| costituenti dell’uva e del vino
Polifenoli

Condensed Tannin

Figure 1




| costituenti dell’uva e del vino
Polifenoli

Example: Delphinidin
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Flavonoli
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Polifenoli

Antociani: forme glicosilate delle antocianidine, maggiormente presenti in uva e vino

R R rthccyanin aglycon

H H pelargonin pelargonidin
0] H cyanin cyanidin
CZHs H pEonin peonidin
OH OH delphin delphinidin
QCH;  OH petunin petunidin
OCH; OQOCH;  malvin malvidin




Polifenoli

Stilbeni
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Polifenoli

Tannini condensati (proantocianidine non idrolizzabili)

Catena voli mcerica di unita di
f'oan-3-oli unite mediante
legame 4-8, con catene
laterali (legame 6-4)

Presenti nell’uva




Polifenoli

Tannini idrolizabili

Polimeri di acido gallico

Derivati dal legno impiegato
per le barriques

Vescalalgina




Polifenoli
Relazioni struttura-funzione

Trasformazioni degli antociani in funzione del pH
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Polifenoli
Relazioni struttura-funzione

L'ossidazione degli orto-difenoli

Catechina
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Formazione di composti aromatici
di ossidazione (aldeidi alifatiche)




Polifenoli
Relazioni struttura-funzione

Reazioni con i composti carbonilici
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Polifenoli
Relazioni struttura-funzione

Reazioni con i composti carbonilici

Monomeri/ Antociani
dimeri dei o
flavanoh Aldeidi
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Polifenoli
Relazioni struttura-funzione

La reazione tannini-proteine e percezione dell’astringenza

a Soluble complexes Colloidal size complexes m@m
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Polifenoli
Relazioni struttura-funzione

La percezione dell’astringenza € mediata dalla stimolazione del nervo trigemino e
non del gusto
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Polifenoli

Relazioni struttura-funzione
Le unita di acido gallico intensificano la sensazione

Caffeic acid-L-Phenvialanine

T oo NS

Caffeic acid-L-Dopa



Il biossido di zolfo (SO,)




L'impiego dell’anidride solforosa

* Funzioni della SO,

* Antiossidante (bisolfito e SO, molccuilare)
* Antiossidasico (bisolfito e SO- mc'=colare)
* Antimicrobico (principalmeniz SO, molecolare)




L'impiego dell’anidride solforosa

Antiossidante

Feﬂ* Fe3*

CC CE S e
/ wor @

Chuinone-5S0y adducts

Non reagisce direttamente con l'ossigeno!!




L'impiego dell’anidride solforosa
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L'impiego dell’anidride solforosa

La reazione dei chinoni con i composti aroamtici di tipo ‘tioli’

Addizione nucleofila (reazione di Michael)

OH 0

A
oH I e
HO L0 ) HO N o _“..,\“ ‘_,fJ HC
[0] | l
— = .
OH )
OH

3SH
_—
OH
(+)-Catechin
OH
OH OH
HO 0.
s : s
on T oH> OH
OH
3

HO




L'impiego dell’anidride solforosa

La reazione dei chinoni con i composti aroamtici di tipo ‘tioli’

Addizione nucleofila (reazione di Michael)

(-)-Epicatechin
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L'impiego dell’anidride solforosa

La reazione dei chinoni con i composti aroamtici di tipo ‘tioli’

Addizione nucleofila (reazione di Michael)

Differenti tipi di nucleofili
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L'impiego dell’anidride solforosa

La reazione dei chinoni con i composti aroamtici di tipo ‘tioli’
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S0, libera (mg/L)

60

10

La reazione tra O, e SO,

——5,7mg 02/Lvino

Mesi in bottiglia

——-2,9mg 02/Lvino —#—0,4mg 02/Lvino




La reazione tra O, e SO,

250, +0, — 2 S0,

Rapporto ponderale 4/1 (4 mg SO, consumati per mg di C, ccnsL.mato)
In pratica

Rapporto molare 2/1
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La reazione tra O, e SO,

Feﬂ* Fe3*

L, o

'/ = H,0
ﬂ‘tz- @

Chuinone-5S0y adducts

Non reagisce direttamente con l'ossigeno!!




SO, e altri antiossidanti

Acido ascorbico

HOH HOH, C
o +0, AN
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— oxadation H
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hypdrogen peroade



SO, e altri antiossidanti

Glutatione
NH, 0
HO NH
M NH\fo
0 0 RO
S
| NH, 0
NH, 0 S HOMNH 0
HO NH o O 0 5 HO HSO; NH
NH g o \ NH_A >, 0 0 HO
o o I — HO <" NH Y[ 0 S“‘s
SH 1 Y, 0 0~ g‘OH
GSH GSS03H



Antimicrobico

Penetra nella cellula per
diffusione

Si lega alla gliceraldeide-3-
fosfato deidrogenasi = blocco
della glicolisi

Si lega all’acido piruvico

Si lega all’acetaldeide= bloc -0
della riduzione del NA.C*
Denatura varie proii e per
rottura dei po.'t: {'soifuro

L'impiego dell’anidride solforosa

Hexose (e =]
Transporter y GIUC
Hkl172
(TR

| Glucose—
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" ucc e-¢ nhosphate
il
| .0 2-6-phosphate

VT2 l/-ATP

Fructose 1,6-diphosphate
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Dihydroxyacetone %—s' Glyc
phosphate Tpil

2 Ethanol Ethanol

Adh1

2-phosphoklycerate
Pdcl Enol I
Phosphoendl pyruvate

CO, Pyk1 I #
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% Total SO,

L'impiego dell’anidride solforosa

HSO - R




L'impiego dell’anidride solforosa

[SO, molecolare ]= [SO, Libera]/10rH —pK1

Si ritiene che valori di SO, molecolare > 0.85 mg/L consentano t*1a huina

protezione antimicrobica
10 KN | 32 33 34 5 6 1 48 9

300 13| |30 16| (3.20 20| (330 25| |340 32| [3.50 40 |360 D !-...T"' 63 | |380 79| |3.90 100

00 13 |31 16| (321 20| (331 Z6 ) (341 32| |35 & 81k 301 B4 (381 81 (397 102

302 13| (332 17| (322 1| (332 26| |342 33! |182 4 362 52| (372 66| |3.82 83| |3.92 105

303 13| (313 17| (323 1| (333 27 |43 11| |.53 43| |363 54| |373 BB (383 85| (393 107

304 14 |34 17| (324 22| (334 2B 344 35| |354 44 |364 55| |374 6O (384 8T (394 770

305 14| (315 18| /325 "o |35 "4 |345 35| 355 45| |3.65 56| |375 T1( (385 8O (395 M2

306 14| (31F 18 L?.'c. 2u| 336 29 (346 36| (356 46| |366 57| |3T6 72| |38B6 91| |3.96 115

07 22 anm .“ 27 23| (33T 29| (347 37| |3.57 47| |3.67 59 |3T7 74| (387 93 [ (397 117

3 15 ’ g8 19 (328 24| (338 30| (348 38| |358 48| |3.68 6O | |378 76 ( (388 95 ( (3.98 120

309 15| (379 19| (329 25| (339 31 (349 39| |359 49| |3.69 62| |379 T8 (389 9B (399 123

310 16| |3.20 20| (330 25| (340 32 ) (350 40| |3.60 SO | |3.70 B3 | |3.80 T9( (390 100( (4.00 126




SO,

* Differenti forme della SO,

SO, + H,0 —— HSO, + H*

HSO,” = SO, - + H*
* Due funzioni acide. Solo HSG_ - ¢’ jirasente al pH del

vino
* Lequilibrio
SO, + .0 ——> HSO, + H*

e’ funzione del pH e determina la proporzione tra
bisolfito e SO, molecolare




SO, libera e legata

Legame con i composti carbonilici

Acetaldeide a-Chetoacidi Dicarbonili (diacetile etc;, Zuccheri

SO, legate

Altre sostanze in grado di legaie d2.bolmente la SO,

Antociani

HSO_- + SO, molecolare + SO, legata = SO, totale
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Richiami sulla chimica
dell’anidride solforosa

Legame SO, — Acetaldeide
CH,CHO + HSO;—— CH;CHOH + SO;"

Equilibrio reversibile: il consuw.a i HSO,- (ad esempio durante
le reazioni di ossidazine comporta la liberazione di
acetaldeide




Utilizzo della SO, in vinificazione

Formato Dosi raccomandate (SO, libera)

*Puro (gas pressurizzato) *Uve sane a pH 3.4: 20-30 mg/L

*Potassio metabilsolfito (57% w/w SO,) *Uve con attacchi di muffa: 50-60 mg/L
*Soluzione 10% *Un livello di SO, libera intc rno ai 20 mg/L
*Sodio metabisolfito (67% w/w SO,) — e’ raccomandato oe - assicurare la

non piu uitlizzato protezione artio,s lante e per eliminare

microrge. isini \1desiderati

b

Diraspa-
pigiatura

A

N \ Pressatura

Mac.
pellicolare

) Mosto,»\

Trattamenti sul mosto
Il momento dell’aggiuta dipende dalle condizioni. (chiarifica, enzimaggio,

Per una protezione estesa si raccomandano ossigenazione, acidificazione)
aggiunte precoci

Uva



L'evoluzione dell’aroma, del gusto e del colore dei
vini




La maturazione del vino

Qualita sensoriale

Tempo di maturazione




Evoluzione dei caratteri aromatici

Freschezza,
aromi fruttati

1 |

5/\
| Frutta_nhnri PR
/‘I \ secchi = _ o
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- Riduzione
-
K

Freschezza,
aromi fruttati

Ossidazione

Riduzione




Evoluzione dei caratteri aromatici

Freschezza,
Frutti rossi

/ Tabacco,

spezie

Frutti reri
confetfu:a’,’
-

Freschezza,
Frutti rossi

Ossidazione




Astringenza

Morbidezza

Amaro

Evoluzione dei caratteri gustativi




Evoluzione del colore

THE COLOR OF WINE

N
N
TN
>




Principali meccanismi di reazione coinvolti

Idrolisi acide e riarrangiamenti acido-catalizzati
Sostanze aromatiche

Precursori d’aroma

Sostanze fenoliche

Ossidazioni
Sostanze aromatiche
Sostanze fenoliche




L'evoluzione dell’aroma

Relazione concentrazione-odore (acetato di

isoamile)
//
Snlve, te
/

s
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5 E-nana

E y

| -r .ttato
Do: ¢

Concentrazione

Al cambiare della concentrazione cambia non solo lI'intensita dell’odore
associato a una molecola, ma anche la natura dell’'odore stesso



Reazioni di idrolisi acida
Esteri

L'evoluzione dell’aroma




L'evoluzione dell’'aroma
Idrolisi acida degli esteri

Esteri acetici

Concentrazione

Esteri etilici
acidi grassi \

lineari

Mesi

Ir.imenza aclla concentrazione iniziale e dell’effetto dei prodotti di
r 2 zinr.e (etanolo e acido acetico) sull’equilibrio




3-MHA (ng/L)

L'evoluzione dell’'aroma
Idrolisi acida degli esteri

O SH SH (@)
)k /\)\/\ H+ l -~
0 + HO —= HO” NN + OH
3-mercaptohexan-1-ol acetate 3-mer.. ot hexan-1-0l acetic acid
2500 - A 14000 =
2000 - 12000 e =]
T
R 10000 -
1500 A =T
“g“; 8000
1000 4 T4 ’_I % 6000
| 4000 A
500
2000
| :

Bottli, 1 » months 7 months Bottling 3 months 7 months




'evoluzione dell’aroma

Esteri etilici ramificati

O Etil 2-metil butanoato: estere
HSC/H/ILO"A‘GHE, etI|IFO dell a(EIdO 2-
metilbutanoico
CHj

Q

[

.0

N

O

=

3 “ster 2tilici acidi

§ grssi ramificati

Mesi



'evoluzione dell’aroma

Etil acetato
O

)—J\ P Etil acetato: estere dell’acido
H3C O CH3 acetico e dell’etanolo

Etil acetatu

Concentrazione

Mesi



Concentrazione

L'evoluzione dell’'aroma
Implicazioni sensoriali dell’evoluzione degli esteri
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j 5 Eti’' a. ot to
- - <& Rl X
‘.. ——— Esteri acetici
Esteri etilici

“ Esteri etilici ramificati

v




L'evoluzione dell’'aroma
Implicazioni sensoriali dell’evoluzione degli esteri

o

(7))
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o

o

= - 4 .
8 E< tet. Lcetici
= Etil acetato

- Esteri etilici

Esteri etilici “

ramificati

Tempo

Nel tempu puo manifestarsi una dominanza aromatica dell’etil acetato
(solvente)




Concentrazione

L'evoluzione dell’'aroma
Implicazioni sensoriali dell’evoluzione degli esteri
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Esteri etilici
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'evoluzione dell’aroma

Rilascio di molecole odorose per idrolisi acida di precursori
glicosidici

e Pr2cecso ) :nto con
Riarrangiamenti strutturali formaior e di molte specie
oc'ur ase diverse a impatto

sensoriale medio-alto

/m \/@\
k <

B-D-(+)-Glucopiranosio Carbocatione




'evoluzione dell’aroma

Rilascio di molecole odorose per idrolisi acida di precursori
glicosidici
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'evoluzione dell’aroma

Rilascio di molecole odorose per idrolisi acida di precursori
glicosidici

2 mHiH (Megastigma-5-en-7-in-9-il)-B-D-
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'evoluzione dell’aroma

Rilascio di molecole odorose per idrolisi acida di precursori
o glicosidici
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'evoluzione dell’aroma

Rilascio di molecole odorose per idrolisi acida di precursori
glicosidici
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L'evoluzione dell’'aroma
Riarrangiamenti acido-catalizzati : Alcoli monoterpenici

= //\”

CH, OH
|

Nero. Linalolo Geraniolo

N CH,0OH

.




L'evoluzione dell’'aroma
Alcoli monoterpenici

a-Terpineo’c

100
__ N\ Y ns OH
_, 801 b
w
1 ED ---------------------- a OH
- S .
d ( ¥ i
40 1% ¥ Linalolo s |
B
20 > i ‘
b
U N W N T
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Mesi in bottiglia

Linalolo soglia di percezione piu bassa; diminuzione dell’intensita di
aromi floreali




L'evoluzione dell’'aroma
Riarrangiamenti acido-catalizzati : dioli terpenici
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dell’intensita di aromi floreali < Altri composti terpenici a bassa attivita odorosa
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Fe2+

L

\ 4

Metil
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Reazioni di ossidazione

CL,
3+
Fe OH

OH + OH-O Etanolo

Fe?* Fe!'
Radicale idroperossi 0

CE T RO, ‘x‘/’ OH
o) k.

Radicale Mela ossidate
Chinoni ; ;
idrossi Acetaldehyde

Acido a-

Reazl.one Consumo di chetobytirico .
a’ . (metabolismo dei
St. ackor SO, libera lieviti)
Sotolone
Curry

Rilascio di aldeidi
legate alla SO,

Fenilacetaldeide '
Miele, frutta  Metionale
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Reazioni di ossidazione

Tioli varietali polifunzionali

Fe?* Fed*

O, Lé» OH + OH-O

H+
Hydroperoxyl

Cr

OH

radical O
t H)0,

@]

Quinone

Al

Formarmor.e di addotti non volatili con perdita di aromi fruttati varietali




Reazioni di ossidazione

Altri tioli polifunzionali e di riduzione

L
2+ 3+

Fe Fe OH
0, Lé» OH + OH-O

H+
Hydroperoxyl

radical O
t H)0,
@]

Quinone

N
0

-

Formazione di addotti non volatili con eliminazione di aromi di
riduzione ma anche perdita di aromi minerali/complessi




—

Intensita degli aromi di riduzione

Fermentazione
(+,5)

Uva

L'evoluzione dell’'aroma
La comparsa di aromi di riduzione

Maturazione in bottiglia
H,S
MeSH

7y x 2>

Vino Bottiglia Consumo




Intensita’ della nota di

riduzione

L'evoluzione dell’'aroma
La comparsa di aromi di riduzione
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Idrogeno
solforato

_SH

Metil
mercaptano

S
H,C~ “CH,
Dimetil

solfuro
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Complessi
H,S-Cu?*
Cisteina ’
Cisteina
Cu2+
Composti
dicarbonilici ‘

A7 |
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L'evoluzione dell’aroma
La comparsa di aromi di riduzione
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Intensita

L'evoluzione dell’'aroma
Formazione del dimetil solfuro (DMS)
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L'evoluzione dell’'aroma
La comparsa di aromi di riduzione

Il ruolo dell’ossigeno

Oxygen )
OH \ o) Reazione
©: > g > con MeSH e ).leccanismo
OH 0 H,S scientificamente
Orto- Chinone accreditato

difenoli

S % > Meccanismo
/ \S / ~ improbabile
Dimetil disolfuro Metil mercaptano
(DMDS) (MeSH)
/S\ Si degrada in presenza di concentrazioni
HSC ~CH3 molto elevate di O, ma non in normali
Dimetil solfuro condizioni di conservazione

(DMS)
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L'evoluzione dell’aroma
La comparsa di aromi di riduzione

H,S/MeSH
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S-Metilmetionina
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S
HsC~ “CHj,

L'evoluzione dell’aroma
Gli amminoacidi come precursori d’aroma
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L'evoluzione dell’'aroma
Gli amminoacidi come precursori d’'aroma

La reazione di Strecker

Deamminazione e decarbossilazione degli amino acidi in presenza d: ;omposti di-
carbonilici

H O ™
H Gliossale
O H
H%'L o 2 H,S
I CHs  Metilgliossale > + IIS/%OH — Tiazoli (aromi di tostatura)
NH> Pirazine (aromi di tostatura)
0 .
CHe . Cisteina
chjﬁ( 3 Diavedile




La reazione di Strecker

L'evoluzione dell’'aroma
Gli amminoacidi come precursori d’'aroma

Deamminazione e decarbossilazione degli amino acidi in presenza di composti di-

carbonilici

H O

)~

O H

Gliossale

)

H\[HLCHg Metilgliossale

O

0

HSCJWCH?’ Diacetile

)

NGO

k/&@ Orto-difenoli

-

_/

+ OH |

NH»

Fenilalanina

0O

S
+ H3C/ \/\T/U\OH_>

NH;

Metionina

Fenilacetaldeide (Miele;
marker di ossidazione
aromatica)

Metionale (patate lesse;
marker di ossidazione
aromatica)




L'evoluzione dell’'aroma
Gli amminoacidi come precursori d’'aroma

La reazione di Strecker

Deamminazione e decarbossilazione degli amino acidi in presenza d: ;omposti di-
carbonilici

)\ Fenilacetaldeide (Miele;

A + O/ y  ‘"H-——— marker diossidazione
[ NF- aromatica)

X

Orto-difenoli derivanti

. . 0O H .
dall’'ossidazione ] Metionale (patate lesse;
+ e oH—— marker di ossidazione

NH, aromatica)

o > ver il=qanina

Metionina




Cenni di spettrofotometria
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Cenni di spettrofotometria
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Cenni di spettrofotometria
Spettrofotometria Uv-Vis

Spettrofotometria: misura quantitativa delle proprieta di reflettanza o
trasmittanza di una sostanza in funzione della lunghezza d’onda

Adjustable aperture 1 photoresistc - Jutput

Light source -7 1

LU'assorbanza .mis ircta @ direttamente proporzionale alla concentrazione (c)
delle <S:ctanze assorbenti e alla lunghezza (L) del cammino ottico (legge di
Lambe rt-B 2er). € rappresenta il coefficiente di estinzione molare specifico di

ciascur>= >ostanza




Le reazioni dei composti polifenolici

Flavan-3-oli Antocianidine
R,

OH 4
A a R>
HO @) \C[ @ < J\Ir
OH R 0L ANK
7\7r//\ ~ R3
OH N J \,;JB\R

o | 4
OH | :
Catechina
Caratter~\ uc! 20filo
Zone a densita di para-position
carica negativa ) (i

—

—_—

(siti nucleofili attivi
AN

per attacchi nrll‘u‘r-puﬁilim': i i

|
elettrofiii) 0 Vidy

Gruppo -OH a rilascio
elettronico

ortho-postion




Le reazioni dei composti polifenolici

+
R -H o
" — ||
electrophile ~
H OH -

HO OH HOHI/\’ ?

resorcinol type (pr-ture flavonoids

Effetto pcienziato dalla
presenza di piu gruppi —OH
(resorcinolo) Catechina




Le reazioni dei composti polifenolici

Anello A: resorcinolo Anello B: Eventuale
(nucleofilo) coinvolto funzione orto-difenolica
in reazioni con . ( lavan-3-oli)

elettrofili

/
\
\_ .
[
o
f X

O-Glucose OH OH

0
anthocvanins” yi. um . n flavonol flavanols

Anello C: determina la classe di
polifenoli e eventuale presenza di siti
carichi elettricamente (antociani)




Le reazioni dei composti polifenolici
Antociani

JCH

! OH g OH FN o %
+
! e | .
OH L B F
OH

OH oH
Cyanidin Delphinidin Malvidin

OH

o oL 43 OCHs
O . oH OH
HO o U
@ HOL /\J\CXU/ HO @ O OH
o )\ & Ov
H/ ZSoH l OH
OH OH

Pelargonidi~. Peonidin Petunidin

OH

Catione flavilio (colore rosso)

=a carica positiva determina un’instabilita della struttura
molecolare, che tende and evolvere verso forme
elettricamente neutre




Le reazioni dei composti polifenolici

Equilibri acido-base dello ione flavilio

AH* <—= A+ H* K, = [A]TH*) /[AY]

Resso Blu
(forma chinonoidale)

Neazicne rapida. Equilibrio regolato dal pH. La pKa (pK,= -log K_)
della reazione dipende dalla specifica sostanza (mavidina 3-
glucoside, peonidina 3-glucoside etc). Nel caso della malvidina 3-
glucoside € 4.2

Antociani




Le reazioni dei composti polifenolici
Antociani

Idratazione dello ione flavilio

AH*+H,0 <——= AOH+H* K. - [ADH|[H*]/[AH"]

R,
. _OH
HO
. — R,
0O glucose
O glucose
0O glucose
N OSTY Incolore

(emichetale)

Reazion 2 lenta. Equilibrio regolato dal pH. La pKa (pK, = -log K_)
J:lla reazione dipende dalla specifica sostanza (mavidina 3-
giucoside, peonidina 3-glucoside etc). Nel caso della malvidina 3-
glucoside e 2.6




Le reazioni dei composti polifenolici

R,
4.5 < pH :@0
T T
R
[pH<2] | N Z N,
—— — -\.\_\\-‘H oH 4+ Hh P
| //5;:; i
HO o = A

R R R, OH

N o quironc dal ase (blue)

—

hydrated form = hemiketal (colorless)

2<pH<7

Al pH del vino la maggior parte degli antociani sono incolori

Antociani




Le reazioni dei composti polifenolici
Antociani

Reazioni dello ione flavilio idrato (emichetale)

Forma incolore largamente presente al pH del vino
In grado di reagire come nucleofilo

R

.-‘"J‘"-l\\._ .--"'m.|
HQ '| ™

L
HO. .\\.\__.xcxll/ P V..f?L_ &
‘ _.-'.':-"fl"‘\ .-v"-.—--"-\"-u\._
e e

elc! A
OH ]
OH,, :

e Ve
hydrated form = hemiketal (color- =) | ]/ 1

2=pH<7




Le reazioni dei composti polifenolici
Antociani

Addotto T-A
Carbocatione derivante dall’idrolisi

dei tannini E;; ~OH
- HO ] “xl_

PAN -,

Eivichetale incolore Flavilio (rosso)

-_ mlj\ i ; Addotto T-T




100

a0

—k
—
—

Proportion (%)

50

+: Flavilio (rosso)
AOH: forma idrata
AO: Forma chinoidale
(blu)



Points af
actd-catalyged
degradation

of procyanidin
aligomrers

Le reazioni dei composti polifenolici

Crenerally they will form 4=+ 8
and £=* & bonds fw acid cowditions,
redistriluting the dp of the
manamers, olfpamers and podyurers.

CH

OH

OH

(Hae"um e L, Crit. ko B Yo & Nugr, Tl 27, 1988)

Idrolisi dei tannini



Reazioni dei polifenoli in ambiente ossidante

. ° ° - .
Reazioni con i composti carbonilici
i
- Has—C
\H OMe
OH
Acetaldehyde
@ 5 HO s)
F » WMe
Flavan-3-cls Anthocyanins | e~
o
Wi - \ isin -
2§ ®
S
EE @ H
=
EE 0L l\f ‘-»).‘-]
q B R1
W & o4 A2
R \d Az
A O R3
C
" F'>_ - O-Glu
e OH
f Ethylidene-bridged
—CHa anthocyanin dimers
Ethylidene-bridged
y!m van-3-0ls Ethylidene-bridged
am. seyanin-flavan-3-of oligomers OMa
OH
@) HO Baia
OH OH
Anthocyanins or aH
g Pyrancanthocyanins
oH
Q,OH

p-Vinylflavan-3-al

OH

Vinylpyranoanthocyanin-flavan-3-of

pigments




Polifenoli
Relazioni struttura-funzione

Reazioni con i composti carbonilici

Monomeri/ Antociani
dimeri dei o
flavanoh Aldeidi

%0 ‘o A




Polifenoli
Relazioni struttura-funzione

La reazione tannini-proteine e percezione dell’astringenza

a Soluble complexes Colloidal size complexes m@m

Tannins

-1
e

L - ” -

Saliva protein

b i s
i) i Ly (iii)
Free tannins W & Tannins/astringency
. '/ o~ A' o H~
Saliva film— ¢~ v —(17&7 - | -
Saliva pell - -
N
. et ++
Cell 7ieibrane i e P

Taste receptor




Le reazioni dei composti polifenolici
Antociani

- H

OCH,

pyranoanthocyanins OH
(orange) (

HO. 0 -
P
-3 q ‘“\[ OGH,

0-Glucose

Derivanti dalla reazione
con composti legati al | Ry
metabolismo dei lieviti l i

e/o all’ossidazione

Ry

[o]

-3H'/-4e




Reazioni enzimatiche di
interesse enclogico




Reazioni enzimatiche di interesse enologico

Trasformazione dei costituenti primari dell’uva
* Fermentazione alcolica
* Fermentazione malolattica

Trasformazioni a carico dei metaboliti secondari
* Attivita enzimatiche dei mosti

* Polifenolossidasi

* Lipossigenasi

e Attivita glicosidasiche endogene 2d vsogene

* Vie metaboliche di liev'ti ¢ batteri con effetto su composti volatili
ad elevata attiv'.a ouc vosa

* Estera.
* Al deidrogenasi
* Beta-liasi

* Attivita enzimatiche di Botrytis cinerea




La fermentazione alcolica

2 ADP 2ATP

GlUCOSE ™ = = = |
c=o \
CHs

2 NAD* 2 NADH 2 Pynr ate

0 ./ \.I
H—(|2—0H \l}:O

CH, CH,3
2 Ethanol 2 Acetylaldehyde

2 CO,

e Tasso di con re*<io.ne zucchero-alcol= approx. 66%
e Esseniziar2 I'apporto di altri nutrienti (azoto, vitamine, minerali, ossigeno)
* Influai.zo della temperatura



La fermentazione alcolica

Glucosio e
fruttosio

\\
>

Metabolismo a.
Sacct.arc my ~es

Ammonio+ammino
acidi + vitamine+lipidi

Metaboliti di ferme . tzi n.

primari (Etano 3, A. Aci tico,
on\.\ arolo, JOz)

Composti aromatic
e loro precursori

Composti
fenolici

/

H,S e Mercaptani

Metaboliti aromatici di fermentazione
(esteri, alcoli, acidi)

(Buffer aromatico)




Dlutoas ATH ADP
| : [~ Tetucorinase]

il ool B=prheea phake

[ghecoss phodphate |Somenias]
Fructose l 1

TP
\K Frui o - phesphale

ATP Ipheoaphodructokinass]
or =]
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| l
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1
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La fermentazione alcolica

e S. cereviciue com..uaa di
prefererzc g icusio e poi fruttosio
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Metabolismo dell’azoto formazione di
composti aromatici

AMINO
ACIDS Sulfate

Sugar Diacetyl Sulfite

A
l . Hydrogen
Glycerol /é _— sulfide
Sugar Diacetyl / -
4 C
Glycerol }

Pyruvate = a-Ac ‘olactat, T

N

Acetaldehyde — A:;:C e ACth' Cc\ = > -YCLE Keto acids =——————=> Keto acids
4 !

l / ‘atty acid CoA Aldehyde =3 A|dehyde
Ethanol / i

, v Higher Alcohol === Higher Alcchol
J ‘ Fatty Acids
Mono-
. terpenes Esters
Ethanc
=S

acid

Mono-

terpenes Fatty Acids Succinic

Esters :
acid




Formazione di composti aromatici

glucose

Gpdip

Gpd2p _—
glyceraldehyde dinydroxy-____, = dlycerol __, giycerol - . “gly. aro,
3-phosphate “®*=% acetone ;. 3-phosphate ave “os1p b

phosphate || =7

I MaD »
MaD+
NADH A
co v N et

E Vol e v | eth non
\ 4 Pdcp L —_ =
pyruvate aceialdehyde Adhip

I
C K ] ~a  acetate acetic
acid
+ 9 NADH ! L\. N PJH
b N C s Edhip
biomass acett n  —————+ | 2,3-butanediol
CO.-

\ " o

i Mdhp Frdsp succinic
L “alacetate ——~—t L-malate ——» ——r succinate ackd
[ % .
MaD+ NaD+

i T ¥ Deadostinm af alimaeal and accasintad cadas seactiane sath fascoese smmsliaaione




. Biosynthesis pathway
Ehrlich pathway Amino acid deficiency
Amino acid sufficiency

Deamination Decarboxylation . b 2duction -
R R
Batip, BatZp, Pdcip, Pdchp, mdhi
| | | -gp, Sfalp I
H-C—NH, w C=0 B AR M-l =0 - H-C—OH
[ | \_s‘ 7 E [
COOH COOH H
MH, = NADH MAD*
Amino acid a-Keto acid Aldehyde H* ‘Fusel
Alcohol
T MAD*
Gly. alysie Oxidation
NAD{PJH Ald1-gp
1 : :
|
Sugars Acid |:I: =0
Pdri2p OH




Metabolismo dei lipidi e formazione di
composti aromatici

AMINO
ACIDS Sulfate

Sugar Diacetyl Sulfite

A
l . Hydrogen
Glycerol /é _— sulfide
Sugar Diacetyl / -
4 C
Glycerol }

Pyruvate = a-Ac ‘olactat, T

N

Acetaldehyde — A:;:C e ACth' Cc\ = > -YCLE Keto acids =——————=> Keto acids
4 !

l / ‘atty acid CoA Aldehyde =3 A|dehyde
Ethanol / i

, v Higher Alcohol === Higher Alcchol
J ‘ Fatty Acids
Mono-
. terpenes Esters
Ethanc
=S

acid

Mono-

terpenes Fatty Acids Succinic

Esters :
acid




Fermentazione alcolica e composti fenolici

o)

gl x Jlu
anthocyanin acetaldehyde ranoantt Jcya in
P y

ketoacids
\ vinyl phenols '. exrael, Ws
‘ HSO, Ho g
E:—d? / OH

g
|
COOH
polysaccharide— f-glucosidass phenyla. rylicacid Hydroxy-
polyphenolic P-glucanase decarboxylase cinnamicacid
(Exgip) Padip
complex OH
ot
\ vinyl phenol

T
-~ T __,] acetaldehyde C:I:If:]
L . \ glu

anth xcyanidin alu E::J anthocyanin

ethyl-bridge

linked dimer flavanol




La fermentazione malolattica

Trasformazione dell’acido malico in acido lattico ad opera di
Oenococcus oeni

Enzima

lolatti
Acido Malico maoe Ic°> Acido Lattico + CO2

lg 0,67 mg 0,23 mg

Altre trasformazioni correlate

- Aumento del pH

- Leggero aumento dell’a.ia’ta . olatile

- Diminuzione dell’inte.sv'a colorante per aumento del pH

- Reazione di alcun’ n.~.aboliti (ac piruvico) con antociani e tannini
- Possibi'= tre siar.mazione dell’istidina in istamina




La fermentazione malolattica

Le modificazioni dell’aroma

Abiily Gitrisy

\?J?..

Oxidative
( decarboxylation

v

Dignati]s S

."" 1 2, Jutandioly

Diacety Acet 0|n
redurtas. reductase \
\

Diata:ila SUELONNE 2, 33utandinly

Note aromatiche di burro e ‘butterscotch’




Attivita enzimatiche dei mosti
Polifenolossidasi (PPO)

OH 0 .
1120, Glutatione OH
Glu
OH 0

g OH

= |

R Tirosinasi, laccasi R ] . -

Orto-difenolo (catechine, Chinone

GRP . altr. :ddotti non
~olorati

acido caftarico, acid
caffeico, etc)

\

Formazione di Holin ari a.
colore bruno pe: vea one
con al ri ce . ostl =2nonci

La protezione dall’'ossigeno riduce .'in. idenza dei fenomeni ossidativi del mosto
La pastorizzazione del i 1 ystc cc 1sente di abbattere I'attivita PPO
La SO, ridu~~ i chinuni a. composto fenolico di origine e denatura la tirosinasi dell’uva

*La presei z.. 7 s,lutatione o altri nucleofili (ad es. cisteina) in grado di sottrarre chinoni impedisce il
propagarsi aelle reazioni di imbrunimento

*La laccasi di B. cinerea e’ capace di ossidare a chinone il GRP con propagazione delle reazioni di
imbrunimento



Ossidazione di mosti e vini

(X

Etanolo
2+ E +
Radicale idroperos§i F‘e ©
KNV ¥
H202 - — — - QOH
I.. .
Radicale Mela ossidats
Chinoni ; ;
idrossi Acetaldehyde
. Acido a-
Reaz[one Consumo dl chetobytirico .
a’ | (metabolismo dei
Sotolone
Reazioni con Curry
amino acidi

Rilascio di aldeidi
legate alla SO,

Fenllacetaldelde '
Miele, frutta  Metionale

SecCCa




Attivita enzimatiche dei mosti
Lipossigenasi

(OH
Linolenic acid

Lipoxygenase

1 '\

{) v H L)
Wﬁ%m)l\m P L ;,/M

CHOH

i

: L 9-Hydroperoxylinolenic acid
13-Hydroperoxylinolenic acid

Hydroxyperoxvde -
cleaving enzyme

o 0
H‘H “w) /W)Ln

Precursori d’aroma
tecnologici

cis-3-k 2 =na’ trans-2-Hexenal
‘ Alcohol
J dehydrogenase
B T fv‘“«th H

cis-3-Hexenol trans-2-Hexenol




Precursori d’aroma ‘tecnologici’

Precursori tecnologici=precursori d’aroma fromati a seguito di operazioni di
vinificazione e non presenti originariamente nell’uva

B./ Evolution of G3MP ¢ uriy ¥ c1. ~'.ing in Sauvignon Blanc

\ance.re) )

o 7 0,7 %

‘\F\/;\/:\“/K/\A)\UJ- £

1 — £

Linolenic acid S 0,6 -

- 2 :

Lipoxygenase £ .- G

l l E | g

@ &

) O0H 0 E 0,4 o

/\z/\u/\/%\/\/\/\)J\m P S N /“\,/\./\)k“” 2 03 'g
o

O0H -E 4 ;

) . 9-Hydroperoxylinolenic acid 5 ©

13-Hydroperoxylinolenic acid = 02 &

o ’ o

Hydroxyperoxyde § e

cleaving enzyme o 0,1 ,g

Glutatione g

o o] (J 1 . . b=

= utationil- 00 8

A, = s g :

o

o

cis-3-Hexenal trans-2-Hexenal 3 M H (G 3 M H ) 0 1000 2000 3000 4000

Alcohol Volume of oxygen (pL)
H defydrogenase H H H--G3MH Caft-acid ~——®— GRP == GSH
-=El--G: aft-acic C
N P - Fermentazio
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Attivita glicosidasiche

ﬂ Processo lento acon

Riarrangiamento strutturali formazone di molte specie

odorose di ~rse a impatto
\ m xdic -alto

B-D-(+)-Glucopiranosio ___ Caibocatione

Idrolisi a.ida 2

OH
o~
HO—\ — /\

—

Idrolisi enzimatica

s

Aglicone = possibile
impatto sensoriale

Processo rapido con formazone di poche -
molecole odorose a impatto medio

B-D-(+)-Glucopiranosio



Attivita glicosidasiche

Meccanismo di liberazione dell’aglicone senza modificazioni

strutturali
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Attivita glicosidasiche

a-L-arabinofuranosidasi f3-D- aplofuran05|da3|
1 R
0 O—l/cHg J o D—CHQ R
OH 0¢ CHpH
HOH,C OH
HOH
H CH,0H /-R | ,
a-L-arabinofuranosil-B-D-glucoside B-D-apiofuranosil- B -D-glucoside )— Og /2 ~Prt alucosicast
\H N
o-L- ramnopiranosidasi > H ‘/
v
Y CH3
HO OH
a-L-ramnoplranosn-B-D-qucosidp
R-OH

R-OH=monoterpeni, C,; norisoprer: i fi, der ‘ati cnzenici, alcoli alifatici

Meccanisi o d az.one multistadio
Spzrmitita scbstrato=specificita aglicone e ipotesi di un enzima a stadio unico
G.itnsidasi di lieviti e batteri attive in condizioni enologiche (inibizione
parziale da alcol e pH)

Glicosidasi dell’uva non attiva (inibizione da zuccheri e pH)




Glicosidasi endogene

- Uva

- Lieviti di fermentazione alcolica
- Altri lieviti

- Batteri malolattici



Glicosidasi dell’uva

Efficacia in condizioni enologiche
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Fig. 4. The effect of ethanol on the 3-glucosidase activities of a
commercial pectolytic enzyme [Rohapect C) ——, grape leaf
extract —, grape berry extract —+—, and almond emulsin (EC
3.21.21) —a—.




Glicosidasi dei lieviti
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Glicosidasi dei lieviti

m Control ®E ScVin 13 ® Sh 1375

.\,L\

Linalylglucopyranosi erylglucopyranoside Gerany Iglucopyranoside alpha-Terpineylglucopyranoside

A a di resiuduo zuccherino, Glucosidi del linalolo idrolizzati piu
efficacemente degli altri




Glicosidasi dei lieviti

Origini dell’'aroma di un vino da uve non aromatiche

Wine ' D
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Glicosidasi dei lieviti
Origini dell’'aroma di un vino da uve non aromatiche

Fiano grapes
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Glicosidasi dei lieviti

Origini dell’'aroma di un vino da uve non aromatiche
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guaiacol Damascenone




Glicosidasi dei lieviti

Origini dell’'aroma di un vino da uve non aromatiche
L'esempio del geraniolo e del beta-damascenone

‘ Non-volatile monoterpene ‘
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Glicosidasi esogene

Aggiunta su mosto

Liberazione di composti volatili per eventuali trasformazioni ad opc( ra 'ei
lieviti

\\ / - k W
= o7 \r
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Me ,astiyma-4,6,7-

triene-3,9-dione

E-3,7-Dimetilocta 2,5-
dien-1,7-diolo Reduttasi di

S. cerevisiae
Reduttasi di

S. cerevisiae

Q__ cis-rose oxide ~
|' (aroma chiave del

. Damascenone
Gewurztraminer)



Glicosidasi eosgene

Aggiunta su vino

Liberazione di composti volatili per via diretta (rapida) anziché via cui hocatione
(Ienta) Composti

odorosamente . ttivi
—

Range di molecole odorosamente attive

N \ .
HO + \
HO _—OH |
OH

B-D-(+)-Glucopiranosio Carbucatione

Indrolisi acida
OH A/ ’
HO I J\ i
HO [ |
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Idrolis’ enumatlca
/@

HO S +
HO OH
OH

. . Aglicone con possibile
B-D-(+)-Glucopiranosio

impatto sensoriale

No enzima No enzima
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Biosintesi degli esteri durante la vinificazione
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Attivita beta-liasi

SH

l.l /\)\/\OH
‘ 3-Merr~..*0oesanolo
'3M 1)
SH 0
Sauvignon blanc, AN
Verdicchio, Riesling, 3-Mercaptoesil acetato
Manseng, Lugana, (3MHA)

SH» O

Inzolia T M
< 4-Metil-4-mercapto

pentanone
(4MMP)
Pool di B-"19.d 3MH
2MH lievit '-Jatrasfera
Cys-3ivii
GSH-3MH Presenti in proporzioni variabili in funzione della

Cys-Gly-3MH varieta, dell'annata, del tipo di vendemmia



Attivita beta-liasi

Cysteinylated Glutathionylated (E)-2-Hexenal
PRECURSORS precursors precursors pathway
n
n
L o
O = HOOC._  _NH,
= : )/ HooC i Scofh
S Cys3MH
L . s G3MH H
< - /\}*\/\ ‘ M
&t E H,C OH “Oh HaC = 0
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: Only for 3MH production
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n
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; \ H3C>I\/U\CH3 H,C OH H,C OCOMe
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(Fruity notes) (4-mercapto-4- (3-mercaptohexan-1-ol) (3-mercaptohexyl acetate)
methylpentan-2-one)
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Attivita beta-liasi

Influenza del ceppo di lievito

ng/L ng/L
7000 2000
6000 - G000 -
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4000 - A0 -
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1000 I 1D . I I
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YL3c H1 H3 HA“H5 P2 VL3¢ H6 HS8

Figure 10 Hole of ,ea-t strain on the revelation of 4MMP in model
medium in twre din =re t experiments (5. cerevisiae V0L.3c; 5. bayanus
var. uva..m P7, H1-H9: hybrids 5. cerevisiae bayanus var. uvarum).




| fzromeni colloidali




Dispersion

Lo stato colloidale

&+

S0l

Flocculation

Colloidi macromolecolari

Molecole legate attraverso lerai
covalenti

La carica elettrica @ c<ata .lla
presenza di fun.'ui hasiche/acide

amorphous deposit(gel) _ v
colloidal nenees Jelly
—*  crystal ,
Coagulatic

Colloidi micellari

Molecole legate attraverso legami
idrogeno/forze di van der Waals
La carica elettrica a cariche
superficiali

Molto presenti nel vino




| colloidi del vino

Aggregati di polifenoli

Aggregati polifenoli-polisaccaridi

Aggregati metalli-acidi (ad es comples<i rari¢ -acido
tartarico)

Solfuro di rame




Stabilita colloidale

* Permanenza in sospensione determinata dalle in%crazioni
di superficie e dai moti browniani

First layer ~, | Second layer




Le precipitazioni colloidali

Charged hydrophilic colloid Charged hydrophobic colloid

— —

Dehydration

L 4

\
\__/

Flocculated particles

Dehydration

Mischarged hydrophilic colloid




Aggregati di polifenoli e ruolo stabilizzante di
polisaccaridi

Van der Waals  Precipitates
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Polisaccaridi e mannoproteine

Gomma arabica S ~o.ze di lievito

External medium
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Formazione di colloidi dei polifenoli

®
® ® Small aggregates (Z,, ~50-
@ 100nm)
Low polydispersity index

® | , Formation of larger
-« . --’ aggregates up to 600 nm
,'99 (dotted circles represent the
4 hydrodynamic radius)
Higher polydispersity index

Phase separation

B
.ow s. face
L verr ye .

no seric stabilization
< particle aggregation

High molecular weight

‘\ polymers

=» bridging flocculation

’ ‘ Low molecular weight polymers,
high surface coverage: steric
' stabilization
<> formation of smaller
aggregates
(Zo ~100-200nm)




Implicazioni sensoriali delle interazioni
colloidali

Astringenza
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Intensita degli aromi di riduzione

—

Implicazioni sensoriali delle interazioni
colloidali

Formazione di aromi di riduzione Rilascio di H,S per

: : disaggre-2zione del
Fase di formazione g8res

del Cus colloidale cullo de

Maturazione in bottiglia
H,S
MeSH

Fermentazione
(H,S)

= -~ B x 7 >
Uva Vino Bottiglia Consumo




