Terzi97-46 493  2.06 monogluc. 787 25  (p-cum.)-diglug. 611 2.6 (p-Fumonogluc
535 2.60 (aceti)-monogluc, 625 2.8 (p-cum.)-monogluc.
639 2.96 (p-cum.)-monogiug.
Sconosciuto 1 493  2.06 monogluc. 479 18 monogluc. 465 1.6 monogluc 463 2 onogtuc. 449 1.8 monogluc.
639 2.96 (p-cum)-monogiuc. 625 2.8 (p-cum.)-monogjuc. 1 612.6 (p-cum.)-monoglug. 609 3 (p-cum.)-monogluc. 585  2Zp#cym.)-monoglud.
655 1.65 digluc. 625 2.3 (p-cum.)-monogluc. 595 2.7 (p-cum.)-monoglu
Sconosciuto 2 493  2.06 monogluc.
801 2.60 (p-cum.)-digluc.

Tabella 4.9:

loni precursori degli agliconi identificati medi@nL.C/MS precursor-ion analysis nelle 21
varieta ibride a bacca rossa studiate. Rt, tempibetizione (min).
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Variet2 loni precursori di m/z 493 (Mv) | loni precursori di m/z 479 (Pt loni precursori di m/z 465 (Dp [loni precursori di m/z 463 (Pn|loni precursori di m/z 449 (Cy
aneta n + n n
M RT composto M RT composto M RT composto M RT  composto M RT  composto
Bacd 1 655 1.7 digluc. 641  1.40 digluc. 773 2.3 -cum.)-digluc. 625 1.7 digluc. 611 14 digluc.
801 2.61. p-cum.)-digluc 787 2.5 p-cum.)-digluc 770 2.7 (p-cum.)-digliic.
Bacd 30-12 655 1.7 digluc. 641  1.40 digluc. 773 2.3 -cum.)-digluc. 625 1.7 digluc. 611 14 digluc.
801 2.61 (p-cum.)-digluc
Bertile Seive 1808 655 1.7 digluc. 641  1.40 digluc. 627 1.3 digluc. 625 1.7 diglu 611 14 digluc.
. . 655 1.7 digluc. 641  1.40 digluc. 625 1.7 digluc. 611 1.4 digluc.
Bertie SeM@ 4825 go1  2.61 p-cum,)-dighic 770 2.7 (poum)-digp. 757 2.4 (p-cum.)-digluc.
. 655 1.7 digluc. 641  1.47 digluc.
Burdin 4077 801  2.61 p-cum)-diguc| 787 25 (p-cum.)-dighk.
Clinton 655 1.7 digluc. 641  1.47 digluc. 627 1.3 digluc. 625 1.7 diglu 611 1.4 digluc.
801 2.61. p-cum.)-digluc 787 2.5 (p-cum.)-diglug.
655 1.7 digluc. 641  1.40 digluc. 627 1.3 digluc. 625 1.7 diglu 611 1.4 digluc.
Couderc 25 801  2.60 p-cum.)-digc
o 655 1.7 digluc.
Galbert 238-35 | o1 5 61 p-cum)-diglic
Seibel 10878 ! ! ! ! !
Seibel 8357 655 1.7 digluc. 641  1.47 digluc. 773 2.3 (p-cum.)-diguc. 562 1.7 digluc. 611 1.4 digluc.
801 2.61. p-cum.)-digluc 787 2.5 (p-cum.)-diglug. 770 2.7 (p-cunigluc 757 2.5 (p-cum.)-diglut.
Seibel 8745 655 1.7 digluc. 641  1.40 digluc. 627 1.3 digluc. 625 1.7 diglu 611 1.4 digluc.
801 2.61. (p-cum.)-diglug. 773 2.3 (p-cum.)-digluc. 770 Pp7cum.)-diglug.
aab 655 1.7 digluc. 641  1.47 digluc. 627 1.3 digluc. 625 1.7 diglu 611 1.4 digluc.
Seye Vilrd 12-347 o) 561 (p-cum)-digud. 787 25 (p-cum)-diglic.
655 1.7 digluc. 641  1.40 digluc. 625 1.7 digluc. 611 1.4 digluc.
S Vilard 12-39p
eyve Vil 801 2.61. (p-cum.)-diglug. 770 2.7 (p-cum.)-diglug.
Seyve Vilard 23-365 655 1.7 digluc. 641  1.40 digluc. 625 1.7 digluc. 611 1.4 digluc.
_agh 655 1.7 digluc. 641  1.47 digluc. 627 1.3 digluc. 625 1.7 diglu 611 1.4 digluc.
Seyve Vilard 23-399 g1 561 (p-cum)-digud. 787 25 (p-cum.)-diglhc.
655 1.7 digluc. 641  1.47 digluc. 627 1.3 digluc. 625 1.7 diglu 611 1.4 digluc.
-52p
Seyve Vilard 29-522 o)1 5 61 (p-cum.)-digd.
100 655 17 digluc. 641 1.40 digluc. 625 17 digluc. 611 14 digluc.
Terzi100-31 801 2.61 (p-cum.)-diglu. 770 2.7 (p-cum.)-dig.
Terzi 108-6 655 1.7 digluc. 641  1.40 digluc. 627 1.3 digluc. 625 1.7 diglu 611 1.4 digluc.
801 2.61. (p-cum)-digug. 787 25 (p-cum.)-digluc. 773 23-cum.)-digluc 757 2.4 (p-cum.)-digliic
Terzi 97-46 655 1.7 digluc. 641  1.47 digluc. 627 1.3 digluc. 625 1.7 diglu 611 1.4 digluc.
801 2.61. (p-cum)-digug. 787 25 (p-cum.)-digluc. 773 2§3-cum.)-digluc
Sconosciuto 1 655 1.7 digluc. 641  1.47 digluc. 625 1.7 digluc. 611 1.4 digluc.
801 2.61. (p-cum)-digug. 787 25 (p-cum.)-digluc. 770 Pp7cum.)-diglug.
655 1.7 digluc. 641  1.47 digluc. 625 1.7 digluc. 611 1.4 digluc.
Sconosciuto2 697 2.1 (aceti)-digluc. 787 2.5 (p-cum.)-digllic. 770 2pFoim.)-diglug.
801 2.61. (p-cum.)-diglug. T
Tabella 4.10: loni precursori degli antociani monoglucosidi itiBoati mediante LC/MS precursor-ion

analysis nelle 21 varieta ibride a bacca rossaattidRt, tempo di ritenzione (min).

Gli antociani diglucosidi sono stati identificatoroe i precursori dei composti
monoglucosidi, il metodo é risultato molto selattigoiche il legame tra il glucosio e i
gruppi acilici (cioep-cumaril, acetil, caffeoil) non viene frammentaiabella 4.10. Ad
esempio, nel caso della malvidina, monitorandeegrmale am/z 493 sono stati rivelati i
precursori an/z655, corrispondente alla Mv-3,5-diglucosid®z 801, corrispondente alla
Mv-3-0O-(6-O+p-cumaril)-5-O-diglucosideg m/z 697, corrispondente alla Mv-3-O-(6-O-

acetil)-5-O-diglucoside.

Sono stati

cosi

identificall composti

complessivamente i 24 antociani riportatiliabella 4.11

diglucosidi

e
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Antociani m/z
Malvidina-3-O-glucoside 493
Petunidina-3-O-glucoside 479
Delfinidina-3-O-glucoside 465
Peonidina-3-O-glucoside 463
Cianidina-3-O-glucoside 449
Malvidina-3,5-O-diglucoside 655
Petunidina-3,5-O-diglucoside 641
Delfinidina-3,5-O-diglucoside 627
Peonidina-3,5-O-diglucoside 625
Cianidina-3,5-O-diglucoside 611
Malvidina-3-O-(6-Op-cumaril)glucoside 801
Petunidina-3-O-(6-Qp-cumaril)glucoside 625
Delfinidina-3-O-(6-Op-cumaril)glucoside 611
Peonidina-3-0O-(6-Gp-cumaril)glucoside 609
Cianidina-3-0O-(6-Op-cumaril)glucoside 595
Malvidina-3-O-(6-O-acetil)glucoside 535
Petunidina-3-0-(6-O-acetil)glucoside 521
Peonidina-3-0-(6-O-acetil)glucoside 505
Malvidina-3-O-(6-Op-cumaril)-5-O-diglucoside 801
Petunidina-3-0O-(6-Qp-cumaril)-5-O-diglucoside 787
Delfinidina-3-0O-(6-Op-cumaril)-5-O-diglucoside 773
Peonidina-3-O-(6-Gp-cumaril)-5-O-diglucoside 771
Cianidina-3-0O-(6-Op-cumaril)-5-O-diglucoside 757
Malvidina-3-O-(6-O-acetil)-5-O-diglucoside 697

Tabella 4.11: Antociani determinati mediante LC/MS precursor-&ralysis.

Le condizioni sperimentali utilizzate con questgragcio (basso voltaggio del
capillare, diversa energia di collisione per momo-diglucosidi) hanno permesso di
identificare gli antociani, specie gia cariche pwamente, e di minimizzare la
ilonizzazione delle specie interferenti della matri@umentando in questo modo la
sensibilita del metodo. L'analisi dello ione presane si € quindi rivelato un metodo molto
selettivo e, in condizioni analitiche ottimizzatepolto utile per lo studio e la
caratterizzazione degli antociani.
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4.2.3 Determinazione degli antociani mediante anaiiHPLC/DAD

Per lo studio quantitativo degli antociani delleeutbrride € stata eseguita I'analisi
LC/DAD. La Figura 4.14 riporta il confronto tra i cromatogrammi di due ie#& con
profili antocianici molto diversi registrati a 52@m: il Galibert 238-35, avente pochi
antociani diglucosidi, e il Baco 30-12, una dellerigta con il maggiore contenuto di
diglucosidi.

Si puo osservare la presenza dei 24 picchi cromeafiog Nel caso della coppia di
composti malvidina-3-O-(6-O-caffeoil)glucoside e lmdina-3,5-diglucoside aventi la
stessa massa nominak/¢ 655), I'analisi MS/MS non permette di distinguealvendo
entrambi lo stesso aglicone (Favretto e Flaming20La differenziazione tra composti
isobari & stata invece possibile nel caso di ddifia-3-O-(6-Op-cumaril)glucoside e
cianidina-3,5-diglucoside, con massa nominaléz 611, e petunidina-3-O-(6-Q-
cumaril)glucoside e peonidina-3,5-diglucoside, omassa nominalen/z625.

— Galibert238352_05_11B  — - Bacd 30124_05_118

UV 6000-520nm UV 6000-520nm
Galibert 23835 2_05_11 B baco 3012 4_05_11 b 9{

sssss

|
450000 | | 450000

400000 400000

2 350000 350000 2
E E

300000

uuuuu

Figura 4.14: Sovrapposizione dei cromatogrammi HPLC/DAD deleieta Galibert 238-35 (linea continua)
e Baco 30-12 (linea tratteggiata). 1. delfinidifp)-3,5-O-diglucoside, 2. cianidina (Cy) 3,5-O-digl, 3.
petunidina (Pt) 3,5-O-digluc., 4. Dp-3-O-glucosiée peonidin (Pn) 3,5-O-digluc., 6. malvidin (Mv)530-
digluc.+Cy-3-O-gluc., 7. Pt-3-O-gluc., 8. Pn-3-Qugl, 9. Mv-3-O-gluc., 10. Dp-3-0O-(6-O-acetil)glud.1.
Dp-3-(6-Op-cumaril)-5-O-digluc., 12. Cy-3-(6-@-cumaril)-5-O-digluc., 13. Cy-3-O-(6-O-acetil)glud.4.
Pt-3-(6-Op-cumaril)-5-O-digluc., 15. Pt-3-O-(6-O-acetil)glucl6. Mv-3-(6-Op-cumaril)-5-O-digluc., 17.
Pn-3-0O-(6-O-acetil)gluc., 18. Mv-3-O-(6-O-acet.)glul9. Dp-3-O-(6-Qz-cumaril)gluc., 20. Mv-3-O-(6-O-
caffeoil)gluc., 21. Cy-3-O-(6-@-cumaril)gluc., 22. Pt-3-O-(6-@-cumaril)gluc., 23. Pn-3-O-(6-@-
cumaril)gluc., 24. Mv-3-O-(6-Qp-cumaril)glucoside.
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A seconda della composizione di antociani digludiogistato possibile suddividere
le varieta in studio in due gruppi: uno caratteaipzda un’alta percentuale di antociani
diglucosidi (superiore al 20%, in particolare Seykard 23-399 e Seyve Villard 23-369
con 81.7% e 85.9% rispettivamente), e l'altro darazato dalla scarsa presenza o
addirittura dall’assenza di diglucosidi (in partm@ Seibel 10878, Galibert 238-35,
Sconosciuto 1 e Burdin 4077)dbella 4.12.

. % Mv-
Varieta % digluc. % monogluc. % (acetil)-diglc. % (aceti)- % (p-cum.)- % (p-cum.)- (caffeoil)-
monogluc. digluc. monogluc.
monogluc.
<20%
Burdin 4077 5.5 80.4 / 5.2 tr 8.6 0.2
Couderc 25 155 79.2 0.5 11 0.7 29 tr
Galibert 238-35 3.0 78.4 / 6.4 tr 11.9 0.3
S.Villard 12-390 13.1 74.7 0.9 3.6 0.6 6.6 0.5
Seibel 10878 / 85.0 / 7.0 / 7.2 0.8
Seibel 8357 9.0 75.0 11 7.4 4.0 35 0.0
Terzi 100-31 14.9 75.6 0.7 3.0 0.3 5.3 0.2
Terzi 108-6 10.5 73.6 1.0 39 4.4 6.5 0.0
Sconosciuto 1 4.4 55.9 1.2 7.7 1.3 28.6 0.8
>20%

Bertille Seyve 1808 35.1 63.0 0.7 0.4 0.3 0.5 tr
Baco 1 36.8 45.7 0.8 5.6 1.7 9.2 0.2
Baco 30-12 49.2 39.1 0.2 3.0 34 51 tr
Bertille Seyve 4825 48.3 41.9 0.2 1.7 3.2 4.7 tr
Clinton 36.7 46.5 0.5 2.2 4.4 9.7 0.1
S.Villard 12-347 50.3 36.5 11 4.0 13 6.6 0.3
S.Villard 23-369 81.7 175 0.3 0.2 0.3 0.2 tr
S.Villard 23-399 85.9 11.6 0.1 0.6 1.2 0.8 tr
S.Villard 29-522 47.2 37.9 1.9 3.6 2.8 6.1 0.5
Sconosciuto2 55.5 22.0 4.9 8.6 4.0 4.6 0.5
Seibel 8745 25.0 62.0 0.5 24 2.7 7.3 0.1
Terzi 97-46 29.9 44.5 1.1 4.2 7.7 124 0.2

Tabella 4.12: Composizione percentuale degli antociani. Le 2lietaribride bacca rossa sono state
suddivise in due gruppi: uno con un contenuto ¢o@dil antociani diglucosidi inferiore al 20%, I'atr
superiore al 20% (tr, tracce).

Dai dati riportati inTabella 4.12si puo osservare che la varieta Couderc 25 pr@sent
un basso contenuto di antociapicumarati mono- e diglucosidi, mentre la varieta
Sconosciuto 1 (cosi denominata in quanto non @ giassibile risalire al numero di
incrocio) presenta alti contenuti di composti &cilp-cumaril monoglucosidi totali 28.6%,
acetil monoglucosidi totali 7.7%). La varieta Scseiato 2 € caratterizzata da un elevato
contenuto di composti acetilati sia monoglucoside diglucosidi (in totale 13.5%), il
Terzi 9746 presenta un contenuto totalp-dumarati mono- e diglucosidi del 20.1%. Tutti
I campioni presentavano contenuti di Mv-3-O-(6-Qkaail)glucoside inferiori <1%.

Per quanto riguarda la composizione dei singolo@ahi (Tabella 4.13, un’alta
percentuale di derivati della delfinidina e statavata nella varieta Bertille Seyve 1808
(Dp-3,5-O-diglucoside 11.3%, Dp-3-O-glucoside 35)6% nel Terzi 1086 (Dp-3-O-
glucoside 32%). Le varieta caratterizzate da pilicaintenuti di cianidina sono state il
Bertille Seyve 4825 (Cy-3,5-O-diglucoside 11.9%,-E®-glucoside 22%) ed il Seyve
Villard 12-390 (Cy-3-O-glucoside 27.2%). Alte pemteali di derivati della petunidina
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sono state riscontrate nel Seyve Villard 23-369yv8eVillard 23-399 (Pt-3,5-O-
diglucoside 21.7% e 20.1% rispettivamente), Budi@7 (Pt-3-O-glucoside 23.7%) e nel
Seibel 10878 (Pt-3-O-glucoside 20%). | derivatia@eonidina erano piu elevati in Baco
30-12 (Pn-3,5-O-diglucoside 11.8%), Bertille Seyd25 (Pn-3,5-O-diglucoside 13.5%) e
Galibert 238-35 (Pn-3-O-glucoside 15.5%). Infinke @ercentuali di derivati di malvidina
sono state trovate nel Seyve Villard 12-347, Scomts 2 e Seyve Villard 23-399 (Mv-
3,5-O-diglucoside 40.3%, 44.5% e 47.9% rispettivat@e e nel Seibel 10878, Burdin
4077 e Terzi 100-31 (Mv-3-O-glucoside 44.8%, 34&6%9.7% rispettivamente).

Varieta Mv-gluc. digI\(J-c. Pt-gluc. digpltl;c. Dp-gluc. dizlpu_c. Pn-gluc. digru-c. Cy-gluc. digl)llj-c.
Baco 1 10.27 20.00 9.70 6.30 13.08 2.88 1.89 6.21 10.67 1.42
Baco 3012 6.14 16.15 7.74 9.20 9.06 3.80 2.55 311.8 13.57 8.25
Bertille Seyve 1808 3.25 6.93 8.55 6.44 35.57 41.3 338 4.41 12.29 5.99
Bertille Seyve 4825 2.59 5.61 2.93 7.35 11.79 9.88 2.58 13.51 21.97 11.93
Burdin 4077 34.57 - 23.73 4.35 17.40 - 1.72 - 93.5 -
Clinton 7.90 13.80 12.71 10.87 19.50 6.54 0.36 2.21 6.01 3.25
Couderc 25 1.35 1.33 3.70 0.68 23.75 2.74 4.86 51.8 4557 8.65
Galibert 238-35 35.54 - 12.21 - 11.02 - 15.54 - 66.5 -
Seibel 10878 44.78 - 20.07 - 13.86 - 2.49 - 3.28

Seibel 8357 23.68 1.60 15.63 241 21.98 0.99 3.16 2.98 10.40 0.98
Seibel 8745 10.63 8.35 9.21 7.41 23.82 6.29 098 062. 17.28 0.86
Seyve Villard 12-347 11.20 40.35 8.57 4.31 10.46 .092 1.14 2.98 4.09 0.53
Seyve Villard 12-390 23.66 4.67 10.73 2.11 9.92 50.9 2.98 5.00 27.25 0.41
Seyve Villard 23-369 0.68 29.73 4.36 21.75 9.37 .585 0.67 4.65 0.67 9.98
Seyve Villard 23-399 1.66 47.85 2.34 20.10 4.93 .685 0.17 1.29 2.27 0.97
Seyve Villard 29-522 12.45 33.21 8.54 6.63 14.88 .005 0.58 1.53 0.58 0.83
Terzi 100-31 30.66 5.47 11.71 1.30 10.18 0.52 9.84 6.92 13.23 0.69
Terzi 108-6 6.14 3.70 14.50 1.15 31.99 0.78 150 511 19.50 3.37
Terzi 97-46 7.45 10.92 10.32 10.02 14.33 5.98 0.72 1.44 11.06 1.50
Sconosciuto 1 22.00 0.63 9.47 0.76 10.59 0.46 5.24 241 8.62 0.16
Sconosciuto 2 6.21 4453 3.47 4.49 5.90 1.97 158 .813 3.74 0.69

Tabella 4.13:Percentuali di antociani mono- e diglucosidi deteate nelle 21 varieta di uve ibride a bacca
rossa studiate.
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4.3 Valutazione delle potenzialita industriali dek varieta ibride: I'olio di vinaccioli

4.3.1 Caratterizzazione dei trigliceridi mediante SI-MS/MS

L’analisi ESI-MS/MS dei trigliceridi € stata reatata effettuando l'iniezione diretta
del campione diluito in THF/C¥OH/H,O (85:10:5 v/v/v). In queste condizioni non si
osserva la formazione di molecole protonate ma doladdotti con il sodio, che danno
origine a segnali molto abbondanti (De Marehial, 2012). Un tipico spettro ESI/MS di
un campione di olio di vinaccioli e riportato kigura 4.15 dove si osserva la presenza di
due gruppi di segnali: il primo, nell'intervallm/z 877-881, corrispondente alla serie di
trigliceridi C55 (aventi cioé un numero totale domi di carbonio pari a 55), e I'altro
nell'intervallom/z901-905, corrispondente alla serie di triglicefidi7.
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Figura 4.15: Spettro ESI-MS del campione di olio di vinaccidilla varietd Burdin 4077 in cui sono
presenti due serie distinte di trigliceridirdz877-881 an/z901-905.

Negli spettri ESI/MS e possibile osservare gli iannh/z877, 879, 881, 901, 903 e
905 corrispondenti agli addotti sodiati di sei liogridi caratterizzati dalle perdite dei
residui di acidi grassi presenti nella loro strrgtu

| trigliceridi, che sono i prodotti dell'esterifizeone del glicerolo con acidi grassi a
catena lunga, sono denominati secondo numerazimeospecificasn (stereospecific
numbering), poiché presentano asimmetria quando sostituiti da acidi grassi diversi tra
loro. La tecnica ESI-MS/MS e efficace per eseglarecaratterizzazione strutturale dei
trigliceridi in base ai frammenti degli acidi graske si formano, mentre e piu incerta nella
determinazione della posizione dei singoli acidisgr esterificati al glicerolo.

La posizione, e la conseguente assegnazione ddi dwintrigliceridi, pud tuttavia
essere attribuita tenendo in considerazione la meggrobabilita di frammentazione delle
catene di acidi grassi esterificate alle estrendigdla molecola di glicerolo, cioé in
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posizionesnl e sn3, rispetto alla posizione centralen2. | segnali piu intensi sono
pertanto stati assegnati alla perdita di un residuacido grasso legato alle posizioni
isomerichesn1 esn3 nello scheletro del glicerolo, mentre la perditpiu bassa intensita
al residuo di acido grasso legato alla posiziemz2.

In tal modo, il trigliceride 1-linoleoil-2-oleoil-palmitoil glicerolo, aventan/z 879
(Figura 4.16), € stato denominato, per brevita, LOP. Gli ioanimento an/z623, 599 e
597 corrispondono alla perdita di acido palmiti€®y 56 Da), linoleico (L, 280 Da) e
oleico (O, 282 Da) rispettivamente, mentre la gardiei relativi sali sodici origina le
specie ioniche en/z601, 577 e 575.
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Figura 4.16: Spettro ESI-MS/MS del trigliceride LOP: si ossatwd segnali corrispondenti alla perdita dei
frammenti di acidi grassi esterificati con il glioto.

Nello spettro ESI-MS/MS dello ione @/z 901 Figura 4.17) si osservano due
picchi: uno an/z621, corrispondente alla perdita di acido linaeiz80 Da) e I'altro an/z
599, derivante dalla perdita di sodio linoleato. &@nseguenza lo ione m/z 901
corrisponde all'addotto con il sodio del triglicd®i LLL, cioé [LLL+Na]".
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Burdin_40772_13 #257-298 RT: 5.77-6.37 AV: 39 NL: 3.62E5
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Figura 4.17: Spettro di frammentazione ESI-MS/MS relativo ajliceride conm/z901, corrispondente a
LLL.

Con questo metodo sono stati identificati gli gdidchi: lo ione an/z877 (perdite di
280 e 256 Da) corrisponde all’addotto sodiato [LREF; lo ione am/z903 & [LOL+Na];
lo ione am/z905 (perdite di 282 e 284 corrispondenti rispattiente ad acido oleico, O, e
stearico, S) corrisponde ai trigliceridi sodiatSJL+Na] e [LOO+NaJ; lo ione am/z881
corrisponde a [LSP+N&]vedereTabella 4.14dove sono riportate nella parte superiore gli
ioni frammento con le relative intensita).

Da questi dati si ricava che i trigliceridi delfol di vinaccioli sono costituiti
principalmente da quattro acidi grassi legati atheletro del glicerolo a formare sei
principali trigliceridi: acido linoleico (L, C182n-6.9, avente cioé 18 atomi di carbonio e
due insaturazioni nelle posizioni 6 e 9), acidaca€O, C18 : 1n-9, 18 atomi di carbonio,
una sola insaturazione in posizione 9), acido sted5, C18:0, nessuna insaturazione) ed
acido palmitico (P, 16:0).
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4.3.2 Profilo MALDI-TOF dei trigliceridi nell'olio  di vinaccioli

Gli spettri MALDI-TOF, come gia gli spettri ESI/MSnostrano la presenza delle
serie di trigliceridi C55 e C57F(gura 4.18. La serie di trigliceridi C57, costituita da
addotti con il sodio, da origine a segnali le cofensita sono piu alte della serie di
trigliceridi C55. Gli ioni am/z 901, 903, 905 corrispondono ai trigliceridi LLLOL e

LPL/LOO, rispettivamente, mentre le specie ioniehe/z 877, 879 e 881 ai trigliceridi
LPL, LOP e LSP.
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Figura 4.18: Spettro MALDI-TOF del un campione di olio dellaria Bacod 1. Sono riportati gli addotti
con sodio e potassio dei principali trigliceridi.

Nel calcolo delle intensita relative dei singolgeali € stato tenuto in considerazione
il contributo isotopico dei due picchira/z piu alto (in questo caso 877, 879 e 901, 903)
che aumentava l'intensita di ciascun segnale sanaeslel 20%. La correzione e stata
effettuata sottraendo dall'intensita di questi sdignl 20% dell’intensita del picco
precedente.

Come si puo osservare dalligura 4.19 non sono state trovate differenze
significative tra varieta rosse e bianche.
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VARIETA’ BIANCHE VARIETA' ROSSE

LSL-LOO LSL-LOO
13% 12%

LSP
2%

Figura 4.19: Confronto del contenuto percentuale medio diitrigidi tra le varieta bianche e le varieta
rosse.

Tuttavia, il confronto tra le diverse varietd hass® in evidenza alcune differenze
(Tabella 4.14. In particolare, la percentuale media di LLL dticeride con un alto
contenuto di acidi grassi) € pari a circa 43% riit8idi, ma campioni quali Baco 1 e
Sconosciuto 2 (una varieta rossa) hanno un cortem#dio pari a 48% e 52%
rispettivamente. Al contrario, I'altra varieta ras§conosciuto 1 presenta il piu basso
contenuto percentuale di LLL (33%). Nel caso deliteride LSP con piu grassi saturi, la
percentuale media €& poco inferiore al 2%, ma i gamifBconosciuto 1 e Sconosciuto 2 si
discostano da tale valore con percentuali parda3.9% rispettivamente.
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MALDI (%) 877.63 . 879.65 . 881.64 X 901.63 . 903.64 . 905.66 .
[LPL+Na]® [LOP+Na] [LSP+Na]” [LLL+Na]® [LOL+Na]™ [LSL/LOO+Na]
ESI-MS/MS m/z 6214 653 4(100%); . 625.4(100%);
. - (67%); " 624.5(100%); 621.4 623.4(100%) 4
Masse e intensita 5974 599.4(73%); 600.5(87%)  (100%) 621.4(42%) 623.4(75%);
relative 597.6(49%) 621.4(43%)
(100%)
Varieta rosse
1 Bacol 13.1 4.3 1.5 48.2 24.7 8.2
2 Baco 30-12 17.2 6.7 1.1 41.9 21.6 11.4
3 Bertille Seyve 1808 15.8 6.4 15 45.2 20.9 10.1
4 Bertille Seyve 4825 155 6.3 0.9 37.6 24.8 14.9
5 Burdin 4077 12.3 6.6 1.9 40.2 26.4 12.6
6 Clinton 15.2 5.9 1.4 44.2 22.4 10.9
7 Couderc 25 15.7 4.8 2.3 46.3 20.2 10.6
8 Galibert 238-35 16.6 6.8 1.6 37.2 22.8 15.0
9 Seibel 8357 11.6 7.1 1.9 38.1 25.4 15.9
10 Seibel 8745 13.0 5.9 1.8 43.6 25.4 10.3
11 Seibel 10878 14.5 5.9 1.2 46.1 22.2 10.1
12 Seyve Villard 12-347 15.9 6.4 1.3 42.3 23.2 10.9
13 Seyve Villard 12-390 135 5.7 1.2 42.8 23.7 13.1
14 Seyve Villard 23-369 14.1 54 14 44.2 25.1 9.7
15 Seyve Villard 23-399 16.8 7.5 1.3 39.2 24.1 11.2
16 Seyve Villard 29-522 15.5 6.7 1.4 38.9 25.0 125
17 Terzi 100-31 15.8 4.9 2.2 44.5 20.1 12.5
18 Terzi 108-6 13.1 6.0 2.2 45.1 215 12.0
19 Terzi 9746 16.6 5.6 1.7 41.5 23.1 11.6
20 Sconosciuto 1 15.1 9.1 3.4 33.5 25.5 13.4
21 Sconosciuto 2 16.3 4.6 0.9 51.6 19.0 7.7
Varieta bianch
22 Baco 2-16 12.8 6.3 1.6 39.8 26.3 13.1
23 Burdin 7419 15.3 6.5 1.5 41.7 23.9 11.2
24 GA 48-12 17.9 6.3 1.9 44.2 20.5 9.2
25 Galibert 152-26 14.7 5.5 0.9 45.7 24.5 8.8
26 Galibert 255-43 16.0 5.6 1.3 44.8 225 9.8
27 Galibert Treblanc 17.5 7.2 1.7 39.6 25.6 8.4
28 GF 8421-9 15.€ 5.€ 1.C 44.2 22.C 114
29 Inc. Bruni 624 17.1 5.2 1.0 45.9 21.0 9.7
30 Seibel 9110 14.0 6.4 4.0 43.0 23.9 8.7
31 Seibel 10173 14.4 5.5 1.1 45.7 22.8 105
32 Seyve Villard 12-357 14.9 5.8 0.9 43.6 25.4 9.3
Media 15.1 6.1 1.6 42.8 23.3 11.1
S.D. 1.6 0.9 0.7 3.6 2.0 2.0

Tabella 4.14: Composizione percentuale dei sei principali teigtidi identificati negli spettri MALDI delle
32 varieta di ibridi studiati. Nella parte supeeatella tabella sono riportate le masse e le ifttenslative
delle frammentazioni ESI-MS/MS.

La presenza di acidi grassi insaturi nei triglidedltre a fornire un’indicazione della
tendenza dell’'olio all'ossidazione, € anche un petao nutrizionale importante in quanto
gli acidi grassi essenziali - come l'acido linokeie sono fondamentali per la crescita, la
riproduzione e la salute degli organismi viventistata quindi calcolata la percentuale di
trigliceridi contenenti piu acidi grassi insatumtesa come somma delle percentuali di
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LLL, LOL, LSL/LOOQ, la cui media e risultata pari7@% per le 32 varieta studiate, con un

valore di 72% per la varieta Sconosciuto 1 e di §E¥il Baco 1 Tabella 4.15.

Trigliceride Media (%) + S.D. | Baco 1| Sconosciuto 1| Sconosciuto 2
LPL 15+2 13.0 15.1 16.3
LOP 61 4.3 9.1 4.6
LSP 2+05 1.4 3.4 0.9
LLL 43 +3 48.0 33.5 51.6
LOL 23+2 24.6 255 19.0
LSL/LOO 11+2 8.5 13.4 7.7
LLL+LOL+LSL/LOO 77+2 81.2 72.4 78.2

Tabella 4.15:Composizione media percentuale dei principallitigidi e somma dei trigliceridi piu insaturi
con le relative deviazioni standard. Sono eviddhzieasi di tre varieta che presentano maggidifedénze
rispetto ai valori medi determinati per le 32 vaxidi ibridi studiati.

Le differenze nella composizione di trigliceridi n&o risultate ben evidenziate
dall'analisi statistica, in particolare dall'analfattoriale Figura 4.20): i campioni Baco 1
(campione 1 infabella 4.149, Sconosciuto 1 (20) e Sconosciuto 2 (21) sonarsgéipdagli
altri campioni dal Fattore 1 (F1) che risulta ctate alle variabili LLL, LSP, LOP e
LSL/LOO, mentre GA-4812 (24), Burdin 4077 (5) e [#2i8357 (9) sono separati dal
fattore F2, che e principalmente associato alldakdr LPL e LOL (Figura 4.21).
L’analisi dei clusterigura 4.22) mette in evidenza questi risultati, ponendo i gemi 1,
20 e 21 in diversi gruppi, mentre le rimanenti 28i@ta sono riunite in due gruppi, B e C,

il secondo racchiude i campioni 5 e 9.

Factor Analysis

F2

Figura 4.20: Analisi fattoriale delle 32 varieta ibride calc@lasulla base della composizione dei sei
trigliceridi determinati nei campioni di olio di maccioli. La percentuale di varianza spiegata dianipdue
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fattori, F1 e F2, e pari al 70% (45% e 25% rispattiente). Le varieta sono raggruppate in cinquienms
(indicati dalle lettere A, B, C, D, E) in accordéianalisi dei clusters.
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Figura 4.21: Loading plot delle variabili utilizzate nell'analifattoriale: F1 risulta positivamente correlato
con LSP, LOP e LSL-LOO e negativamente con LLL; E2positivamente correlato con LPL e

negativamente con LOL.
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Figura 4.22: Dendrogramma relativo all’analisi dei clustersetiffata con il metodo del legame medio e
della distanza euclidea; il raggruppamento € stiigdtuato con un indice di similarita pari al 68%.
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Un recente studio di Bagt al. (2008) riporta la composizione dei trigliceridi di
campioni di olio di vinaccioli spremuti a freddogliattro varieta/. viniferg Chardonnay,
Merlot, Cabernet Sauvignon, Zweigelt, analizzatdraate MALDI-TOF.

Le percentuali relative normalizzate ai 6 triglidedeterminati da Baiét al. (2008)
sono comprese tra 39% e 42% per LLL, 15-17% per,L10E12% per LSL/LOO, 22-24%
per LPL, 4-6% per LOP e tra 1-4% per LSPFigura 4.23. L’'analisi statistica
del’lANOVA a una via ha evidenziato differenze sigrative tra le quattro varieta df.
vinifera e i 32 ibridi, con un livello di confidenza del %5 | contenuti percentuali di
trigliceridi sono risultati simili per alcuni compts, mentre si e riscontrato una percentuale
piu alta di LOL (23%, un trigliceride con un elewatontenuto di acidi grassi insaturi) e
una piu bassa di LPL (15%), con un livello di sfguitivita minore di 0.05. Anche la
percentuale di LSP é risultata inferiore nei campa olio di varieta ibride, ad eccezione
della varieta Merlot.

Chardonnay @Merlot B Cabernet-Sauvignon @Zweigelt B32 hybrids
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Figura 4.23: Confronto tra le percentuali di trigliceridi nel& varieta di ibridi e le quattro varieta
viniferariportate in letteratura da Bat al (2008) (* =p-value < 0.05).
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4.3.3 Produzione e resa di olio dei vinaccioli

La produzione media dell’'olio di vinaccioli di casa varieta e stata stimata sui
campioni raccolti nelle annate 2010 e 20Takella 4.19.
In generale e stato riscontrato un contenuto @i otimpreso tra 1.0 e 6.0 g/kg di uva. |
campioni maggiormente produttivi sono stati Bacé120 Clinton, Seibel 10878, Terzi
9746, Incrocio Bruni 624 e Seibel 10173, con coutiedi olio superiori a 4.5 g/kg d’'uva.
Seibel 10878 e Terzi 9746 hanno anche evidenmiatelevato contenuto percentuale di
olio nei semi (>10%). La piu bassa resa e stateateoper Bertille Seyve 4825 e Seibel
9110 (circa 1 g/kg uva).
E’ interessante notare che la varieta Seibel 10&7&nche un’alta produttivita in termini
di kg di uva per pianta, rendendo questa varieticptarmente adatta a colture finalizzate
ad un’alta produzione di olio di vinaccioli.
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Resa (%) Produttivita Media

2010 2011 MeHRB) | o010 011 (g oliokg uva)
Varieta rosse
Baco 1 12.76 14.26 13.540.75 3.53 443 3.9¢+0.45
Baco 30-12 8.70 9.25 8.980.28 4.54 476 4.65+0.11

Bertille Seyve 1808 8.01 8.28 8.30.14 3.42 3.31 3.371+0.06
Bertille Seyve 4825 9.36 10.55 9.94.60 1.38 1.01 1.20(+0.19

Burdin 4077 9.20 9.61 9.440.21 2.95 406 3.51+0.56
Clinton 9.64 10.09 9.8%0.23 4.01 6.13 5.01+£1.06
Couderc 25 13.50 10.87 12.391.32 4.94 3.32 4.1:+x0.81
Galibert 238-35 12.31 13.20 12.#0.45 2.01 196 1.9¢+0.02
Seibel 8357 8.26 10.53 9.401.14 2.97 423 3.6(+0.63
Seibel 8745 7.86 9.83  8.850.98 2.74 229 252+0.23
Seibel 10878 10.44 11.49 10.20.53 4.97 482 4.9(x0.07

Seyve Villard 12-347, 9.28 12.56 10.221.64 1.72 3.39 2.5¢+0.84
Seyve Villard 12-390 12.43 13.46 12.9%.52 2.51 281 2.6€+0.15
Seyve Villard 23-369 7.88 11.19 9.541.66 2.04 3.27 2.6€+0.62
Seyve Villard 23-399  8.79 9.23 9.810.22 2.10 241 2.26¢+0.16
Seyve Villard 29-5221 11.00 14.83 12.92.92 3.19 499 4.0¢+0.90

Terzi 100-31 13.32 12.00 12.860.66 2.94 255 278+0.20
Terzi 108-6 9.37 11.03 10.200.83 3.53 439 3.9¢+0.43
Terzi 9746 10.04 10.08 10.360.02 4.70 478 4.7¢+0.04
Sconosciuto 1 7.42 8.88  8.1%0.73 2.92 225 25¢+0.34
Sconosciuto 2 5.23 n.d. - 1.31 n.d. -

Varieta bianche

Baco 2-16 10.49 12.35 11.420.93 2.93 480 3.81+0.94
Burdin 7419 10.81 11.97 11.390.58 3.98 4.16 4.07+£0.09
GA 48-12 7.76 12.01 9.882.13 1.92 2.93 23+ 0.51
Galibert 152-26 9.21 13.60 11.412.20 2.14 3.19 267+0.53
Galibert 255-43 10.39 11.49 10.940.55 1.60 1.69 1.65+0.04
Galibert Treblanc 11.32 11.17 11.29.08 1.92 2.10 2.01+0.09
GF 84-21-9 9.21 10.74 9.980.76 2.52 2.87 2.7(+0.18
Incrocio Bruni 624 10.36 9.03 9.7400.67 5.75 559 5.671+0.08
Seibel 9110 6.65 6.17 6.410.24 1.08 1.08 1.0¢+0.00
Seibel 10173 1056 9.10 9.830.73 5.87 3.72 4.8(x1.08

Seyve Villard 12-357,  9.32 9.49  9.410.08 1.83 298 2.41+0.58

Tabella 4.16: Rese percentuali (calcolate come grammi di olibO®/grammi di polvere di vinaccioli) e
produttivita (espressa come g olio/kg uva) dellevadeta di uve ibride studiate nelle annate 202D #1.
Sono riportate anche le medie con semidispersialia chedia delle due misure.
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4.4 Valutazione delle propieta nutraceutiche dellgarieta ibride

4.4.1 Identificazione dei segnali degli spettri MADI-TOF

Il primo passo nell'investigazione delle proantogitne € stato la ricerca delle
migliori condizioni MALDI per ottenere la migliorgproducibilita ed il piu alto rapporto
segnale/rumore. Sono state testate diverse magecido sinapinico, a-ciano-4-
idrossicinnamico, acido 2,5-diidrossibenzoico o DHf#ranolo) ed i migliori risultati
sono stati ottenuti utilizzando il DHB che ha pesswdi ottenere spettri caratterizzati da
un’abbondante formazione di specie molecolari prate (H) e cationiche (Na K*). Le
misurazioni sono state effettuate in modalita c#ften e lineare, ed e stata scelta la
modalita positiva reflectron perché ha permessoottienere dati piu abbondanti e
riproducibili.

Gli spettri MALDI-TOF degli estratti di vinacciolregistrati in modalita positiva
mostrano intensita dei picchi che decrescono atientare dei valori di massa, seguendo
un tipico andamento a campari@iglra 4.24). La minore sensibilita per gli ioni piu
pesanti € attribuibile alla frammentazione di quiesti, causata dal piu lungo cammino di
volo e dal processo di post-accelerazione (Jetrak, 2009).
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Figura 4.24: Spettro MALDI-MS dell’estratto di vinaccioli deliaarieta Burdin 74-19.

| numerosi segnali registrati negli spettri MALDdre> dovuti alla presenza delle
forme cationiche [M+Nd] ed [M+K]" delle proantocianidine di tipo A e B, ed in alcuni
casi anche delle molecole protonate [M*HTJabella 4.17. | picchi sono separati da
differenze di massa pari a 288 Da, corrispondelidi gresenza di unita monomeriche
addizionali di catechina/epicatechina nella stmattmolecolare del tannino; le differenze di
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massa pari a 152 Da sono invece attribuite allagmza di piu residui di acido gallico
esterificati all'ossidrile C3 dell’anello eterodmb delle unita di epicatechina.

Per predire le masse molecolari delle proantociaaié stata riportata in letteratura
la formula 290 + 288 + 152 + k - 2x, dove 290 é la massa molecolare dell'unita
terminale di catechina/epicatechirmail numero delle unita di catechina/epicatechina no
terminali, g il numero di gallati esterificati alle unita diieptechinak il peso molecolare
del catione il numero di legami A-type (Krueget al, 2000).

Alcune serie di proantocianidine oligomere con viadomassa inferiori di 2, 4, 6 Da
rispetto alle proantocianidine di tipo B preserdgh spettri, sono state identificate come
proantocianidine di tipo A. Per esempio, nel casbtdmero protonato [M+H] & stato
osservato un cluster di segnali distanti tra loro2dDa che sono stati spiegati dalla
presenza di un trimero con due legami B-typ¢z@67), un legame B-type ed uno A-type
(m/z 865) e con due legami A-typen{z 863). Il seghale con massaz 1149 potrebbe
pertanto corrispondere ad un tetramero con trenieg&type, anche se teoricamente
ostacolato da un ingombro sterico.

Sono stati individuati inoltre altri due segnalin@z 561 em/z 559, identificati
rispettivamente come le specie protonate dimergpB-& A-type disidratate in accordo
con quanto riportato da Mouls e Fulcrand (2012).

E’ da notare che la massa di due molecole di agaliico &€ equivalente a quella di
un’unita gallocatechina/galloepicatechina (304 Da).

Con questo approcci di studio sono state complasswnte identificate nei
vinaccioli dei campioni studiati i segnali di 148pntocianidine putative (rispettivamente
55 di tipo B e 93 di tipo A), con grado di polimerazione da 2 a 11 e grado di
galloilazione compreso tra 0 e 7. Questi risuatio simili a quelli riportati in letteratura
per estratti di vinaccioli analizzati mediante MALBIS (Kruegeret al, 2000).

E’ da sottolineare la presenza di 29 coppie di ispsobariche, corrispondenti a
proantocianidine sia B-type che A-type, separataliffarenze di massa di 16 Da. Tale
differenza puo corrispondere sia alla differenzbedeasse dei cationi sodio e potassio
(A=15.9739 amu) che alla presenza di un gruppo oksidrpiu sull’anello B £=15.9949
amu) e quindi alla presenza di prodelfinidine. Réito strumento utilizzato possiede una
risoluzione non sufficiente a distinguere le speuni@ecolari in base alla sola massa, per
determinare le strutture sono stati effettuatiridte esperimenti di scambio cationico e di
MS/MS.

110



Tannin ID B-type Atype
[M+H]* [M+Na]* [M+K]* [M+H]* [M+Na]* [M+K]*

dimer 579 601 617 577 599 615
dimer 1G 753 769 751 767
dimer 2G 905 921 903 919
trimer 867 889 905 863, 865 887 903
trimer 1G 1041 1057 1039 1053, 1055
trimer 2G 1193 1209 1189, 1191 1205, 1207
trimer 3G 1345 1361 1341, 1343 1357, 1359
tetramer 1155 1177 1193 1149, 1151, 1153 1173,1175 1189,1191
tetramer 1G 1305 1329 1345 1303 1325, 1327 13413 13
tetramer 2G 1481 1497 1475, 1477, 1479 1491, 105
tetramer 3G 1633 1649 1629, 1631 1645, 1647
tetramer 4G 1785 1801 1781, 1783 1795, 1797, 1799
pentamer 1465 1481 1461, 1463 1475, 1477, 1479
pentamer 1G 1617 1633 1613, 1615 1629, 1631
pentamer 2G 1769 1785 1763, 1765, 1767 1781, 1783
pentamer 3G 1921 1937 1917, 1919 1933, 1935
pentamer 4G 2073 2089 2069, 2071 2087, 2085
pentamer 5G 2225 2221, 2223
hexamer 1753 1769 1747,1749, 1751 1763, 176, 17
hexamer 1G 1905 1921 1901, 1903 1917, 1919
hexamer 2G 2057 2073 2053, 2055 2069, 2071
hexamer 3G 2209 2225 2205, 2207 2221, 2223
hexamer 4G 2361 2377 2357, 2359 2371, 2373, 2375
hexamer 5G 2513 2529 2509, 2511 2523, 2525, 2527
hexamer 6G 2665 2661, 2663
heptamer 2041 2057 2037, 2039 2053, 2055
heptamer 1G 2193 2209 2189, 2191 2205, 2207
heptamer 2G 2345 2361 2339, 2341, 2343 2357, 2359
heptamer 3G 2497 2513 2493, 2495 2509, 2511
heptamer 4G 2649 2665 2645, 2647 2661, 2663
heptamer 5G 2801 2817 2797, 2799
heptamer 6G 2953 2949, 2951
octamer 2329 2345 2325, 2327 2339, 2341, 2343
octamer 1G 2481 2497 2477, 2479 2493, 2495
octamer 2G 2633 2649 2629, 2631 2645, 2647
octamer 3G 2785 2801 2781, 2783 2797, 2799
octamer 4G 2937 2953 2933, 2935 2949, 2951
octamer 5G 3089 3105 3087
octamer 6G 3241 3257 3239
octamer 7G 3393
nonamer 1G 2769 2785 2765, 2767 2781, 2783
nonamer 2G 2921 2937 2919 2933, 2935
nonamer 3G 3073 3089 3071 3087
nonamer 4G 3225 3241 3223 3239
nonamer 5G 3377 3393 3375
nonamer 6G 3529
decamer 1G 3057 3073
decamer 2G 3209 3225 3207 3223
decamer 3G 3361 3377 3357, 3359 3375
decamer 4G 3513 3529 3511
decamer 5G 3665
decamer 6G 3817
undecamer 1G 3345 3361
undecamer 2Q3 3497 3513
undecamer 3@ 3649 3665

Tabella 4.17: Segnali registrati negli spettri MALDI-TOF deglsteatti di vinaccioli ed assegnati alle
proantocianidine A-type e B-type. G: gallato.
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Nella porzione dello spettro MALDI del Burdin 74-Ifportato inFigura 4.25 si
puo vedere chiaramente la presenza delle spediarisbe: ad esempio il segnalemdz
1481 é separato dai segnali precedente e seguemliéfetenze di massa di 16 Da, e puo
corrispondere all’'addotto di sodio del tetramergatlato, al pentamero potassiato o alla
somma di entrambi.
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Figura 4.25: Porzione dello spettro di massa dell’estrattoidagcioli della varieta Burdin 74-19 in cui sono
evidenziate alcune specie isobariche.

Per eseguire esperimenti di scambio cationico iptanh sono stati deionizzati
passando gli estratti su cartuccia per estrazioriase solida G Sep-PaR da 10 g e sono
stati addizionati in successione con sali di sggadassio e litio.

Dopo l'aggiunta dei sali di potassio non € stateeogato alcun spostamento evidente dei
segnali, i piu alti dei quali eranona’z1481 e 1497. Invece la successiva addizione dbsod
ha provocato uno spostamento della distribuzioneaase piu basse di 16 u.m.a., con un
aumento dei segnalira/z1465 e il 1481, corrispondenti alladdotto sodidéd pentamero

e del tetramero digallato, rispettivamente. La @nga di entrambi i composti e stata
confermata dall'aggiunta di litio, che ha dato ovgg ai segnali an/z 1449 e 1465
corrispondenti all’addotto di litio del pentamerd@ tetramero digallato.

Quindi si pud concludere che quando entrambi iooatNa' e K* sono presenti nella
matrice il segnale viene diviso e rilevato comeddtidsia del sodio che del potassio.

Per chiarire e caratterizzare la struttura molaeotkelle proantocianidine sono stati
eseguiti esperimenti TOF/TOF sui segnali piu inteasrispondenti a oligomeri A- e B-
type. InFigura 4.26 sono riportati come esempio gli spettri di mas€d&/TOF degli ioni
am/z1481 (tetramero B-type)ra/z865 (trimero con un legame A-type ed uno B-type).
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Figura 4.26: Spettri di massa MALDI-TOF/TOF (a) dello ione ra/z 1481 putativamente assegnato
all'addotto sodiato del tetramero digallato B-typdel pentamero potassiato B-type; (b) dello ion®#865
putativamente assegnato al trimero protonato A-type

Nel caso dello ionen/z1481 € possibile distinguere chiaramente i frantnfermati
in seguito alla perdita delle subunita di catecleip&athechina (-288 Da) dovuta alla
rottura chinone metino che frammenta gli oligomieriunitd monomeriche. Secondo
qguanto riportato in letteratura, i segnali piu lbads 170 Da e 152 Da potrebbero
corrispondere alla perdita di una molecola neutracitio gallico e del residuo gallato
(Vidal et al, 2010), ma possono essere anche spiegate dab tipeccanismo di
frammentazione delle proantocianidine che coinvalga retro Diels-Alder sull'anello C
dell'unita flavanolica seguita da una perdita djw@e con una perdita complessiva di 170
Da (Figura 4.27). Queste frammentazioni hanno permesso di esduldepresenza di
prodelfinidine (perché sarebbero stati visibili ¢itx di -304 Da) mentre non sono
diagnostici per discriminare tra proantocianidimfialate e non galloilate.

Nel caso dello ione m/z 865, oltre alle perdite di 288 Da e 152 Da, soresnti
nuovi frammenti, come quello m/z 684, derivante dalla perdita di una specie rautiaal
avente formula molecolare ¢80, (181 Da) che potrebbe essere spiegata da
riarrangiamenti della specie protonata indotti dagame A-type che migliorano
'impedimento sterico della molecola. Aumentandgrado di polimerizzazione, gli spettri
TOF/TOF delle proantocianidine A-type diventano via piu complicati: sono ancora
visibili le perdite di 152 Da e 288 Da, ma i franmtigonici derivanti dai riarrangiamenti
sono troppo abbondanti e diventa difficile asseg@amna struttura.
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Figura 4.27: Schema di frammentazione delle proantocianidineARreazione Retro Diels-Alder; QM:
rottura chinone-metino (Quinone Methide cleavage).

Particolarmente interessante € la presenza di fcanidine A-type perché si
trovano in poche piante e frutti, quali mirtilligsi, cachi, semi di litchi, prugne e cannella
(Gu et al, 2003; Xuet al, 2010). Nei mirtilli rossi questo tipo di proaniacidine &
ritenuto il componente attivo che inibisce I'adesiodei batteri dEscherichia colialla
superficie delle cellule uro-epiteliali, prevenenda colonizzazione batterica e la
conseguente infezione (Febal, 2000).

La presenza di proantocianidine A-type nei vinalccanche in forma galloilata, e
stata recentemente dimostrata (Pasgoal, 2007), ed i nostri risultati suggeriscono la
presenza di proantocianidine con piu di un legangpudsto tipo. Finora proantocianidine
con almeno due legami A-type sono state identdicadlla corteccia della pianRavetta
owariensigBaldeet al.,1995).

Alcune varieta ibride studiate quali Baco 1, Bertille Sey825, Couderc 25, Seibel
10878, Seyve Villard 12-390, 23-369, 23-399, Gatilith5-43, GF 84-21-9, Incrocio
Bruni, Seibel 9110, Seyve Villard 12-375, hanno sprgato un contenuto di
proantocianidine A-type superiore alle varietd/divinifera In Figura 4.28 e riportato |l
confronto delle percentuali di proantocianidineypd e A-type tra le varieta . vinifera
studiate, gli estratti di mirtilli rossi (Felicianet al, 2012), ed alcuni degli ibridi in cui
sono stati riscontrati i piu alti contenuti di pndbacianidine A-type (Baco 1, Seyve Villard
23-399, Seibel 10878, Bertille Seyve 48-25). Leaptocianidine A-type rappresentano la
maggioranza negli estratti di mirtilli, ma possaaggiungere quantitativi importanti (fino
al 70% per i dimeri e fino al 50% per gli eptamamgche nei vinaccioli.

In virtu delle loro proprieta antibatteriche, I'elgo contenuto di queste
proantocianidine potrebbe ulteriormente accresitgretenziale nutraceutico degli estratti
di vinaccioli di queste varieta ibride.
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Figura 4.28: Confronto tra le percentuali di proantocianidingype e B-type nelle varied. vinifera(valori
medi di Aramon, Chardonnay e Cabernet SauvugndnBéxo 1 (b); Seyve Villard 23399 (c); Seibel 1887
(d); Bertille Seyve 48-25 (e), e negli estrattirtilli rossi (f) (Felicianoet al, 2012).
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4 .4.2 Caratterizzazione delle varieta

In alcune varieta studiate & stato osservato cpefllo dello spettro MALDI viene
interrotto dai segnali ad alta intensitanéz 559 (Aramon, Terzi 100-31, Incrocio Bruni
624, Cabernet Sauvignon)ne&’z 577 (Clinton, Couderc 25, Seibel 10878, Seyveattil
23-369 e 23-399, Terzi 1086 e Terzi 9746). Nellgggmar parte dei campioni studiati i
segnali piu abbondanti corrispondono al trimercaliiigo sodiato an/z 1193, mentre nei
campioni Seibel 8357 e Seyve Villard 12-357 al dimgigallato sodiato en/z905.

Lo spettro MALDI del Clinton mostra, oltre ad ureeato rumore di fondo, una
notevole complessita rispetto agli altri campiaon i segnali delle proantocianidine di
tipo A spesso piu alti di quelli di tipo B. Inoltsono state osservate due serie di segnali
separate da differenze di 288 Da che partono daglim/z559 e 711 (559+152) e che
includono i segnali rispettivamentenaz 847, 1135, 1423, 1711, 1999, 228m& 999,

1287, 1863, 2151, 2439, 27Xidura 4.29).
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Figura 4.29: Spettro MALDI-TOF della varieta Clinton con unaz&me espansa. Sono evidenziate le serie
di segnali sconosciuti separati da differenze désaadi 288 e 152 Da. La tabella in alto a desparta le
percentuali di proantocianidine di tipo A relataievari oligomeri.

E’ stato determinato anche l'indice di polifenotitali degli estratti mediante il
metodo di Folin-CiocalteauT@bella 4.18. Il contenuto di polifenoli totali varia da un
minimo di 200 mg/kg uva per il Clinton ad un massidi 2600 mg/kg uva per il Terzi
108-6, mentre nei campioni Wi viniferavaria tra i 1050 ed i 1670 mg/kg uva.
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Indice di polifenoli total

Varieta M mg (+)-catechina/kg uva
Baco 1 1430 871
Baco 30-12 1436 1999
Bertille Seyve 1808 1370 566
Bertille Seyve 4825 1443 326
Burdin 4077 1365 857
Clinton 1042 207
Couderc 25 1385 500
Galibert 238-35 1367 450
Seibel 8357 1236 571
Seibel 8745 1350 1642
Seibel 10878 1372 997
Seyve Villard 12-347 1367 563
Seyve Villard 12-390 1518 1101
Seyve Villard 23-369 1392 1522
Seyve Villard 23-399 1331 1104
Seyve Villard 29-522 1323 1066
Terzi 100-31 1277 1182
Terzi 1086 1138 2597
Terzi 9746 1329 738
Sconosciuto 1 1340 849
Sconosciuto 2 1482 566
Baco 216 1405 881
Burdin 7419 1388 1386
GA 4812 1373 1149
Galibert 152-26 1441 1277
Galibert 255-43 1571 704
Galibert Treblanc 1444 644
GF 84219 1441 1569
Incrocio Bruni 624 1369 1099
Seibel 9110 1542 366
Seicel 10173 1357 1411
Seyve Villard 12-357 1377 614
Aramon 1356 1055
Chardonnay 1400 1311
Cabernet Sauvignon 1372 1667

Tabella 4.18: Indice di polifenoli totali e valori di Mdeterminati per le 32 varieta di ibridi e le trie\d
vinifera studiate.

Il peso molecolare medio numerico {Mrappresenta la somma dei singoli pesi
molecolari diviso il loro numero e per i segnaligtiespettri MALDI é stato calcolato
mediante la seguente formula:

Mnp=Z[(M/2ix1;]/ ZI;
dove | e l'intensita assoluta di ciascun tannino idecaifo.
Il valore medio di M dei campioni studiatiTabella 4.18 é risultato pari a 1375 + 97, e
per le tre varietd/. viniferadi 1376 £ 18. Questi risultati sono simili a queiportati in
letteratura per le frazioni di tannini commercidiliuva e mele e mettono in evidenza che
gli oligomeri sono responsabili per i principalcphi presenti negli spettri MALDI (Mané
et al, 2007a).
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La varieta Clinton ha mostrato di avere il piu lmagalore M, (1042) mentre Seyve
Villard 12-390, Galibert 255-43 e Seibel 9110 avevan valore M € piu elevato rispetto
ai campioni diV. vinifera(1518, 1571 e 1541 rispettivamente). Questi valoM, hanno
dimostrato che le tre varieta presentano un pi @intenuto di tannini a piu alto peso
molecolare, percio i loro estratti sono particolante interessanti per uso enologico. Molti
studi hanno dimostrato una correlazione positigdaiunghezza di catena del tannino e le
caratteristiche organolettiche: ad un piu alto pesaecolare corrisponde una minore
sensazione di amaro ed una maggiore astringendal@tial, 2003).

Nel campione Seyve Villard 12-390 e stato trovatoh& un considerevole contenuto di
polifenoli (1.1 g/kg uva).

E’ stata inoltre eseguita I'analisi statistica géudiare le differenze tra i campioni
ibridi e quelli di V. vinifera Per motivi legati al rigore statistico, I'elevatmmero di
segnali riportato nelldabella 4.17 & stato ridotto a 109 sommando le intensita delle
specie [M+H], [M+Na]" e [M+K]" corrispondenti ad un singolo tannino e le inténdii
tannini con almeno un legame di tipo A. Il numesdlal variabili € stato ulteriormente
ridotto a 15 Tabella 4.19 effettuando ANOVA ad una via ed il Test di Fisher
Le variabili con un elevato valore di F ed prvalue <0.05 sono state considerate
significative per differenziare tra varieta ibrigeV. vinifera Come si puo vedere dai
risultati riportati inTabella 4.191e variabili piu significative nel distinguere ud tipi di
campioni sono gli A-type dimero digallato [M+Najo trimero [M+K] e dimero
disidratato e il B- type decamero tetragallato [MdN
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Variabile m/z F P
[M+Na]" dimero A 2G o [M+K] trimero A 903, 919 13.1 0.001
[M+Na]* decamero B 4G 3513 12.99 0.001
[M+Na]* dimero A - HO 559 12.25| 0.001
[M+Na]"* trimero A 1G 1039, 1053, 1055 9.27 0.005
[M+Na]* esamero B 3G o [M+K]eptamero B 1G 2209 9.01 0.005
[M+Na]" nonamero B 4G o [M+K]decamero B 2G 3225 8.97 0.005
[M+Na]" undecamero B 2G 3497 7.34 0.011
[M+Na]" tetramero A 1149, 1151, 1153, 1173,1175 7{16 2|01
[M+Na]" trimero A 863, 865, 887 6.33 0.017
[M+Na]" tetramero B 3G o [M+K]pentamero B 1d 1633, 1649 593 0.02
[M+Na]" trimero A 2G o [M+KJ tetramero A 1189, 1191, 1205, 1207 5.48 0.p25
[M+Na]* pentamero B 3G o [M+K]esamero B 1G 1921, 1937 5.01 0.032
[M+Na]* pentamero B 4G o [M+K]esamero B 2G 2073 481 0.085
[M+K] * tetramero B 4G 1801 4.26| 0.047
[M+Na]" tetramero A 4G o [M+K]pentamero 2G 1781, 1783 4.19 0.049

Tabella 4.19: Variabili piu significative per la differenziazionga campioni di uve ibride ¥. vinifera
selezionate dall’analisi del’ANOVAm/z masse delle specie attribuite a ciascun tanriné. statistico di

Fisher; Pp-value; G: gallato.
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4.5 L’approccio di “suspect screening analysis” pelo studio del metaboloma dell’'uva

L’approccio utilizzato in questo lavoro per lo studdel metaboloma dell’'uva,
definito di ‘suspect screening analysi® a meta strada tra la metabolomica target ed
untarget. Si basa sull'utilizzo di informazioni sgeEhe sui composti disponibili in
letteratura, come la formula molecolare e la atratt per l'identificazione dei composti
determinati dagli spettri di massa acquisiti ad akoluzione (Krausst al, 2010; Flamini
et al, 2013).

La spettrometria di massa ad alta risoluzione ptterdi determinare la formula
molecolare dei composti dai dati spettrali mediafiélizzo di specifici algoritmi di
processamento. La maggior parte di questi algoidentificano i composti sulla base del
valore della massa monoisotopica, calcolano il mommtale di possibili formule
molecolari per un particolare ione ed escludontteule che violano particolari regole
chimiche (ad es. rapporto atomi di carbonio/idrageregola dell'azoto, ecc.). | software
sviluppati dagli stessi costruttori dello strumemimssono applicare ulteriori vincoli per
ridurre ulteriormente la lista dei possibili composandidati, incorporando nei calcoli
informazioni spettrali come le abbondanze del pattstopico.

A ciascun composto € assegnato un punteggio ditgual“probability score”, che
rappresenta quanto i rapporti delle abbondanzeopgdite della formula molecolare
candidata si avvicinano a quelli ottenuti sperimmbnéente: piu alto sara lo score (score
massimo 100%) maggiore sara la probabilita cheradila sia corretta. La lista risultante
delle masse cationiche e anioniche sperimentalneviguindi cercata nei database
contenenti le masse esatte teoriche dei compostitibdzando nella ricerca parametri
fisici ortogonali e complementari alla massa, catdesempio il tempo di ritenzione (Sana
et al, 2008).

| database in cui é effettuata la ricerca possasere commerciali o pubblici e
disponibili sul web, piu 0 meno specifici per ciads composti o tipologia di matrice
(animali, piante). Alcuni database contenenti felit delle piante sono PlantCyc,
Flavonoid Viewer, Lipid Maps, PubChem, NIST ChembBeok, METLIN.

Purtroppo nessuno dei database disponibili € speqpler i metaboliti dell'uva, percio e
stata necessaria la costruzione di un databasemiesto GrapeMetabolomicgontenente
le formule molecolare di composti d’interesse egmo presenti negli estratti naturali
trovati in letteratura e in altre banche dati etetiche. Attualmenté&rapeMetabolomics
contiene circa un migliaio di metaboliti putativi dva e del vino, ed € in continua
espansione poiché aumentando il numero dei cainptadiati il database puo essere
ulteriormente incrementato.

Nel workflow in Figura 4.30 € riportato il procedimento déuspect screening
analysisutilizzato per lo studio degli estratti d’'uva.

Dopo la preparazione degli estratti e l'acquisieiotello spettro di massa, vengono
utilizzati due diversi algoritmi per assegnare egreali dello spettro di massa la formula
molecolare putativa.
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Il primo algoritmo (Find Compounds by Formula) ¢ffie la ricerca target dei
composti nel databas@rapeMetabolomicgse dalla lista dei composti ottenuti si puo
procedere alla conferma delle identita dei metébslilla base dei tempi di ritenzione in
colonna e degli spettri di frammentazione MS/MS.
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Figura 4.30: Schema del workflow utilizzato nell’analisi metddamica mediante screening dei composti
sospetti (Flaminéet al, 2013).

Il secondo algoritmo (Find Compounds by Moleculaature), che a sua volta
contiene i due algoritmi Molecular Feature Extrawti(MFE) e Molecular Formula
Generator (MFG), fornisce un elenco di formule molari che non sono presenti in
GrapeMetabolomicqricerca untarget) e che possono essere riceroaddtri database.
Dopo la rimozione del rumore di fondo dal cromatmgma causato dalle impurita nella
matrice del campione, I'algoritmo MFE raggruppaiiaementi valori dim/z correlati (es.
picchi con la stessa distribuzione isotopica oedéhti addotti o stati di carica della stessa
molecola neutra) in uno o piu composti (featur€)indi I'algoritmo MFG sfrutta sia la
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precisione di massa che l'informazione spettralendssa per applicare vincoli aggiuntivi
alla lista delle formule molecolari candidate. Qoeassultato & ottenuto incorporando nei
calcoli la massa monoisotopica, le abbondanze psdte e la distanza tra i picchi
isotopici. Se la ricerca della formula molecolarsultante effettuata in altri database
permette l'identificazione di un nuovo compostompatibile con la matrice e con uno
score sufficientemente alto (maggiore del 99%), stpue viene inserito in
GrapeMetabolomicssieme al suo tempo di ritenzione in colonna atmyrafica.

Effettuando due analisi in modalitd positiva e riega ed utilizzando I'algoritmo
"Find Compounds by Formula" e la ricerca@napeMetabolomicsa seconda della varieta
e possibile identificare negli estratti d’'uva lerfmle molecolari di 320-450 composti con
uno score superiore al 60% (calcolato sulla massarata ed il pattern isotopico). |
composti identificati comprendono soprattutto pmidli, come antociani, flavoni e
flavanoni, flavanoli e proantocianidine, stilberacidi fenolici, precursori aromatici
glicosidati, ed altri compostF{gura 4.31).
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Figura 4.31: Extract-lon Chromatogram (EIC) dei 460 compostedminati nell’estratto di Raboso Piave in
modalita di ionizzazione negativa (sopra) e poai{sotto).

Questo approccio puo essere tuttavia efficacemapgdicato allo studio delle
singole classi di metaboliti. Infatti i compostiigtici di interesse, una volta confermati
dall'analisi MS/MS e aggiunto il tempo di ritenzeral databas&rapeMetabolomics
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presentano uno score identificativo elevato e pussessere quantificati mediante
I'utilizzo di uno standard. Ifrigura 4.32é rappresentato un esempio di questo metodo per
la determinaziondegli stilbeni in un estratto di Raboso Piave (Ffarat al, 2013).
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Figura 4.32: Extract-lon Chromatogram (EC) dei derivati stillmémell’estratto di Raboso Piave (Flamti
al., 2013).

Utilizzando I'approccio dsuspect screening analysieno stati studiati gli antociani
negli estratti della varieta Clinton, e i flavonaoklle varieta Seibel 19881 e Seyve Villard
12-347, raccolte in due annate consecutive.
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4.5.1 Metabolomica del Clinton: studio degli antoeini

La ricerca target itsrapeMetabolomicsitilizzando I'approccio dsuspect screening
analysisha permesso di identificare negli estratti dellaieta Clinton circa 470 composti,
di cui 30 antociani. Questi ultimi, rilevati in malda ionica positiva, presentano in
generale score elevati, superiori all’'80fgura 4.33 e Tabella 4.20. Gli score piu bassi
sono stati determinati per composti meno abbondantparticolare per i derivati della
pelargonidina e per i ferulati.

Gli antociani identificati sono mono- e di-glucasatilati delle 6 forme antocianiche
principali (delfinidina, cianidina, petunidina, malina, peonidina e pelargonidina),
similmente ai risultati ottenuti in LC/MS precurson analysis utilizzando il triplo
guadrupolo. Le identificazioni sono state confeendall’analisi MS/MS e dalla misura
delle masse accurate dei frammenti formati.

8 22

107 108 103 11 111 112 113 114 115 116 117 118 118 12 121 122 123 124 125 126 127 126 129 13 131132 133 134 135 136 137 136 133 14 141 142 143 144 145 146 147 145 143 15 151 152 153 154 155 156 157 158 153 16 161 162
ot vs. Acguistion Time (min]

Figura 4.33: EIC degli antociani determinati nel Clinton. | nuingei picchi corrispondono a quelli riportati
nella seguente Tabella 4.20.
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Antociani R.T. Score% Massa[M] Formula ppm
1 | Cianidina-3-5-O-diglucoside 11.24 97.57 611.1607 7E&31016 1.1
2 | Petunidina-3-5-O-diglucoside 11.52 99.04 641.1712 28833017 1.0
3 | Delfinidina-3-O-glucoside 12.03 92.68 465.1028 ¢ 012 4.0
4 | Peonidina-3-5-O-diglucoside 12.14 97.49 625.1763 8B23016 1.1
5 | Delfinidina-3-O-(6-O-acetil)-5-O-digluc. 12.16 734 669.1661 C29 H33 018 -0.1
6 | Malvidina-3-5-O-diglucoside 12.24 98.27 655.1869 9CG®W5 017 1.2
7 | Cianidina-3-O-glucoside 12.57 87.47 449.1078 c21B21 1.2
8 | Petunidina-3-O-glucoside 12.74 93.80 479.1184 c22812 1.7
9 | Peonidina-3-O-glucoside 13.12 98.05 463.124 C22@28 -2.05
10 | Malvidina-3-O-glucoside 13.27 97.05 493.1341 c2him2 1.6
11 | Delfinidina-3-O-(6-O-acetil)glucoside 13.59 98.86 0751133 C23 H23 013 0.8
12 | Petunidina-3-O-(6-O-caffeoil)-5-O-digluc. 13.87 4Z8. 803.2029 C37H39 020 -2.2
13 | Delfinidina-3-0-(6-Op-cumaril)-5-O-digluc.| 13.91 98.50 773.1924 C36 3™ 1.1
14 | Petunidina-3-0-(6-O-acetil)glucoside 14.14 91.30 1.5290 C24H25013 1.1
15 | Delfinidina-3-0O-(6-O-caffeoil)glucoside 14.18 98.32 627.1344 C30H27 015 1.3
16 | Petunidina -3-O-(6-Q-cumaril)-5-O-digluc.| 14.36 98.73 787.2080 C37HE® 1.1
17 | Cianidina-3-0O-(6-Qp-cumaril)-5-O-digluc. 14.36 97.90 757.1974 C36 HZIB 1.0
18 | Malvidina-3-O-(6-Op-cumaril)-5-O-digluc. | 14.60 97.74 801.2237 C38 H19 -0.8
19 | Malvidina-3-O-(6-O-acetil)glucoside 14.64 87.87 53516 C25H27013 1.8
20 | Peonidina-3-0O-(6-O-acetil)glucoside 14.65 86.47  .5B8B1 C24H25012 -1.6
21 | Petunidina-3-O-(6-O-caffeoil)glucoside 14.65 96.46 641.1501 C31H29015 1.8
22 | pelfinidina-3-O-(6-Op-coumaril)glucoside | 14.82 94.63 611.1395 C30 H22 02.0
23 | Peonidina-3-0-(6-Qp-cumaril)-5-O-digluc. | 14.85 86.75 771.2131 C37 H3BB -0.8
24 | Delfinidina 14.97 99.04 303.0499 C15H11 07 1.32
25 | Malvidina-3-0-(6-O-caffeoil)glucoside 15.14 91.41 551663 C32H31015 -3.21
26 | Cianidina-3-O-(6-Op-cumaril)glucoside 15.24 95.34 595.1446 C30 H27 0130
27 | Petunidina-3-O-(6-Qp-cumaril)glucoside 15.30 99.29 625.1552 C31 H29 0141
28 | Malvidina-3-0-(6-Op-cumaril)glucoside 15.77 88.45 639.1708 C32 H31 0143
29 | Peonidina-3-0O-(6-Qp-cumaril)glucoside 15.78 91.52 609.1603 C31 H29 OB
30 | Malvidina-3-0O-(6-O-ferulil)glucoside 15.85 79.72 %6814 C33H33015 24

Tabella 4.20: Antociani identificati nelle bucce della varietdrida Clinton. Sono riportati: il tempo di
ritenzione espresso in minuti (RT), il punteggieritficativo percentuale (score), le masse teor[bhi, la
formula molecolare e lo scostamento tra la massdcte calcolata e la massa misurata sperimentaément

(ppm).
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4.5.2 Metabolomica del Seibel 19881 e del Seyvelafitl 12-347: studio dei flavonoli

4.5.2.1 Identificazione dei flavonoli

Le formule molecolari dei flavonoli sono state detmate per mezzo di una ricerca
target nel databasG&rapeMetabolomicssulla base dei valori di massa accurata e del
pattern isotopico estrapolati dal picco cromatdgoaf Operando in modalita di
lonizzazione negativa, sono stati identificatiighi [M-H] " di 27 flavonoli con uno score
identificativo superiore al 95% &bella 4.21).

Nel caso di due diidroflavonoli (diidromiricetina @idroquercetina) il residuo
glicosidico e stato genericamente indicato comeidep poiche la spettrometria di massa
non differenzia composti isomeri. Inoltre tutte $&rutture identificate sono state
confermate dall’analisi MS/MS.

Flavonoli RT  [M-H]- [M-H] Score ppm
(min) teorico sperimentale %
Miricetina-3-O-rutinoside 13.89 625.1410 625.1409 99.1 -0.2
Siringetina-O-di-esoside 13.96 669.1672 669.1673 .099 0.2
Miricetina-O-di-esoside 14.11 641.1359 641.1359 799. -0.1
Miricetina-3-O-glucuronide 14.22 493.0624 493.0626 98.8 0.4
Miricetina-3-O-glucoside 14.27 479.0831 479.0831 595 -0.1
Diidromiricetina-3-O-esoside 14.35 481.0988 481898 99.5 -0.1
Diidroquercetina-3-0O-esoside 14.59 465.1038 460103 98.4 0.1
Rutina 14.65 609.1461 609.1463 98.7 0.3
Quercetina-3-0O-glucuronide 14.97 477.0675 477.0682 95.2 1.5
Laricitrina-3-O-glucoside 15.04 493.0988 493.0989 9.09 0.2
Quercetina-3-0O-glucoside 15.02 463.0882 463.0886 .7 97 0.8
Diidroquercetina-3-O-ramnoside  15.29 449.1089 49911 97.8 0.5
Campferolo-3-O-rutinoside 15.22 593.1512 593.1506 8.19 -1.1
Quercetina-O-pentoside 15.34 433.0776 433.0779 99.2.7
Campferolo-3-O-galattoside 15.43 447.0933 447.0936 96.1 0.7
Campferolo-3-O-glucoside 15.62 447.0933 447.0939 .097 1.3
Siringetina-3-0O-glucoside 15.70 507.1144 507.1144 8.49 0.0
Isoramnetina-3-O-glucoside 15.74 477.1038 477.1042 99.2 0.8

Diidrocampferolo-3-O-ramnoside  15.91 433.1140 43311 99.4 0.2
Isoramnetina-3-O-glucuronide 15.92 491.0831 4913083 98.4 0.4

Miricetina-3-O-ramnoside 16.23 463.0882 463.0883 199 0.1
Miricetina 16.52 317.0303 317.0303 99.1 0.0
Quercetina 18.01 301.0354 301.0354 99.9 0.1
Campferolo 19.45 285.0405 285.0405 99.8 0.0
Siringetina 19.51 345.0616 345.0616 99.3 0.1
Isoramnetina 19.69 315.0510 315.0510 99.7 0.1
Metil naringenina 22.38 285.0768 285.0768 99.3 -0.2

Tabella 4.21: Flavonoli identificati nelle bucce delle varietaride Seibel 19881 e Seyve Villard 12-347.
Sono riportati: il tempo di ritenzione espressarimuti (RT), le masse teoriche e sperimentali [M;H]
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punteggio identificativo percentuale e lo scostaimdra la massa teorica calcolata e la massa nsura
sperimentalmente (ppm).

La conferma identificativa dei composti flavonoli@ stata eseguita tramite
esperimenti di frammentazione delle molecole (MSYM&dotti sul campione di estratto
del Seibel 19881 vendemmiato nel 2011. | risulsatno stati suddivisi per classi di
composti: glucosidi e galattosidi Tgbella 4.22, glucuronidi {Tabella 4.23,
diidroflavonoli (Tabella 4.29 e diglucosidi Tabella 4.25. Nelle tabelle sono indicati gli
scostamenti (espressi in ppm) tra massa teoricassarsperimentale dello ione.

In generale si e riscontrato che:

nell’isoramnetina-3-O-glucoside e nella siringetB¥®-glucoside e assente il
frammentom/z 151.0037, presente invece nel caso del campf&@eglucoside,
della quercetina-3-O-glucoside e della miricetin@-8lucoside;

* nei glucuronidi si formano solo ioni aglicone, iengrale questi si frammentano
meno rispetto ai glucosidi;

» la frammentazione del campferolo-3-O-galattosideiore rispetto al glucoside;

* nella frammentazione dei diglucosidi si risconagérdita di entrambe le molecole
di zucchero legate al flavonolo.
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Miricetina-3-O-glucoside, RT: 14.27 min.
Formula bruta (M) Ele\z/lo-:ia spe[lr\iﬂrht]ntale ppm | Frammenti
C21 H20 013 479.0831 479.0837 1.3| lone precursore
C21 H18 012 461.0725 461.0741 3.5| Flavonolo -8
C17 H12 09 359.04009 359.0398 | -3.1 Aglicone + frammento zucchero
C15H9 08 316.022p 316.0228 0.9| Radicale aglicone
C7H4 04 151.003f 151.0032 | -3.3 Frammento flavonolo
Quercetina-3-0O-glucoside RT: 15.02 min.
Formula bruta (M) Ele\z/lo-:ia spe[lr\iﬂrht]ntale ppm | Frammenti
C21 H20 012 463.0882 463.0881 -0.2 lone precursore
C17 H12 O8 343.0459 343.0455 | -1.2 Aglicone + frammento zucchero
C15 H10 O7 301.0354 301.0348 | -2.0 Aglicone
C15H19 O7 300.0276 300.0278 0.7| Radicale aglicone
C14 H8 06 271.0248 271.0245 | -1.1f Aglicone -1€0
C14 H8 O5 255.0299 255.0295 | -1.6 Aglicone - CO -.B
C7H4 04 151.003f 151.0033 | -2.6 Frammento flavonolo
Laricetina-3-O-glucoside RT: 15.04 min.
Formula bruta (M) '[('\aﬂc;:?ga spe[l:i/lr:r:_('e]ntale ppm | Frammenti
C22 H22 013 493.0988 493.0993 1.0| lone precursore
C16 H12 08 331.0459 331.045 -2.7| Aglicone
C16 H11 08 330.0381L 330.0376 | -1.5 Radicale aglicone
C15 H8 08 315.0146 315.0146 0.0| Radicale aglicone - £H
Campferolo-3-O-glucoside RT: 15.62 min.
Formula bruta (M) {Z;:Ea spe['r\:lr::]ntale ppm | Frammenti
C21 H20 O11 447.0933 447.0937 0.9| lone precursore
C18 H14 08 357.0616 357.0621 1.4/ Aglicone + frammento zucchero
C17 H12 O7 327.051 327.0497 -4.0 Aglicone + framimencchero
C16 H11 O7 284.0326 284.0333 2.5| Radicale aglicone
C14 H8 O5 255.0299 255.0298 | -0.4 Aglicone - 2H - CO
C13 H8 04 227.034 227.0351 0|4 Aglicone - 2H - 2CO
C7H4 04 151.003fF 151.0041 2.6| Frammento flavonolo
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Siringetina-3-O-glucoside,RT: 15.70 min

Formula bruta (M) [M_H] _ [M_H] - ppm | Frammenti
teorica |sperimentale
C23 H24 013 507.1144 507.1153 1.8| lone precursore
C19 H16 09 387.0722 387.0723 0.3| Aglicone + frammento zucchero
C17 H13 08 344.0538 344.0543 1.5| Radicale aglicone
C16 H10 08 329.03083 329.03 -0.9| Radicale aglicone - ¢H
C15 H10 O7 301.0354 301.036 2.0/ Frammento aglicone - CO -CH
C7H4 04 151.003f 151.0033 | -2.6 Frammento flavonolo
Isoramnetina-3-O-glucoside RT: 15.74 min.
Formula bruta (M) Ele\z/lo-:ia spe[lr\iﬂrht]ntale ppm | Frammenti
C22 H22 012 477.1038 477.1048 2.1| lone precursore
C19 H16 09 387.0722 387.0717 1.3| Aglicone + frammento zucchero
C18 H14 08 357.0616 357.0608 2.2| Aglicone + frammento zucchero
C16 H11 O7 314.0432 314.0438 1.9| Radicale aglicone
C15 H8 O7 299.019[¢ 299.0192 | -1.7| Radicale aglicone - £H
C14 H8 06 271.0248 271.025 -0.7| Radicale aglicone - €HCO
C13 H8 O5 243.0299 243.0296 1.2| Radicale aglicone - £+2CO
Campferolo-3-O-galattoside,RT: 15.43 min.
Formula bruta (M) EeMo_:_iEa spe['r\:lr::]ntale ppm | Frammenti
C21 H20 011 447.0933147.0927 -1.3| lone precursore
C17 H12 O7 327.051 327.0509 -0.3 Aglicone + framimencchero
C15H9 06 284.032p 284.0319 | -2.5 Radicale aglicone
C14 H8 O5 255.0299 255.0293 | -2.4 Aglicone - 2H - CO

Tabella 4.22:Frammentazioni dei flavonoli glucosidi e galattasid
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Miricetina-3-O-glucuronide, RT: 14.22 min.

Formula bruta (M) [M-H] _ [M-H] - ppm | Frammenti
teorica | sperimentale
C21 H18 014 493.0624 493.062 -0.8| lone precursore
Cl6 H12 O8 331.0459 331.0453 | -1.8 Aglicone + frammento zucchero
C15 H10 08 317.0303 317.03 -0.9| Aglicone
Quercetina-3-0O-glucuronide RT: 14.97 min.
Formula bruta (M) '[('\aﬂc;:?ga [sl\s;]mentale ppm | Frammenti
C21 H18 013 477.067%77.068 1.0 | lone precursore
C15 H10 O7 301.0354301.0358 1.3 | Aglicone
C15 H8 06 283.0248283.0242 -2.1| Aglicone - }@
C14 H8 O5 255.0299255.0306 2.7 | Aglicone - CO - @
C7 H4 04 151.003[7151.0034 -2.0| Frammentazione flavonolo
Isoramnetina-3-O-glucuronide, RT: 15.92 min.
Formula bruta (M) Ele\z/lo-:ia spe[lr\iﬂrht]ntale ppm | Frammenti
C22 H20 013 491.0831 491.0837 1.2| lone precursore
C16 H12 O7 315.051 315.0506 -1.3 Aglicone
C15H9 O7 300.0276 300.0277 0.3| Aglicone - CH

Tabella 4.23:Frammentazioni dei flavonoli glucuronidi.
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Diidroquercetina-3-O-esoside RT: 14.59 min.
Formula bruta (M) EeMo_:_iEa spe['r\:lr::]ntale ppm | Frammenti
C21 H22 012 465.1038 465.1038 0.0| lone precursore
C14 H18 08 313.0929 313.0937 2.6| Aglicone + frammento zucchero
C15 H12 O7 303.051  303.0516 2|0 Aglicone
C15 H10 O7 301.0354 301.0354 | 0.0| Aglicone - 2H
C7H4 04 151.003f 151.0039 1.3| Frammento aglicone
Diidroquercetina-3-O-ramnoside, RT: 15.29 min.
Formula bruta (M) '[(I\aﬂc;;ga spe[’:i/lr-r:]ntale ppm | Frammenti
C21 H22 011 449.1089 449.108 -2.0| lone precursore
C15 H11 O7 303.0519 303.0519 0.0| Aglicone
C15 H10 O7 302.0433 302.0433 0.0| Radicale aglicone
C15 H12 06 285.0405 285.0404 | -0.4 Aglicone - OH
C7 H4 04 151.003F 151.0034 | -2.0 Frammentazione flavonolo
Diidrocampferolo-3-O-ramnoside, RT: 15.91 min.
Formula bruta (M) Ele\z/lo-:ia spe[lr\iﬂrht]ntale ppm | Frammenti
C21 H22 010 433.114 433.1138 -0.5 lone precursore
C15H12 06 287.0561 287.0558 | -1.0 Aglicone
C15 H11 06 286.0483 286.0489 2.1] Radicale aglicone
C15H10 05 269.0455 269.0456 0.4 Frammento aglicone
C14 H12 O5 259.0612 259.0614 0.8| Aglicone - CO
C8 H5 05 180.0064 180.006 -2.2  Frammento radicale aglicone
C7H504 152.0115 152.0118 2.0| Frammento radicale aglicone - CO

Tabella 4.24:Frammentazioni dei diidroflavonoli.
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Siringetina-O-di-esoside RT: 13.96 min.

Formula bruta (M) [M_H] _ [M_H]- ppm | Frammenti
teorica |sperimentale
C29 H34 018 669.1672 669.1669 -0.4 lone precursore
C23 H24 013 507.1144 507.1141 | -0.6 Monoglucoside
C17 H14 08 345.0616 345.0615 | -0.3 Aglicone
Miricetina-O-di-esoside, RT: 14.11 min.
Formula bruta (M) Ele\z/lo-:ia spe['r\iﬂrht]ntale ppm | Frammenti
C27 H30 018 641.1359 641.1351 -1.2 lone precursore
C21 H20 013 479.0831 479.0828 | -0.6 Monoglucoside
C15 H10 08 317.0303 317.0294 | -2.8 Aglicone
Rutina, RT: 14.65 min.
Formula bruta (M) Ele\z/lo-:ia spe['r\iﬂrht]ntale ppm | Frammenti
C27 H30 O16 609.1461 609.1465 0.7| lone precursore
C15 H10 O7 301.0354 301.0348 | -2.0 Aglicone
C15H9 O7 300.027p 300.0274 | -0.7) Radicale aglicone
Cl17 H12 08 343.0459 343.0454 | -1.5 Aglicone + frammento zucchero

Tabella 4.25:Frammentazioni dei flavonoli diglucosidi.
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4.5.2.2 | flavonoli del Seibel 19881

| flavonoli determinati nelle uve di Seibel 1988&lla annate 2011 e 2012 sono
riportati in Tabella 4.26 Le concentrazioni sono state espresspgifkg uva di standard
interno 4’,5,7-triidrossiflavanone.

] Annata 2011| Annata 2012 Media

Flavonoli

pa/kg uva pa/kg uva pa/kg uva
Siringetina-O-di-esoside 20.1+0.4 42.2+1.6 31.1+1.2
Miricetina-O-di-esoside 14.£ +0.3 10.2+04 12.4+0.5
Miricetina-3-O-glucuronide 41 +0.1 44+01 43+0.2
Miricetina-3-O-glucoside 3810.6 +59.9| 3076.- + 26.9 | 3443.6+73.4
Diidroquercetina-3-0O-esoside 35.1 £5.7 30.7+£1.9 32.9+6.7
Rutina 614.7 +195| 433.7+15 524.2+20.3
Quercetina-3-0O-glucuronide 292.¢ £0.7 280.( £3.5 286.5+25
Laricitrina-3-O-glucoside 252.. £0.4 374.(x£1.2 313.1+1.0
Quercetina-3-0O-glucoside 2335.7 +£9.9 | 2132.(+£27.5| 2233.9+23.7
Diidroquercetina-3-O-ramnosidg 335. £ 9.6 199.:+0.1 267.3+£9.7
Quercetina-O-pentoside 16.1 £0.9 14.2 £ 0.0 15.2+0.9
Campferolo-3-O-galattoside 824 +0.1 66.£+0.4 74.4+0.3
Campferolo-3-O-glucoside 4447 +3.1 323..+£3.8 383.7+£5.0
Siringetina-3-O-glucoside 517.: +2.7 835.6+1.9 676.4+ 3.7
Isoramnetina-3-O-glucoside 252.0 £ 7.7 427.(+2.3 339.7+£8.9
Diidrocampferolo-3-O-ramnoside  19.¢ £ 0.9 158.¢ £3.1 89.2+25
Isoramnetina-3-O-glucuronide 11.C £0.9 8.4+1.0 9.7+1.4
Miricetina-3-O-ramnoside 53.€ £0.2 441+£1.2 48.8+0.8
Miricetina 1632.0+£29.1| 981.¢+1.3 | 1306.9+29.8
Quercetina 212.¢ +1.5 184.¢ £ 2.8 198.7+2.9
Campferolo 19.¢ £0.3 10.€+0.4 15.2+0.5
Siringetina 25.2+£0.1 10.(+£0.1 17.7+0.2
Isoramnetina 42z +0.1 44+0.1 43+0.2
Metil naringenina 157.7 £0.4 1476 +£2.0 152.8+1.4
Siringetina-O-di-esoside 20.1 £0.4 42.2+1.6 31.1+1.2
Miricetina-O-di-esoside 14.£ +0.3 10.2+04 12.4+0.5
FLAVONOLI TOTALI 11163.6 £ 6.4 9800.0+3.5| 10481.8+8.2

Tabella 4.26:Concentrazione dei flavonoli nel Seibel 19881. Soportati i valori medi delle due repliche
nelle due annate, espresspigrkg uva di standard interno con la semidispers@aia media.

by

In generale nel Seibel 19881 e stata riscontratalauata concentrazione di
flavonoli totali. | composti piu caratteristici djuesto vitigno sono la miricetina-3-O-
glucoside, maggiormente presente in entrambe latanka quercetina-3-O-glucoside e la
miricetina. Anche siringetina-3-O-glucoside e ratigono state riscontrate a livelli
significativi.

In Figura 4.34 sono riportate le medie delle due annate conivalaemidispersione dalla
media, espressi ing/kg uva di standard interno.
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Figura 4.34: Valori medi delle due annate per la varieta Sell®&81. Le concentrazioni medie, riportate con latinea semidispersione dalla media, sono espresgg/kg
uva di 4',5,7-triidrossiflavanone.
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4.5.2.3 | flavonoli del Seyve Villard 12-347

| flavonoli determinati nelle uve di Seyve Villad®-347 nelle annate 2011 e 2012
sono riportati inTabella 4.27 Le concentrazioni sono state espressegrkg uva di
standard interno 4’,5,7-triidrossiflavanone.

) Annata 2011 Annata 2012 Media

Flavonoli

Ha/kg uva po/kg uva po/kg uva
Miricetina-3-O-rutinoside 8.2 0.1 10.z £0.2 9.1+ 0.2
Siringetina-O-di-esoside 8.80.1 9.1+0.2 8.7+ 0.2
Miricetina-O-di-esoside 26.:£ 0.6 59.2 +1.2 427+ 1.2
Miricetina-3-O-glucuronide 2.60.1 3.£+0.2 3.0£0.2
Miricetina-3-O-glucoside 1138.£8.1 | 2050.. £+12.5| 1594.% 14.4
Diidromiricetina-3-O-esoside 4020.1 205.f +3.8 122.8t 2
Diidroquercetina-3-O-esoside 2040.1 55.¢ £0.3 38.0+ 0.3
Rutina 619.8+3.3 | 1P4.Z £20.5| 872.:13.6
Quercetina-3-0O-glucuronide 20191.2 | 483.2 +3.7 342.6t 3.1
Laricitrina-3-O-glucoside 35.6 0.2 43.£ £0.3 39.7+0.4
Quercetina-3-0O-glucoside 1254453.8 | 1732. £+50.5| 1493.5:-29.1
Campferolo-3-O-rutinoside 96.61.0 1%.1 £5.7 125.4+ 3.9
Quercetina-O-pentoside 3181.0 742 £2.4 52.8+ 2.2
Campferolo-3-O-galattoside 230€00.8 | 351.¢ +16.5| 290.89.1
Campferolo-3-O-glucoside 67845.4 | 1000.. £+43.7| 839.227.3
Siringetina-3-0O-glucoside 10181.5 132.¢ £4.2 117.0+ 3.6
Isoramnetina-3-O-glucoside 160#2.6 | 333.( £5.0 246.# 5.1
Diidrocampferolo-3-O-ramnoside 7#1.8 11.2 £0.7 9.5+ 2.2
Isoramnetina-3-O-glucuronide 3804 6.C £0.7 4.6+ 0.8
Miricetina-3-O-ramnoside 36.81.0 103.« £ 2.7 70.1+ 2.4
Miricetina 2454+29 | 466. £115| 356.1%8.7
Quercetina 359.256 | 601.7 £5.1 480.5t 8.2
Campferolo 242+ 1.1 458 +1.4 35.0+ 1.8
Siringetina 3.9+ 0.1 2€+0.2 3.4+ 0.2
Isoramnetina 3.30.1 6.£ £0.4 4.9+ 0.3
Metil naringenina 106.%¢ 0.2 1155 +£1.9 111.2+1.2
FLAVONOLI TOTALI 54439+ 1.7 9182.7+7.5 7313.3 4.6

Tabella 4.27:Concentrazione dei flavonoli nel Seyve Villard 1273 Sono riportati i valori medi delle due
repliche nelle due annate espressgigrkg uva di standard interno con la semidispersitaila media.

Nel caso della varieta Seyve Villard 12-347 il @mito di flavonoli totali € risultato
inferiore rispetto al Seibel 19881 e con un magg&warto tra le due annate. Il profilo dei
flavonoli € dominato da miricetina, quercetina epéerolo glucosidi, e dalla rutina. Sono
presenti inoltre le forme agliconiche di miricetipaquercetina, quercetina glucuronide,
campferolo galattoside e isoramnetina glucoside.
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In Figura 4.35 sono rappresentate le medie tra le due annate relativa
semidispersione dalla media. Le concentrazioni sspesse ipg/kg di uva di standard
interno 4’,5,7-triidrossiflavanone.
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Figura 4.35: Valori medi delle due annate per la varieta SeyitaM 12-347. Le concentrazioni medie,
riportate con relativa semidispersione dalla mestao espresse jro/kg uva di 4',5,7-triidrossiflavanone.

4.5.2.4 Confronto tra le due varieta

Come gia osservato, la varieta Seibel 19881 prasemmcentrazioni di flavonoli
superiori rispetto alla varieta Seyve Villard 12734n particolare la miricetina-3-O-
glucoside, un flavonolo abbondante in entrambealéeta, € presente nel Seibel 19881 piu
del doppio (3443.6 pg/kg d’'uva) rispetto al S. &fitl 12-347 (1594.1 pg/kg d’'uva). Anche
guercetina e siringetina glucosidi e la miricets@no molto piu abbondanti nel Seibel
19881 (2233.9, 676.4 e 1306.9 pg/kg uva, rispettardte). Sono invece risultate piu
abbondanti nella varieta Seyve Villard 12-347 lanai (872 pg/kg d’'uva), il campferolo
galattoside (290.8 pg/kg d’'uva) e glucoside (839g2kg d’'uva), e la quercetina (480.5
pno/kg d’'uva) Tabella 4.28e Figura 4.36).
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Seibel 19881 S. Villard 12-347

Flavonoli

pno/kg uva po/kg uva
Miricetina-3-O-rutinoside / 9.1
Siringetina-di-esoside 31.1 8.7
Miricetina-di-esoside 12.4 42.7
Miricetina-3-O-glucuronide 4.3 3.0
Miricetina-3-O-glucoside 3443.6 1594.1
Diidromyricetin-3-O-esoside / 122.8
Diidroquercetina-3-0O-esoside 329 38.0
Rutina 524.2 872.0
Quercetina-3-0O-glucuronide 286.5 342.6
Laricitrina-3-O-glucoside 313.1 39.7
Quercetina-3-0O-glucoside 2233.9 1493.5
Diidroquercetina-3-O-ramnoside 267.3 /
Campferolo-3-O-rutinoside / 125.4
Quercetina pentoside 15.2 52.8
Campferolo-3-O-galattoside 74.4 290.8
Campferolo-3-O-glucoside 383.7 839.2
Siringetina-3-0O-glucoside 676.4 117.0
Isoramnetina-3-O-glucoside 339.7 246.7
Diidrocampferolo-3-O-ramnoside 89.2 9.5
Isoramnetina-glucuronide 9.7 4.6
Miricetina-3-O-ramnoside 48.8 70.1
Miricetina 1306.9 356.1
Quercetina 198.7 480.5
Campferolo 15.2 35.0
Siringetina 17.7 3.4
Isoramnetina 4.3 4.9
Metil naringenina 152.8 111.2
FLAVONOLI TOTALI 10481.8 7313.3

Tabella 4.28: Medie delle concentrazioni di flavonoli determmatelle due varieta (dati espressiuigrkg
uva di standard interno 4',5,7-triidrossiflavanane)
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Figura 4.36: Confronto tra i contenuti medi di flavonoli dellaual varieta (concentrazioni espresseugykg di uva di standard interno 4',5,7-triidrosaifanone).
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5. CONCLUSIONI
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5.1 Potenzialita enologiche delle varietd. vinifera

Nelle bucce dell'uvaoscherg e stato riscontrato un piu elevato contenuto qrét@le
di acido transcaffeiltartarico (76%) rispetto alle varieta biaec studiate, un composto
caratterizzato da importanti proprieta antiossida&itto il profilo aromatico, questa varieta e
caratterizzata da una rilevante presenza di tefpeficosidati, caratteristici delle varieta
aromatiche e semi-aromatiche. Il vino ottenuto fes@ntato una buona tipicita olfattiva, con
sentori di frutta secca, e bassa acidita.

La Cabrusina si e distinta dalle altre varieta rosse studiage felevato livello di
miricetina totale (36%, paragonabile al Negroamaropltre ha evidenziato maggiori
contenuti percentuali di acido 2-S-glutationil-eaito. Il pigmento principale e la malvidina-
3-O-glucoside. Il vino é caratterizzato da un’etavantensita di colore e buona tipicita
olfattiva con sentore di frutti rossi.

Nelle bucce dCjanorie sono state riscontrate alte percentuali di quaradbtale (77%)

e peonidina-3-O-glucoside come pigmento principalegli estratti di vinaccioli sono stati
riscontrati alti contenuti di (+)-catechina. Il wine poco colorato ma con buona intensita
olfattiva e struttura.

L'uva della variet&Cividin e caratterizzata dalla quercetina quale princifialenolo
delle bucce e da elevati contenuti di flavanoli moeri nei vinaccioli. Il vino presenta elevata
acidita e struttura.

Le bucce dellaDindarella presentano una netta prevalenza della quercetinze c
flavonolo (77%), ed un rilevante contenuto di aci&-glutationil-caftarico. Il profilo degli
antociani e caratterizzato da importanti percentdal cianidina-3-O-glucoside (28%) e
peonidina-3-O-glucoside (25%). Come la Boscherastguvarieta ha evidenziato significativi
contenuti di terpenoli glicosidati. Il vino ottelue risultato poco colorato, ma con elevata
acidita e sentori positivi di frutti rossi e spezie

Il Fumat si distingue per la preponderanza della miricetielée bucce (40%), da elevati
contenuti di antociani e flavonoidi totali, e ditagiani acilati, che sono importanti per la
stabilita del colore durante il periodo di conseigae ed invecchiamento del vino. Il vino e
risultato intensamente colorato, con buona intaresiipicita olfattiva e rilevante acidita.

Il Grapariol & caratterizzato da alte percentuali di acs-p-cumariltartarico e
guercetina glucuronide nelle bucce, e bassi cotitehflavanoli monomeri nei vinaccioli. Il
vino si e distinto per I'elevata tipicita olfattiegustativa, elevata acidita, sapidita e struttura
odori positivi con sentori floreali, di frutta mague tropicale.

Come il Fumat, anche Pignolo ha evidenziato un’alta percentuale di miricetina e
elevati contenuti di flavonoidi ed antociani totaélle bucce, la malvidina-3-O-glucoside e il
pigmento principale. Il vino ha elevati contenutipdlifenoli totali, elevato grado alcolico ed
astringenza.
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La Sagrestananon si € particolarmente distinta dalle altre et@ria bacca bianca sotto il
profilo polifenolico.

Sulla base delle caratteristiche riscontrate il Burad il Grapariol possono essere
proposti per la produzione di vini monovarietalncona personalita in grado di svincolarsi
dagli standard del mercato. Le uve degli altrigriti studiati avrebbero un piu opportuno
utilizzo in mescolanza con altre varieta per miglioe colore, acidita e struttura. |
considerevoli contenuti polifenolici evidenzianovarieta Fumat e Pignolo per la produzione
di vini caratterizzati da rilevanti contenuti diraposti antiossidanti.

5.2 Potenzialita industriali delle varieta ibride

Nelle uve delle varieta studiate sono stati ideraif 24 differenti composti antocianici
(11 diglucosidi e 13 monoglucosidi) comprendentanddina, delfinidina, peonidina,
petunidina e malvidina nelle forme di acetil-monagisidi, p-cumaril-monoglucosidi,
caffeoil-monoglucosidi, diglucosidi, acetil-diglugidi e p-cumaril-diglucosidi. In nessuna
varieta € stata trovata una significativa presedzgelargonidina monoglucoside e suoi
derivati.

Le varieta con maggiore presenza di antociani dagidi sono il Seyve Villard 23-399
(85.9%) e il Seyve Villard 23-369 (81.7%), mentngelle con i contenuti minori il Seibel
10878 (in cui sono assenti), Galibert 238-35 (3.@¥&conosciuto 1 (4.4%). Le varieta con il
maggior contenuto di antociani acilati, quindi netesanti per una maggiore stabilita del
colore, sono lo Sconosciuto 1 e il Terzi 97-46.

Confrontando i contenuti di antociani totali coneljudel Raboso e del Cabernet
Sauvignon determinati con le stesse metodiche (@sséet al, 2010), Seibel 8357, Burdin
4077, Baco 30-12 e Terzi 100-31 si sono distintilfevato contenuto di pigmenti. Queste
varieta risulterebbero quindi potenzialmente piatedad essere utilizzate nell'industria dei
coloranti naturali. Le varieta Seibel 8357 e Tetfl0-31 presentano inoltre un’elevata
produzione di uva per ceppo.

Lo studio dei profili dei trigliceridi nei vinacciiodelle 32 varieta ibride ha evidenziato
che in tutti i campioni, il trigliceride LLL (trilholeina) € il piu abbondante (42%), seguito da
LOL (23%), LPL (15%), LSL-LOO (12%), LOP (6%), LSP%), ed ha confermato che I'olio
di vinaccioli é caratterizzato da una composizidoea di acidi grassi insaturi. Non sono state
trovate differenze significative tra le varieta sese le varieta bianche. Tuttavia, campioni
quali Baco 1 e Sconosciuto 2 hanno evidenziatoerwti percentuali di trilinoleina ancora piu
elevati, pari al 48% e 52% rispettivamente.

Anche la stima del contenuto percentuale di olioviteaccioli (calcolato come rapporto
tra il peso di olio estratto e il peso di vinacii@ della produttivita (intesa come olio estratto
per peso d’'uva) ha evidenziato alcune varieta: Bf:d2, Clinton, Seibel 10878, Terzi 9746,
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Incrocio Bruni 624 e Seibel 10173 avevano contedublio superiori a 4.5 g/kg d’uva, tra
guesti Seibel 10878 e Terzi 9746 hanno anche exigienun elevato contenuto percentuale di
olio nei semi (>10%).

E’ stata evidenziata la maggiore presenza nei wiohcdi tannini a piu alto peso
molecolare nelle varieta Seyve Villard 12-390, Gailt 255-43 e Seibel 9110. | loro estratti
sono pertanto potenzialmente interessanti per Eisogico. Nel campione Seyve Villard 12-
390 e stato anche riscontrato un considerevoleenatd di polifenoli totali (1.1 g (+)-
catechina/kg uva).
| tannini enologici sono comunemente utilizzati parchiarifica dei mosti e dei vini e
dovrebbero mantenere inalterate le proprieta ofg#iche, olfattive ed il colore del prodotto.
| tannini commerciali estratti dai vinaccioli devimoltre aderire a specifiche chimiche quali
un livello minimo di flavanoli totali (>10 mg (+)atechina/g di tannino) (OIV, 2013). La
varieta piu rispondente a questi requisiti potrebdsere il Seyve Villard 12-390.

5.3 Potenzialitd nutraceutiche delle varieta ibride

Negli spettri MALDI degli estratti di vinaccioli $m stati identificati i segnali

corrispondenti a 148 differenti proantocianidingé em grado di polimerizzazione da 2 a 11 e
grado di galloilazione da0O a 7.
Particolarmente interessante e risultata la presdnproantocianidine di tipo A, piu rilevante
nelle varieta Baco 1, Seyve Villard 23-399, Seilt@B78 e Bertille Seyve 48-25. Queste
proantocianidine sono caratterizzate da peculiavpqieta antimicrobiche, interessanti per
'impiego degli estratti di vinaccioli nell'indusé nutraceutica.

Il contenuto di polifenoli totali € risultato molt@riabile a seconda della varieta, con un
minimo di 200 mg (+)-catechina/kg uva nel Clintanof ad un massimo di 2600 mg (+)-
catechina/kg uva nel Terzi 108-6. Altre varieta contenuti di polifenoli superiori a 1500 mg
(+)-catechina/kg uva sono il Baco 30-12 ed il Sei®@45. I maggiore quantitativo di
polifenoli negli estratti, rende queste variet&riassanti per applicazioni nell’industria della
nutraceutica e parafarmaceutica per il loro potazntiossidante.

5.4 Nuovo approccio di “suspect screening analysigier lo studio della metabolomica
dell'uva

L’'analisi LC/QTOF mediante spettrometria di massh alta risoluzione con un
approccio di suspect screening analysis e la coetra del database di metaboliti putativi
dell'uva e del vinoGrapeMetabolomigsha fornito un metodo che permette I'identificamo
di centinaia di composti nell'estratto delluva calue sole analisi. Lo studio e stato
focalizzato su alcune delle principali classi ditat®liti permettendo di estrapolare profili

dettagliati dei composti che sono stati identificahn alti gradi di confidenza.
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Nel Clinton sono stati determinati 30 differentit@eiani (mono- e diglucosidi e derivati
acilati), comprendenti i derivati di cianidina, petdina, delfinidina, malvidina, peonidina e
pelargonidina.

Questo approccio di metabolomica focalizzato sstiadio dei flavonoli delle uve di
Seibel 19881 e Seyve Villard 12-347 ha fornito daatterizzazione qualitativa e quantitativa
dei profili delle varieta: sono stati identificati flavonoli (campferolo, quercetina, miricetina,
isoramnetina, laricetina e siringetina) in tre ferglicosilate (3-O-glucoside, 3-O-galattoside e
3-O-glucuronide), e la presenza di composti diggoSiringetina e miricetina), ramnosidi
(miricetina, diidroquercetina e diidrocampferolojuéinosidi (miricetina e campferolo).

Gli studi mettono in evidenza l'elevato potenziae questo strumento analitico in
particolare per la caratterizzazione varietale taasall'analisi dei metaboliti secondari
dell'uva.
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