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INTRODUZIONE

”...Naturalis autem maturitas est, si cum expresseris vinacea, quae acinis celantur, iam infuscata et
nonnulla praeter modum nigra fuerint. Nam colorem nulla res vinaceis potest adferre nisi naturae
maturitas...” nella sua "De Re Rustica”, Columella (4 — 70 ca. AD), ha indicato il cambiamento del
colore dei semi come il miglior indice di maturazione. Attraverso i secoli, nel 2000, Kennedy et al.
hanno descritto il cambiamento visivo del colore dei semi durante la maturazione, e, nel 2005, Ristic et
al. hanno pubblicato una carta colorimetrica (fig. 1). Due secoli di coltivazione dell’'uva e produzione del
vino hanno sottolineato I'importanza di questo fenomeno sulla qualita del prodotto finito. Nonostante la
sua importanza e [lincremento nelle conoscenze chimiche e fisiologiche, [l'osservazione
dellimbrunimento del seme rimane il miglior metodo per valutare la maturazione fenolica dell’uva,
anche se si tratta di un indicatore soggettivo, e non ¢ facile discriminare le tonalita di marrone per la
mancanza di omogeneita tra i semi e nello stesso seme, anche in relazione alla similitudine dei colori
negli ultimi step della maturazione (i pit importanti ai fini produttivi).

Fig. 1: Carta colorimetrica di Ristic et al., 2005
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Fino a poco tempo fa, si credeva che il cambiamento nel colore fosse dovuto alla lignificazione dei
tegumenti del seme, e che i fenoli dei semi diminuissero come conseguenza di una barriera fisica
contro la loro estrazione (Ribéreau-Gayon et al., 1998). L'indurimento dei semi & perd dovuto alla
lignificazione degli strati interni dei tegumenti esterni (Ristic et al., 2005), mentre i tannini si trovano nel
parenchima molle del seme, tra la cuticola ed il rivestimento duro (Adams, 2006). Questa evidenza
diminuisce l'importanza della lignificazione ai fini enologici.

Le auxine, l'etilene e la luce sono i principali stimoli che influenzano lo sviluppo della bacca. Pilati et al.
(2007) osservarono inoltre uno scoppio ossidativo caratterizzato da un rapido accumulo di H.O, in
invaiatura e dalla modulazione dei principali enzimi della via dei ROS. L’ossidazione dei fenoli pud
anche spiegare alcuni risultati relativi al rendimento della catalisi acida in presenza di floroglucinolo. In
uno studio iniziale sul metodo, riguardante I'evoluzione delle proantocianidine in vinaccioli di Shiraz, il
rendimento variava consistentemente in relazione alla maturita del frutto. Per le proantocianidine
isolate a pre-invaiatura la resa media era del 89%, dopo [linvaiatura questa diminuiva
progressivamente per arrivare a valori inferiori al 69% alla maturita commerciale. Questa osservazione,
insieme ad altre (cambi nella composizione dei flavan-3-oli monomeri, aumento nei radicali organici
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liberi e cambiamento del colore esterno del seme) suggeriscono che le proantocianidine siano ossidate
dopo l'invaiatura (Kennedy e Jones, 2001).

| tannini sono molto importanti per la qualita dei vini rossi. Il loro impatto sensoriale cambia durante la
maturazione, ma questo non € legato a particolari fenomeni di accumulo o degradazione. Solitamente i
tecnici del settore utilizzano il contenuto antocianico per valutare la maturita fenolica, ma osservando la
via biosintetica si pud notare una specie di competizione tra la sintesi dei pigmenti (che avviene dopo
linvaiatura) e quella dei flavan-3-oli (considerati come sub unita formanti i tannini che vengono
accumulati principalmente prima dell'invaiatura).

Fig. 2: Ultimi step del pathway biosintetico dei flavonoidi.
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L’obiettivo di questo lavoro € stato quindi quello di sviluppare un nuovo indice di maturita dei vinaccioli
relativo all’'ossidazione delle molecole fenoliche, utilizzando semplici e veloci metodi spettrofotometrici.

MATERIALI E METODI

Un primo piano sperimentale e stato svolto nel 2008, dimostrando I'importanza dell’estrazione: deve
essere svolta su semi freschi, e solo gli estratti possono essere successivamente conservati a basse
temperature.

Utilizzando le viti della collezione ampelografica del centro sperimentale di Riccagioia (Torrazza Coste,
Oltrepd Pavese), abbiamo lavorato su due varieta, Pinot Nero e Merlot nel 2009, con l'aggiunta di
Croatina per l'annata 2010. Iniziando dalla chiusura del grappolo, i campioni venivano raccolti
settimanalmente, in tre repliche biologiche.

A causa delle differenze del numero medio di semi per bacca, ogni replica & stata ottenuta estraendo i
semi contenuti in 20 acini di Merlot e Croatina o 15 bacche di Pinot nero. Prima dell’estrazione gli acini
ed i semi sono stati pesati, ed i semi sono stati contati. Il colore medio dei semi & stato ottenuto usando
la carta colorimetrica di Ristic et al. (2005). E stata fatta una doppia estrazione con metanolo puro in
agitazione continua, per avere una buona solubilita senza modificare le proprieta antiossidanti. | semi
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raccolti sono stati quindi estratti prima in 25 ml di metanolo per 20 ore, e successivamente per altre 4
ore in altri 25 ml di metanolo nuovo. Alla fine i due estratti sono stati mischiati, per ottenere 50 ml totali.

Diversi metodi sono stati testati ed in parte modificati, per sviluppare nuovi indici relativi all'ossidazione
delle molecole fenoliche: il contenuto in polifenoli totali (Di Stefano et al, 1989), lindice di
proantocianidine per catalisi acida (Makkar, 2000), I'assorbanza a 280 nm, la reazione con DPPH
(Siddhuraju and Becker, 2003; Aqil et al., 2006), la quantificazione dei sostituenti orto-diidrossilati
(Duran et al., 1991). Questi risultati sono stati misurati usando uno spettrofotometro Jasco 7800.

Alla fine quattro estratti per ogni varieta sono stati selezionati per studiare i cambiamenti nella
composizione fenolica, secondo i metodi di Kammerer et al. (2004) e Monagas et al. (2005). Le analisi
sono state eseguite con un HPLC Shimadzu LC-10 AD VP (Shimadzu Co. Tokyo, Japan) usando una
colonna Nova-Pak C18 con precolonna SecurityGuard (300 mm, 3,9 mm, 4um). Il flusso € stato
impostato a 0.8 ml/min.

RISULTATI E DISCUSSIONE

Un importante cambio di colore, secondo la carta colorimetrica di Ristic et al. (2005), € stato
evidenziato appena dopo linvaiatura, quando i semi da verdi diventavano giallo/marroni. Il problema
principale riscontrato con questo metodo era la soggettivita e la difficolta nella classificazione dei semi
(soprattutto nelle ultime fasi di maturazione), a causa della disomogeneita di colore anche all'interno
dello stesso vinacciolo, e della similarita dei colori marroni della scala. Comunque ¢ stata rilevata una
buona correlazione tra il cambiamento di colore dei semi e la data di campionamento (Fig. 3).

Un obiettivo del nostro lavoro era lo sviluppo di un indice utilizzabile per cultivar differenti, dovrebbe
quindi rappresentare non la quantita, ma la qualita dei polifenoli dei semi. Di conseguenza abbiamo
deciso di “pulire” il risultato utilizzando un rapporto, anziché un’indicazione diretta del contenuto.
Questo ci ha permesso di ottenere valori dell'indice confrontabili anche lavorando con diverse varieta e
con estratti di diverse concentrazioni di molecole fenoliche. Per sviluppare gli indici chimici, sono state
seguite strade differenti. Abbiamo provato ad evidenziare i cambiamenti nella struttura dei tannini
(indice di struttura), in relazione alle proprieta dei diversi legami nei polimeri tannici. Un metodo
classico per la valutazione dei tannini & l'indice di proantocianidine: per catalisi acida, le unita di
estensione unite da legami C4-C8 o C4-C6 sono convertite in antociani colorati (Xie e Dixon, 2005;
Dixon et al., 2005). D’altra parte, € dimostrato che le sostituzioni orto-diidrossilate sono i migliori siti per
l'ossidazione nelle molecole di flavonoidi (Waterhouse e Laurie, 2006; Ribéreau-Gayon et al., 1998;
Castaneda-Ovando et al, 2009). Per questa ragione, abbiamo usato I'abilita di complessazione di
questi gruppi fenolici con i metalli per avere un’indicazione della quantita di gruppi catecolo impegnati in
legami prodotti dall’'ossidazione. Il metodo proposto da Maestro Duran et al. (1991) utilizza le proprieta
complessanti del molibdeno.

L'indice cosi ottenuto, in pratica esprime il numero di sostituenti orto-difenolici liberi per sub unita di
estensione proantocianidinica. Esso aumenta fino all’invaiatura, a causa della sintesi di tannini, dopo di
che decresce.

| risultati migliori, pero, li abbiamo ottenuti con un indice del potere antiossidante medio per polifenolo,
ottenuto dal rapporto della reazione al DPPH rispetto allassorbanza rilevata a 280 nm
(significativamente rappresentativa del contenuto in polifenoli totali, e molto piu rapida).

La figura 3 mostra 'andamento dell'indice sviluppato (DPPH/280) durante la maturazione. La variabilita
riscontrata & da considerare indice della disomogeneita dei semi durante la maturazione, comunque si
noti come I'andamento rispecchia quello rilevato con la carta colorimetrica.

Come atteso, il potere antiossidante della soluzione aumentava al’aumentare dei gruppi orto-difenolici
totali, ed il potere antiossidante delle molecole fenoliche era maggiore tanto piu le i tannini erano
polimerizzati. La correlazione negativa tra il nostro indice e il contenuto in polifenoli totali (fig. 4),
potrebbe esser spiegata sia da un fenomeno di compensazione/saturazione, sia dal fatto che con
l'avanzare della maturazione nei nostri campioni diminuiva il contenuto in polifenoli totali, ma
aumentava il loro potere antiossidante medio. Infatti, contrariamente alle nostre aspettative, I'indice
antiossidante aumentava progressivamente durante lo sviluppo del seme. Interessante € anche la
correlazione negativa e non lineare tra i due indici studiati (fig. 5).
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Fig.3: Andamenti durante la
maturazione della classe di colore e
dell'indice di ossidazione
(DPPH/280)
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Questo teoricamente significa che i prodotti di ossidazione sono piu antiossidanti dei loro precursori.
Provando a spiegare questi risultati, abbiamo preso in considerazione le proprieta antiossidanti dei
composti fenolici. Quando un fenolo reagisce con un ROS, la velocita di reazione di ciascuna molecola
fenolica dipende dalla sua abilita a formare prodotti radicalici relativamente stabili.

| composti contenenti un gruppo 1,2,3-triidrossilico (pirogallolo), un anello aromatico 1,2-idrossilico
(catecolo), o un anello aromatico 1,4.diidrossilico (assente nel vino) sono piu facilmente ossidabili
perché il radicale semichinonico fenoxile risultante pud essere stabilizzato da un secondo atomo di
ossigeno (Waterhouse e Laurie, 2006; Ribéreau-Gayon et al., 1998; Castafieda-Ovando et al., 2009).
Prendendo ad esempio un prodotto di ossidazione di una proantocianidina proposto da Allen, 1998,
possiamo osservare che la stabilizzazione degli intermedi € dovuta all’elevata delocalizzazione del
radicale libero (figura 6).

Con questo punto di vista € possibile supporre che i prodotti di ossidazione possano essere piu
antiossidanti dei loro precursori.

Fig. 6: stabilizzazione del radicale libero di un prodotto di ossidazione Infine abbiamo selezionato 4
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CONCLUSIONI

Durante la maturazione i tannini dei semi evolvono, come dimostrato dal cambiamento di colore e di
“gusto”. In questo lavoro abbiamo provato a sviluppare un indice obiettivo, facile e veloce (I'analisi
richiede 15 minuti), utile per i produttori vitivinicoli.

In questa direzione abbiamo proposto due differenti indici spettrofotometrici, uno relativo alla struttura
molecolare ed ai legami tra le sub unita flavanoliche, e l'altro legato alle proprieta antiossidanti.
Specialmente il secondo ha dato risultati molto interessanti ed inaspettati. Anche se i polifenoli dell’uva
si ossidano durante la maturazione, le loro proprieta antiossidanti aumentano.

Da non sottovalutare limportanza della comprensione dei fenomeni che stanno alla base delle
modifiche fisiologiche che avvengono durante la maturazione delluva, perché solo con la loro
comprensione sara possibile indirizzare o simulare i processi fisiologici proponendo tecniche viticole ed
enologiche atte a migliorare la produzione vitivinicola. Ad esempio, se I'ossidazione potra spiegare i
cambiamenti sensoriali dei vinaccioli in maturazione, un’ossidazione controllata e mirata potrebbe
risolvere alcuni problemi di astringenza, senza provocare la perdita di altri importanti componenti del
vino.
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RIASSUNTO

Nonostante l'importanza dei tannini nella produzione dei vini rossi, i meccanismi che stanno alla base della loro
evoluzione durante la maturazione non sono ancora del tutto chiari. Per la valutazione della maturita fenolica,
grazie alla semplicita analitica e allaccumulo progressivo, ci si limita spesso alla valutazione dell'accumulo
antocianico, che pero non é rappresentativo delle proantocianidine né per pathway né per tempi di sintesi. Inoltre
l'evoluzione dei tannini durante la maturazione non e sempre correlata a modifiche quantitative, peraltro molto
variabili tra le differenti cultivar. Cio limita anche Iutilita di analisi chimiche quali il contenuto in polifenoli totali
nell’identificazione del raggiungimento della maturita fenolica. Il metodo pit semplice che da circa 2000 anni (da
Columella a Ristic et al., 2005) si consiglia nella valutazione della maturita ai fini enologici, resta quindi
l'osservazione del colore dei vinaccioli. Questo metodo, rapido ed efficace, & pero piuttosto soggettivo, per
l'elevata disomogeneita di colore sia tra i vinaccioli, che allinterno dello stesso seme. L’imbrunimento del
vinacciolo sembra essere dovuto a fenomeni di ossidazione, anche perché lidea diffusa di una lignificazione del
seme con riduzione dell’estraibilita perde di importanza se si considera il fatto che lindurimento del seme é
dovuto alla lignificazione degli strati piu interni del tegumento esterno, mentre i tannini si trovano nel parenchima
localizzato tra la cuticola e lo strato indurito. L’'obiettivo di questo lavoro, € quindi quello capire i fenomeni che
portano alla modificazione dei tannini del seme durante la maturazione e di sviluppare un nuovo indice di maturita
fenolica basato sull'ossidazione dei composti fenolici, che correli bene con il cambiamento di colore del seme,
semplice e rapido, e valutabile con lutilizzo di strumentazioni abbastanza diffuse. Gli indici sono quindi stati
sviluppati con tecniche spettrofotometriche, con il supporto di alcune eluizioni in HPLC al solo scopo di
evidenziare le molecole principalmente interessate in questi cambiamenti. L’esperimento si & svolto nel 2009 e
nel 2010, in Oltrepo pavese, su due varieta nella prima annata, Pinot nero e Merlot, e con l'aggiunta di Croatina
per il 2010, che venivano campionate settimanalmente in tre ripetizioni biologiche, i cui semi venivano
immediatamente estratti. Una serie di protocolli analitici € stata testata per capire sia i contenuti, sia le proprieta
dei composti fenolici. Particolarmente interessante l'andamento di un indice rappresentativo del potere
antiossidante medio dei polifenoli che aumenta durante la maturazione, e che riporta valori simili in tutte le
varieta/annate testate. Infine I'analisi HPLC degli estratti ha mostrato una diminuzione evidente di epicatechina-3-
O-gallato, soprattutto nelle prime fasi di maturazione.

Anche se ulteriori conferme dovranno essere raccolte durante la validazione del metodo, si ritiene che questi
indici possano aprire un’interessante prospettiva nella valutazione della maturita fenolica delle uve, con importanti
sviluppi applicativi in ambito viticolo/enologico.
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