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1 RIASSUNTO

L’impiego dei tannini in enologia nel trattamento del surcollaggio dei vini ¢ noto da
tempo, cosi come la loro azione benefica sulla stabilita proteica. Attualmente, grazie ai
piu recenti studi sulle caratteristiche chimiche e fisiche dei tannini e soprattutto sul loro
risvolto enologico si sono potute intravedere e sviluppare nuove linee di applicazione
nella vinificazione in rosso.

Nello specifico, nell’ambito della produzione di vini rossi, il tannino pud venire
aggiunto in fase di macerazione o al vino finito, allo scopo di preservare antociani e
flavani dalla degradazione ossidativa, favorirne la condensazione portando alla
formazione di complessi polimerici, ¢ mantenere cosi una maggior stabilita del colore
nel tempo.

Prendendo spunto da queste considerazioni e dal fatto che spesso I'utilizzo dei
coadiuvanti enologici ¢ effettuato senza conoscere nello specifico le caratteristiche
intrinseche degli stessi, si ¢ ritenuto opportuno eseguire un lavoro di ricerca atto a
caratterizzare in maniera esauriente 15 preparati di tannino ad uso enologico di diversa
origine botanica ed estrazione.

Per il controllo qualita degli stessi si ¢ fatto ricorso all’utilizzo di metodiche di analisi
tradizionali ed in parte alternative come la misura della carica elettrica superficiale
(CES), la misura del diametro idrocolloidale (SIZE) delle particelle mediante tecnica
della diffusione dinamica della luce laser (Dinamic Light Scattering - DLS), e la
determinazione del potenziale zeta dei tannini sfruttando la tecnica della mobilita
elettroforetica (Electrophoretic Light Scattering - ELS). 11 lavoro ha previsto, inoltre,
una serie di altri controlli come ad esempio il potere antiossidante dei tannini.

Come riscontro tecnologico in cantina si sono inoltre valutati gli effetti dell’aggiunta
degli stessi in vinificazione, con e senza operazioni di macro ossigenazione del mosto,
per la produzione di Corvina IGT nell’annata 2009. Si sono eseguite analisi di controllo
in laboratorio sia durante le fasi di macerazione sia su vino imbottigliato. Inoltre per
avere un giudizio complessivo si ¢ provveduto ad eseguire due analisi sensoriali dei vini
imbottigliati.

Analizzando i risultati si sono evidenziate differenze di comportamento sia tra preparati

di diversa origine botanica, sia tra preparati di uguale origine botanica estratti con



solventi diversi. Nello specifico ¢ stato confermato il ruolo positivo che hanno i tannini
condensati sulla stabilizzazione cromatica, in particolare se abbinati ad operazioni di
macro ossigenazione e sul ruolo aromatico determinando un aumento della tipicita dei
vini, nonché un aumento della struttura degli stessi.

L’etere dietilico si ¢ dimostrato il solvente che ha fornito i riscontri maggiormente
positivi, mentre il tannino idrolizzabile si ¢ rivelato efficace nell’offrire una marcata
azione sinergica di protezione dalle ossidazioni.

Alla luce dei confortanti risultati acquisiti, gli studi dovranno comunque proseguire per

conoscere ancora meglio le potenzialita tecnologiche dei singoli tannini.



2 ABSTRACT

The use of tannins in wine making process, especially in the treatment of wine
surcollaggio has been known for a long time, as well as their beneficial effect on protein
stability. Now, thanks to the latest studies on chemical and physical properties of
tannins and especially on their implication in the wine, it has been possible to identify
and develop new possible applications, especially in red wine making.

In the production of red wines, tannins can be added during maceration or finished
wine, in order to preserve anthocyanins and flavans from oxidative degradation, to favor
the condensation leading to the formation of complex polymers, and there

by to maintain a more stable color over time.

Starting from these considerations and the fact that often the use of wine adjuvants is
made without knowing specifically all their intrinsic characteristics, it was deemed
appropriate to carry out a research in order to characterize comprehensively 15 different
enological tannins of different botanical and extraction origin.

In order to evaluate their quality, it has been decided to use both traditional and non
conventional methods of analysis, such as the measure of the surface electrical charge
(ESC), the measure of the diameter of the hydrocolloidal (SIZE) particles using the
dynamic diffusion of laser light (Dynamic Light Scattering - DLS) and the
determination of zeta potential of tannins using the technique of electrophoretic
mobility (electrophoretic light scattering - ELS). The work has also planned a series of
other controls such as the antioxidant power of tannins.

As technological verification in the cellar, the effects of the addition of these tannins in
winemaking process were evaluated, with and without operations of macro oxygenation
of the must, for the production of Corvina IGT in 2009. Control tests were performed in
the laboratory both during maceration and on bottledwine. In addition, in order to have
a comprehensive assessment, two sensory analysis of bottled wines were included.
Analyzing the results it was easy to observe different behaviors between both
preparations of different botanical origin, and between preparations of the same
botanical origin extracted with different solvents. Specifically, it was confirmed the

positive role of the condensed tannins on the stabilization of color, especially if



combined with macro oxygenations, and of aromatic profile leading to an increase of
the wine structure.

The diethyl ether proved to be the solvent that provided the most positive feedback,
while the hydrolysable tannin has been effective in providing a strong synergistic
protection from oxidation. In the light of the encouraging results obtained, the studies

will still continue to learn even better technological potentials of individual tannins.
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3 INTRODUZIONE

L’utilizzo del tannino in enologia, come coadiuvante per la stabilizzazione proteica o
come rimedio per il surcollaggio, ¢ pratica nota da parecchio tempo, anche se la sua
diffusione risulta limitata, a causa delle note sensoriali astringenti e amare che tali
sostanze possono conferire ai vini.

Negli ultimi anni, I’attenzione dei centri di ricerca si sta concentrando su altre proprieta
di questo gruppo di composti, ed in particolare sulla capacita di agire da regolatori nei
fenomeni di ossidazione (Vivas e Glories, 1996); ¢ proprio sulla scia di tale interesse,
che stanno prendendo piede nuove modalita di impiego per i preparati di tannino
commerciale.

Nello specifico, nell’ambito della produzione di vini rossi, il tannino pud venire
aggiunto in fase di macerazione o al vino finito, allo scopo di preservare antociani e
flavani dalla degradazione ossidativa, favorirne la condensazione portando alla
formazione di complessi polimerici, ¢ mantenere cosi una maggior stabilita del colore

nel tempo.

3.1 CARATTERISTICHE DEI TANNINI ENOLOGICI

Per definizione i tannini sono sostanze in grado di originare combinazioni stabili con
proteine e altri polimeri vegetali, quali ad esempio i polisaccaridi (Ribéreau-Gayon et
al., 1998); sono un gruppo eterogeneo di sostanze organiche di natura fenolica, con peso
molecolare compreso tra 500 e 4000 dalton, ampiamente presenti nel mondo vegetale
dove si accumulano in grandi quantita in radici, foglie, cortecce, semi, frutti, con
funzione di difesa dei tessuti. Queste proprieta sono alla base del largo impiego dei
tannini nei processi industriali, soprattutto nell'industria conciaria in cui il loro uso
rende le pelli imputrescibili e resistenti (Citron, 2006). A questo gruppo di sostanze
vengono attribuite importanti proprieta che li rendono adatti anche all'impiego nel
mondo enologico sia per la vinificazione in rosso che per l'elaborazione dei vini bianchi
con diversi scopi tecnologici: «scudo» antiossigeno, ruolo strutturante, azione

antiossidasica, protezione e strutturazione del colore, azione aromatizzante, chelazione
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dei metalli, cattura dei tioli (composti solforati responsabili di odori anomali) (Cheynier
et al., 2000).

I tannini possono essere classificati chimicamente in due gruppi ben distinti:
idrolizzabili e condensati (detti anche catechici o proantocianidici).

Nell'ambito del loro impiego in mosti o vini per il tecnico che li utilizza assume molta

importanza avere informazioni sulla loro natura chimica.

> Tannini idrolizzabili (fig. 1): presentano una struttura di base costituita da una
frazione glucidica (solitamente glucosio), i cui ossidrili sono esterificati da acido
gallico, digallico e trigallico (Paronetto e Paronetto, 1986; Salagoity-Auguste et al.,
1986). S’idrolizzano facilmente per via enzimatica o in ambiente acido o basico,

liberando acido gallico (tannini gallici) o acido ellagico (tannini ellagici).

OH

Figura 1 — Tannini idrolizzabili: a) pentadigalloilglucosio (D = acido digallico); b) acido digallico; c)
Ellagitannini (R;= OH; R,= H: castalagina; Ri= H; R,= OH: vescalagina) (Vivas e Glories, 1996).
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I valori di massa molecolare dei tannini ellagici sono compresi tra 900 e 2.000 dalton
ed, inoltre, possiedono colorazioni scure e odori piu marcati di legno rispetto ai gallici,
in particolare se tostati o provenienti da quercia bianca (Quercus alba); sono di solito
meno astringenti rispetto ai gallici e non sono mai presenti nel vino, salvo che per
apporti esogeni o derivanti dal legno delle botti. Nel legno di quercia sono presenti 8
ellagitannini differenti (Masson et al, 1995): si tratta dei monomeri castalagina,
vescalagina, grandinina, roburina E e dei dimeri roburina A, B, C e D.

I gallotannini, invece, presentano colorazione bianco crema o giallo scarico; sono poco
odorosi, spesso astringenti e amari al gusto, in particolare se nel formulato commerciale
¢ alto il contenuto in acido di-gallico; nell'uva indiana ¢ presente in tracce l'acido gallico
(Citron, 2006).

In generale 1 tannini idrolizzabili non esistono allo stato polimerico, a differenza dei
tannini condensati, ¢ al massimo si possono riscontrare molecole composte da due o tre

unita di base.

> Tannini condensati (fig. 2): questo tipo di tannini danno origine ad antocianidine
per trattamento acido a caldo, da cui il nome di proantocianidine (Weinges e Nader,
1982); sono polimeri pit 0 meno complessi dei flavan-3-oli o catechine (fig. 2). Ad
esempio, nei vinaccioli d’uva, i1 tannini condensati liberano nel corso dell’idrolisi acida
la cianidina: sono allora chiamati procianidine. Nelle bucce invece ¢ una miscela di
procianidine e prodelfinidine. Viene utilizzato il nome di proantocianidina quando non
si conosce precisamente la natura dell’antocianidina formata. (Vivas, 1997).

Le unita strutturali, le catechine, non possono essere considerate come dei tannini in
quanto la loro massa molecolare ¢ troppo piccola e la loro reattivita nei riguardi delle
proteine ¢ molto ridotta. Solo a partire dai dimeri si ha una massa molecolare sufficiente

per permettere la formazione di legami stabili con le proteine.
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CH’zCPk
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OH

Figura 2 - Catechine (flavan-3-oli).

R=0H, R’=H; Catechina
R=R’=0H; Gallocatechina

Le procianidine sono fondamentali per la caratterizzazione dei vini in quanto, a seconda

del loro grado di polimerizzazione, incidono sia sul colore sia sul sapore.

I legami implicati sono molteplici: le forme piu semplici e maggiormente studiate sono i

dimeri di tipo A e B (De Freitas, 1995) (fig. 3), e i trimeri C e D. Le forme B e C sono

tipiche dell’uva. Meno note sono le forme maggiormente polimerizzate, rappresentate

da procianidine oligomere e polimere. Le procianidine oligomere corrispondono a

polimeri formati da unita di flavan-3-oli (da tre a dieci), legati per mezzo di legami C4-

C8 o C4-C6, mentre quelle polimere sono costituite da piu di dieci residui flavanici.

a)

OH

Unita inferiore

Procianidina B; R=0H: R,=H; R=H; R=CH
Procianidina B; R=0H; R=H; R=0H; R =H
Procianidina B ; R =H; R=0H; R=H; R=0H
Procianidina B, R=H; R,=0H; R=OH; R,=H

OH

CH

Procianidina By R=0H; R=H; R=CH; R=H
Procianidina B R=H; R,=0H; Re=H; R=0H
Procianidina B; R=0H; R=H, R=H; R=0H
Procianidina By R=H; R=0H; R=0H; A,=H

b)

Figura 3 — Tannini condensati: a) Struttura delle procianidine dimere del tipo B; b) Struttura della
procianidina dimero A, (de Freitas, 1995; Vivas e Glories,1996).
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Catechine e procianidine, all’interno del grappolo, sono concentrate soprattutto nei
vinaccioli, nella buccia, e nel raspo. Il loro grado di polimerizzazione ¢ piu elevato nelle
cellule degli strati piu esterni dell’epidermide, mentre risulta essere piu basso negli strati
esterni che ricoprono il vinacciolo.

Questo determina le diverse caratteristiche fra i tannini dei vinaccioli e della buccia. Nei
vini derivati la tipica nota astringente ¢ data dai primi in relazione al loro basso grado di
polimerizzazione, mentre i secondi (tannini della buccia), danno origine a vini con note
di morbidezza piu accentuate.

All’interno della cellula 1 diversi polifenoli vengono sintetizzati nel citoplasma per poi
migrare, a seconda del tipo, nelle diverse zone cellulari. Inoltre ¢ possibile trovare
tannini in forma granulare negli strati di cellule piu interni dell’epidermide, e condensati
in ammassi piu grossi nelle cellule piu superficiali.

E’ possibile quindi differenziare i diversi tipi di tannino a seconda della loro
localizzazione all’interno della cellula in tannini legati alla membrana vacuolare, tannini
legati alla parete cellulare e tannini liberi nel succo vacuolare (Amrani Joutei, 1993).

La colorazione dei prodotti commerciali a base di tannini condensati varia tra marrone e
rosso scuro a seconda dell'origine botanica. I tannini condensati estratti da vinacciolo
sono solitamente allo stato oligomero, al contrario dei tannini della buccia che
presentano un maggiore grado di polimerizzazione e sono a volte legati a strutture come
polisaccaridi. Per l'estrazione sono preferite le bucce d'uva bianca per non arricchire
l'estratto finale in antociani difficilmente separabili dai tannini, il problema non si pone
invece per 1 vinaccioli, il loro grado di maturitd pud influire sul grado di
polimerizzazione delle strutture estratte. Anche il fatto che le bucce siano fresche o gia
fermentate ha influenza sul grado di polimerizzazione dei tannini presenti nell'estratto,
in particolare queste ultime presentano tannini piu polimerizzati (Citron, 2006). E
proprio per la loro proprieta di copolimerizzare gli antociani producendo
macromolecole solubili, detti antociani combinati, molto stabili nel tempo, che i tannini
condensati vengono utilizzati soprattutto nella vinificazione in rosso gia in fase di
macerazione o alla svinatura. Nel tempo i vini addizionati con questo tipo di tannino

mantengono una maggiore intensita colorante (Ribéreau-Gayon et al., 1998).
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3.1.1 Fonti di provenienza e metodi di estrazione dei tannini ad uso

enologico

3

Secondo quanto riportato dal Codex (Enologique International de [’OIV, “...essi sono
estratti da noce di galla, da legno particolarmente ricco in tannino: castagno, quercia,
legni esotici o vinacciolo... Il tannino ¢ una miscela di glucosidi degli acidi gallico ed
ellagico, o del catecolo...”

Fra 1 tannini idrolizzabili, i gallotannini solitamente derivano da noci di galla dovute a
ipertrofia di tessuti vegetali generata da puntura di un insetto, da tara (Caesalpinia
spinosa) oppure da frutti secchi di mirabolano (Therminalia chebula); il legno di
castagno (Castanea sativa) ¢ quercia (Quercus spp.) sono invece le principali fonti di
tannini ellagici (Salagoity-Auguste ef al., 1986).

I tannini condensati sono in generale ottenuti per estrazione da vinaccioli, da vinacce, da

corteccia di mimosa (Acacia mearusii) o da legni esotici come il quebracho

(Quebrachia spp.) (fig. 4).

TANNINI

IDROLIZZABILI CONDENSATI

GALLO-ELLAGICI GALLICI PROCIANIDINICI PROBIETINIDINICI PROFISTETIDINICI

CASTAGNO TARA VINACCIOLI
QUERCIA GALLA TURCA VINACCIA QUEBRACHO MIMOSA
CILIEGIO GALLA CINESE THE

Figura 4 — Classificazione delle principali tipologie di tannini enologici.
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Molteplici lavori di ricerca riportano la composizione di estratti di tannini commerciali

provenienti da diverse fonti vegetali (Salagoity-Auguste et al., 1986; Vivas, 1997) (Tab.
1).

Tabella 1 — Fonti di provenienza ed estrazione dei tannini enologici commerciali (Vivas, 1997).

Origine Estrazione
Specie Parte AMetodo Solvente Preparazione | Natura
vegetale
- galla S/L EtOEVEIOH liof. G
Mirabolano frutei S/L EtOH/H:20 liof. G/E
Tara frutti S/L EtOH/H.0O liof. G
- zalla S/L EtOEVENOH liof. G
Quercia legno S/L H:0 liof.
peduncolata
Quercia sessile | ooy S/L H,O0 liof. E
Castagno legno S/L H:0 liof. E
Acacia galla S/L EtOE! evap. G
Vite seml S/L H-O/50, evap. P

S/L=solido/liquido; G=gallotannini; E=ellagitannini; P=procianidine; liof.=liofilizzazione; evap.=evaporazione;
EtOH=etanolo; EtOEt=etere dietilico.

Diversi fattori incidono sul contenuto finale del preparato: origine botanica ma anche da
quale parte della pianta si effettua l’estrazione, solvente di estrazione, velocita e
temperatura d'estrazione (tempi lunghi d'estrazione abbassano il tenore finale in tannino
del formulato); inoltre il metodo di essiccamento dell'estratto: liofilizzazione o
evaporazione.

L’ottenimento delle polveri si basa sull’estrazione solido-liquido, realizzata su trucioli
di materiale legnoso, con solventi quali acqua o vapore, etere dietilico, o etanolo, da soli
o in miscela (Vivas, 1997; Chauvet et al., 1992). In seguito il solvente estraente viene
allontanato per evaporazione o per liofilizzazione (Vivas, 1997).

Il solvente maggiormente utilizzato per 1'ottenimento degli estratti di tannino ¢ I'etanolo

in miscela con acqua; le diverse percentuali etanolo/acqua influiscono sul grado di
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polimerizzazione dei tannini estratti. Se I'estratto deriva da frammenti legnosi tostati (¢
il caso dei derivati della quercia) compaiono altre molecole, che si sviluppano dalla
termolisi di polisaccaridi e lignine, dal forte contributo sensoriale. La tipologia di
solvente utilizzato al momento dell’estrazione, la temperatura alla quale viene fatta, e la
durata del processo condizionano la solubilita ma anche la ricchezza polifenolica degli
estratti.

Assume importanza allora la quantita di sostanza attiva, ovvero la quantita di tannino
puro contenuta nel formulato. Il Codex (Enologique International de 1’OIV disciplina
tale presenza, prescrivendo un contenuto minimo di tannino pari al 65%.

La composizione finale del preparato influenza anche il gusto: le sensazioni amare
possono essere riconducibili alle cumarine o all'acido di-gallico; le note piu dolci ai
polisaccaridi, dei quali ¢ noto inoltre l'apporto positivo nei vini in termini di morbidezza
e struttura. Gli estratti derivanti dal castagno sono generalmente caratterizzati da una
maggiore amarezza. Altro aspetto qualitativo dell'estratto ¢ il grado di polimerizzazione
dei tannini presenti perché cio incide sulla loro reattivita, come il loro grado di
ossidazione: tannini in parte gia ossidati assorbono quantita inferiori di ossigeno e
dimostrano una minore propensione a reagire con le proteine per diminuita
elettronegativita della molecola (Citron, 2007).

Visto che in commercio esistono sia preparati a base di tannini idrolizzabili o di
procianidine ma anche, in certe formulazioni, piu categorie di tannini diversamente
miscelate a seconda del formulato stesso, diventa importante per 1’enologo essere a
conoscenza della reale formulazione del prodotto che intende acquistare. A questo
proposito esistono differenti metodi per la caratterizzazione immediata dei tannini
enologici commerciali, tra cui il piu utilizzato ¢ sicuramente il tracciamento dello

spettro di assorbimento per spettrofotometria UV/visibile (fig. 5).
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Figura 5 — Esempio di spettro di assorbimento UV/visibile di alcuni tipi di tannini enologici.

Le caratteristiche dei tannini enologici dipendono dunque:

dalla natura chimica (tannini gallici, ellagici o proantocianidinici);
dal grado di ossidazione;

dal grado di polimerizzazione (tannini condensati);

dalla tecnica di estrazione e dal tipo di solvente;

dall’origine botanica.
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3.1.2 Funzioni enologiche

Negli ultimi anni, con la comparsa in commercio di nuovi preparati di differente origine
botanica e l'ulteriore progredire della ricerca, a questo gruppo di sostanze vengono
attribuite importanti proprieta enologiche che li rendono adatti all'impiego sia per la
vinificazione in rosso che per l'elaborazione dei vini bianchi con diversi scopi
tecnologici.

Infatti, oltre alla capacita di far precipitare le proteine del mezzo, ulteriori sono le
proprieta enologiche attribuibili a questi composti (Bosso et al., 2001;Crespy e Urban,
2002; LI Hua, 2002; Crespy, 2003a,b; Zamora, 2003; Martinez Garcia et al., 2003;
Gerland, 2005; Bautista-Ortin et al., 2007; Citron, 2007; Parker et al., 2007; Neves et
al., 2010):

* azione antiossidante e antiossidasica;
* chelazione dei metalli;

« azione antiradicalica;

* cattura dei composti solforati;

« stabilizzazione cromatica;

* ruolo aromatico;

» aumento della struttura dei vini.

1. azione antiossidante (limitazione dell’innalzamento del potenziale redox e
riduzione del consumo di SO2 nel vino imbottigliato) e antiossidasica (inibizione
dell’attivita polifenolossidasica e laccasica) (figg. 6 e 7); tutti i tannini consumano
ossigeno direttamente, preservando cosi le antocianidine e i1 flavani dall’ossidazione
(Okuda et al., 1992; Vivas e Glories, 1996; Guerra et al., 1996;); gli ellagitannini, in

particolare, sono dei potenti catalizzatori;
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Figura 6 — Influenza dei tannini enologici contenenti dei tannini ellagici, gallici o delle proantocianidine
sul potenziale di ossidoriduzione dei vini (Vivas, 1997).

I tannini idrolizzabili alzano il redox evitando un’eccessiva riduzione a cui tendono tutti
1 vini anche quando vengono ossidati. L’azione ¢ piu marcata nel caso dei tannini

ellagici. I tannini condensati (procianidine) abbassano il redox (Fig. 6).
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Figura 7 — Attivita antiossidante delle soluzioni idroalcoliche (1 g/L) di alcuni preparati di tannino
commerciale. Il potere antiossidante del preparato ¢ tanto piu basso quanto maggiore ¢ il suo contenuto in
procianidine (Celotti et al., 1999).
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Tutta la classe dei composti polifenolici manifesta, sostanzialmente, attivita
antiossidante. In particolare il gruppo dei tannini idrolizzabili dimostra maggiore
propensione a catturare 1'ossigeno rispetto ai tannini condensati grazie a un numero piu
elevato di gruppi OH presenti negli anelli aromatici. Questa azione appare dunque
sinergica con l'attivita dell'anidride solforosa, dimostrando pero, rispetto a quest'ultima,
una maggiore velocita di reazione nei confronti dell'ossigeno. In base alla velocita di
assorbimento dell'ossigeno abbiamo il seguente ordine: tannini ellagici > tannini gallici
> tannini condensati.

Lo scudo antiossidante cosi esercitato ha effetti positivi nel caso dei vini bianchi,
prolungando la shelf life e proteggendone il patrimonio aromatico, nei vini rossi
impedendo violente ossidazioni a carico degli antociani che condurrebbero alla perdita
di materia colorante.

E inoltre nota la capacitd dei tannini ellagici di produrre, ossidandosi a chinoni,
perossido d'idrogeno (H,O,) che puo ossidare I’etanolo ad acetaldeide, andando a
favorire la formazione di complessi antociani-tannino, di rilevante importanza nella
maturazione dei vini rossi per la stabilizzazione del colore rosso (Vivas e Glories,
1996).

L'azione antiossidasica si esplica nei confronti dei complessi enzimatici che catalizzano
il trasferimento di ossigeno sui polifenoli (polifenolossidasi).

I1 piu pericoloso di questo pool di enzimi ¢ senza dubbio la laccasi, presente in grandi
quantita nei mosti che hanno subito attacchi fungini di Botritys. In questo caso i tannini
di galla sono 1 piu attivi nell'inibizione dell'enzima. Aggiunti direttamente alle uve in
pigiatura a un dosaggio variabile dai 5 ai 15 g/q, in base all'entita dell'attacco
parassitario, agiscono sia sottraendo ossigeno disponibile per I'enzima, sia sostituendosi
al substrato ideale di attacco dell'enzima, evitando i problemi sopra esposti.

Va inoltre ricordato che anche 1 formulati estratti dal castagno sono consigliabili nel

caso di vendemmie poco sane (Citron, 2007).

2. chelazione dei metalli: 1 tannini possiedono, grazie ai loro nuclei fenolici, dei
sostituenti idrossili che possono chelare i cationi dei metalli pesanti (Fe'", Cu®"),
importanti catalizzatori dei processi ossidativi (Vivas, 1997) (fig. 8), limitando in tal

modo anche il rischio di casse ferrica (Salagoity-Auguste et al., 1986);
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Figura 8 — Capacita di chelazione del rame da parte di diversi tannini enologici (Vivas, 1997).

3. azione antiradicalica (radical-scavengers) (fig. 9);

In generale l'attivita dei radicali liberi € conosciuta per essere dannosa anche a livello di
cellule umane, innescando fenomeni di citotossicita e degenerazione tissutale. Tutti i
composti di natura fenolica sono conosciuti come efficaci catturatori di radicali liberi
(Uchida et al., 1987; Ariga e Hamano, 1990; Yokozawa et al., 1998), interrompendo le
reazioni innescate (radical-scavengers); in particolare vari studi hanno appurato come i
tannini blocchino lo ione superossido (.O;) (Vivas, 1997; Vivas et al., 1997; Saint-
Cricq de Gaulejac et al, 1999). Da qui l'importanza anche in campo medico e
farmaceutico che viene attribuita ai tannini: numerose ricerche hanno gia da tempo
dimostrato le loro implicazioni «salutistiche» come protettori vascolari (Masquelier,
1988).

Nei vini, inoltre, l'attivita antiradicalica esercitata dai tannini risulta essere nettamente

superiore a quella dell'anidride solforosa e dell'acido ascorbico (Vivas ef al., 1997).
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Figura 9 — Tannini enologici: inattivazione dell’anione superossido in soluzione modello; confronto con
testimone non aggiunto di tannino (Vivas, 1997).

4. cattura dei composti solforati: favoriscono I’inattivazione della componente tiolica e
dei composti solforati responsabili di odori non graditi (Vivas, 1997; Ribéreau-Gayon et

al., 1998); da notare che sono maggiormente efficaci gli ellagici (fig. 10);
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Figura 10 — Inattivazione dei composti solforati ad opera di tannini di provenienza diversa (Vivas,1997).

Da precisare che questo tipo di intervento non riduce il contenuto in tioli in tempi brevi,
ma sostituisce un trattamento con puro ossigeno dai risultati immediati, ma con il

rischio collaterale di ossidazione dei composti aromatici o del colore (Citron, 2007).

5. azione antiproteina: capacita dei tannini di formare con le molecole proteiche dei
complessi che in seguito precipitano (fig. 11). Esistono diversi meccanismi che stanno
alla base dei complessi tanno-proteici: legami a idrogeno, interazioni idrofobiche ed

elettrostatiche (De Freitas, 1995; Guinard et al., 1986; Oh et al., 1980);
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Figura 11 — Attivita nei confronti delle proteine di diversi preparati di tannino commerciale: diminuzione
percentuale delle proteine totali determinata dall’aggiunta di una stessa quantita di preparato. (Vivas,
1997).

I formulati a base di tannini condensati, meglio se provenienti da vinaccioli che
possiedono maggiore reattivita per effetto del loro minor grado di polimerizzazione,
manifestano una maggiore reattivita verso le proteine rispetto a estratti di altra origine

botanica. Pertanto ¢ preferibile ricorrere ai primi come rimedio per vini surcollati

(Vivas, 1997) (fig. 11).

6. stabilizzazione cromatica: l'addizione di tannini, soprattutto in vinificazione,
favorisce la stabilizzazione cromatica dei vini rossi (Zinnai ef al., 2003). Il processo di
stabilizzazione del colore ¢ abbastanza complesso e ha cinetiche lente che
probabilmente continuano per tutta la vita del vino, anche durante la permanenza in
bottiglia. Conduce alla formazione di associazioni molecolari stabili tra tannini e
antociani con partecipazione dell'etanale, quindi non suscettibili di ulteriori ossidazioni
0 precipitazioni. Sono 1 tannini di natura proantocianidica che intervengono
direttamente e preferibilmente in questi complessi, legandosi con le antocianidine. Da
notare come gli ellagici offrano una marcata azione sinergica stimolando, una volta

ossidati, la formazione di etanale;

7. ruolo aromatico (fondamentale ¢ lo studio su prove in piccolo dei dosaggi): oltre alle

sensazioni di amaro ed astringente, possono determinare note sensoriali tipiche
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dell’affinamento in legno e migliorare le caratteristiche di vini poco strutturati (Vivas,

1997);

8. aumento della struttura dei vini (aumento dell’estratto finale e miglioramento del

corpo della bevanda).

Nei vini, I’interesse ¢ quello di poter disporre di preparati di tannini la cui natura sia

identica a quella dell’uva, in modo tale da poter partecipare alla struttura tannica globale

dei vini.

In questo caso, ¢ possibile:

e modificare 1’equilibrio tannini/antociani, assicurando un miglioramento della
stabilizzazione della materia colorante;

e dare struttura al vino permettendo la sua corretta evoluzione durante 1’affinamento,
limitando 1 rischi di “smagrimento” e di secchezza;

e modificare il rapporto tannini bucce/tannini vinaccioli lavorando su prodotti a base
di vinaccia d’uva bianca o di vinaccioli freschi, agendo in questo modo sul profilo
dei vini e sulla loro risposta al consumo dell’ossigeno;

e condurre efficacemente 1’eliminazione delle proteine in eccesso; poiché risulta che

solo 1 tannini condensati sono attivi per flocculare con le proteine (Vivas, 1997).
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3.2 ORIGINE DEL COLORE DEL VINO

I1 colore del vino deriva essenzialmente dalla macerazione e fermentazione alcolica del
mosto, accompagnata dalla dissoluzione dei componenti delle parti solide del grappolo
che costituiscono le vinacce (bucce, vinaccioli ed eventualmente raspi). I composti
presenti nelle parti solide responsabili del colore sono i polifenoli, 1 quali comprendono
un’ampia serie di sostanze chimiche frutto del biochimismo fisiologico della vite, tra le

quali sono da menzionare i tannini, oggetto del presente lavoro.

3.3 CLASSIFICAZIONE DELLE SOSTANZE FENOLICHE

Sono sostanze presenti nell’uva e conseguentemente nel vino in grado di caratterizzarlo
in funzione del tipo e della loro concentrazione. Cid che le accomuna ¢ la presenza a
livello di struttura molecolare del gruppo fenolico, che ne determina le caratteristiche
chimico-fisiche.

La stabilita ossidativa, il colore e le caratteristiche organolettiche gustative di qualsiasi
vino sono dipendenti anche da questa gamma di sostanze, le quali vengono suddivise in
due classi principali: gli acidi fenolici ed 1 flavonoidi. Queste due classi si differenziano,
fondamentalmente, perché all’interno della struttura molecolare dei primi vi ¢ un solo
anello aromatico, mentre in quella dei flavonoidi ve ne sono due collegati da una catena
alifatica con tre centri carbonio dei quali uno ossigenato. Gli acidi fenolici assieme agli

stilbeni costituiscono i fenoli semplici.

3.3.1 Evoluzione dei polifenoli durante la vinificazione

Il tenore in polifenoli ¢ in continua variazione ed evoluzione con il procedere della
macerazione delle uve e la fermentazione. La macerazione corrisponde al periodo
compreso fra il riempimento del tino di fermentazione con 1’'uva pigiata e la svinatura,
la sua durata dipende dal tipo di vino e varia da qualche giorno a tre o piu settimane
(Nagel e Wulf, 1979; Lambri e Silva, 2004).

Gli antociani sono estratti all’inizio della macerazione prefermentativa e
successivamente durante la fermentazione alcolica (Gomez-Plaza et al., 2001). Quando

il grado alcolico raggiunge un certo livello, si osserva una diminuzione del contenuto di
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questi composti. A questo stadio, I’estrazione degli antociani ¢ terminata e il loro
contenuto puo subire diminuzioni per assorbimento sulle parti solide (lieviti e vinacce),
per modifiche di struttura e per reazioni di degradazione (Di Stefano et al., 1994). La
diminuzione degli antociani che si osserva durante la macerazione procede anche nel
corso della maturazione del vino; infatti, una volta estratti, gli antociani sono convertiti
in altri pigmenti con struttura di tipo polimerico e resistenti all’anidride solforosa
(Somers, 1971).

Nel corso della vinificazione avvengono due tipi di reazioni a carico degli antociani e
flavonoli: reazioni enzimatiche e reazioni chimiche. Le reazioni enzimatiche avvengono
all’inizio della macerazione, mentre quelle chimiche iniziano in un secondo tempo, al
diminuire delle attivita enzimatiche (Ribéreau-Gayon et al., 1998). Le reazioni
enzimatiche sono catalizzate da polifenolossidasi, perossidasi, glicosidasi ed esterasi di
origine vegetale e iniziano quando viene danneggiata la struttura della cellula dell’acino.
Gli antociani, che non sono dei buoni substrati per le polifenolossidasi, reagiscono
prontamente con gli o-chinoni formati dall’ossidazione enzimatica di altri fenoli: la
reazione globale ha come risultato un’importante perdita di colore (Cheynier et al.,
1994; Macheix et al., 1991). Nei vini rossi, comunque, questa perdita ¢ abbastanza
limitata, in quanto 1 lieviti in fermentazione competono con le polifenolossidasi per il
consumo dell’ossigeno disponibile. Gli antociani possono subire direttamente
I’ossidazione ad opera delle perossidasi e laccasi con conseguente perdita di colore. Le
glicosidasi spesso possono essere aggiunte nel corso della vinificazione per idrolizzare
le pectine e quindi con lo scopo di incrementare 1’estrazione dei composti fenolici o per
favorire il rilascio di composti volatili dei relativi precursori glicosidici. Percio la
degradazione degli antociani da parte delle glicosidasi da come risultato la formazione
degli agliconi e quindi una perdita di colore. Questa puo essere favorita dalla presenza
di acilesterasi.

Le reazioni chimiche sono una sorta di addizione antociani-tannini che pud essere
diretta o coinvolgere anche I’acetaldeide (Escribano-Bailon et al., 2001). Si tratta di
processi di addizione nucleofila nei quali gli antociani e i tannini possono essere sia
elettrofili che nucleofili: infatti gli antociani hanno la carica positiva della forma flavilio
(AH") e si comportano da elettrofili, mentre i tannini, avendo un eccesso di elettroni

nella loro molecola (C-6, C-8), agiscono da nucleofili.
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I tannini della buccia sono estratti insieme agli antociani all’inizio della macerazione,
mentre 1 tannini dei vinaccioli sono solubilizzati dopo che la cuticola viene disciolta
dall’etanolo, ossia verso la meta della fermentazione alcolica e la loro estrazione
prosegue in fase post-fermentativa.

L’intensitd colorante raggiunge un valore massimo all’inizio della macerazione (in
qualche caso essa aumenta ancora in seguito) per 1’estrazione degli antociani dell’uva
nella quale si trovano sotto forma pitt 0 meno copigmentata. Segue una diminuzione, in
una seconda fase, attribuita all’alcool che rompe il legame antociani-copigmenti, e poi,
in una terza fase, I’intensita colorante pud eventualmente aumentare di nuovo, in
concomitanza con la formazione di associazioni tannini-antociani (Ribéreau-Gayon et
al., 1998).

La fine della fermentazione alcolica e della macerazione post-fermentativa sono
caratterizzate, a volte, da estrazioni spinte delle vinacce e da modifiche di struttura dei
pigmenti, come polimerizzazione dei tannini e formazione di complessi tannini-
antociani. Questi fenomeni hanno un’incidenza sensoriale variabile, in funzione della

natura dell’uva e ella sua composizione.
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3.4 LO STATO COLLOIDALE

I colloidi, sostanze di natura chimica assai complessa ed eterogenea tra le quali
rientrano a pieno titolo i tannini, rivestono un ruolo di primaria importanza nei processi
di elaborazione e sulle caratteristiche e qualita del vino, nonché per I’importanza che
ricoprono per lo studio e la caratterizzazione dei coadiuvanti enologici.

In realta, ¢ corretto parlare non tanto di colloidi, bensi di comportamento colloidale di
alcune specie chimiche in determinate condizioni.

I colloidi sono particelle che fanno parte dei sistemi dispersi (tab. 2); infatti le loro
dimensioni risultano intermedie tra le piu grosse molecole delle soluzioni vere e le piu
piccole particelle in sospensione. Rispetto alle sostanze in soluzione i colloidi hanno
grandi dimensioni, variabili da 2 a 100 nm, ma possono arrivare anche a dimensioni di
1000 nm e sono costituiti approssimativamente da 10°+10° atomi per particella
(Zsigmondy, 1905; Ostwald , 1917 e Staudinger,1947): la loro piccola taglia spiega la
bassa velocita di sedimentazione spontanea, che ¢ direttamente proporzionale al
quadrato del raggio delle particelle (Legge di Stokes). Le forme cosi ridotte rendono
difficile la loro determinazione attraverso 1’uso dei microscopi ottici ed ¢ quindi

possibile rilevarli solo attraverso la diffusione della luce, la sedimentazione o 1’osmosi.

Tabella 2 — Caratteristiche dei sistemi dispersi (Ribéreau-Gayon et al. 1998, modificata).

Tipo

A . Dimensione (nm Proprieta
di dispersione (nm) P

o Elevata diffusivita
Soluzioni < e Separati solo da membrane osmotiche
¢ Non diffondono la luce visibile
e Non sono visibili
2-100 ¢ Non diffondono
Sol Eecezionalmente | ® Separabili solo da membrane di ultrafiltrazione
fino a 1000 e Visibili all’ultramiscroscopio
e Sedimentano con difficolta
e Separabili mediante filtrazione o
Sospensione >1000 centrifugazione

Visibili al microscopio ottico
e Sedimentano facilmente
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Queste particelle si possono presentare in diversi stati (Ribéreau-Gayon et al. 1976):
SOL.: stato fluido, elastico e debolmente viscoso, soluzione colloidale dove le particelle
sono libere le une rispetto alle altre;

GEL: le particelle non sono mobili e sono riunite in ammassi dove sono impediti i
movimenti browniani;

GELATA: massa unica ottenuta da sostanze amorfe che rigonfiano in un liquido adatto.

I passaggi tra i diversi stati sono riportati in figura 12:

Peptizzazione Sineresi
Sol Gel  + o
. gelificata
Flocculazione ‘I

Coagulazione

Figura 12 - Schema delle trasformazioni colloidali. (Ribéreau-Gayon et al.,1998).

I colloidi possono essere macromolecole o aggregati di piu molecole (micelle); su
questa osservazione si basa una classificazione in colloidi macromolecolari e colloidi
micellari.

I colloidi macromolecolari sono costituiti da molecole legate attraverso legami
covalenti la cui carica elettrica ¢ dovuta alla dissociazione dei gruppi funzionali, acidi o
basici. Questi colloidi, facilmente solvatabili, sono molto stabili sia grazie alle
repulsioni superficiali sia alla idrofilicita, la quale garantisce uno strato idratato alla
macromolecola. Essi sono costituiti da molecole di grandi dimensioni: nel vino sono le
proteine, i1 polisaccaridi e alcune frazioni fenoliche. I colloidi protettori di interesse
enologico sono macromolecole caratterizzate dalla contemporanea presenza di gruppi
idrofili e idrofobi in grado di stabilizzare i colloidi micellari come quelli dovuti a
composti fenolici dei vini o complessi tanno-proteici.

I colloidi micellari sono aggregati di piu molecole della medesima o diversa specie
chimica coesi da forze deboli di Van der Waals o legami idrogeno o da cariche
elettriche opposte o dall’insieme di queste forze di superficie; nel vino gran parte delle
molecole che li compongono sono idrofobe. I colloidi micellari sono presenti nei vini e
sono rappresentati da composti fenolici condensati e sostanze coloranti colloidali,

residui di fosfato ferrico, solfuro di rame ferrocianuro ferrico (Riberéau-Gayon, et al.
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1998). La particolarita delle sostanze colloidali risiede nelle loro proprieta fisico-

tecnologiche (Ribéreau-Gayon, et al. 1976):

»  sono dotate di un moto Browniano piu lento;

»  attraversano con difficolta le membrane dializzanti, alcune possiedono un forte
potere colmatante;

»  sono visibili all’ultramicroscopio;

A\

danno dei precipitati amorfi;

» le temperature di ebollizione e di congelamento del mezzo non risultano
modificate dalle loro concentrazioni; a congelamento ed ebollizione si ottengono
comunque due distinte fasi, una liquida e ’altra dispersa;

»  hanno composizioni non definite;

»  la precipitazione per avvenire non necessita né¢ di una soluzione piu concentrata,
né di un’agente specifico e né segue regole stechiometriche;

»  diffondono la luce visibile (effetto Tyndall)

»  le reazioni che determinano gli intorbidamenti non coincidono con il limite del

prodotto di solubilita.

3.4.1 Stabilita e flocculazione dei colloidi

Una sostanza quando si comporta in dispersione come colloide ¢ caratterizzata da
interazioni con il mezzo che non sono legami o interazioni chimiche, ma da
comportamenti di superficie regolati dal moto Browniano, dalle forze di Van der Waals
e dalla carica elettrica. Il moto Browniano ¢ il moto disordinato e casuale di cui sono
dotate le particelle in sospensione in un fluido, ¢ indipendente dai moti convettivi o
dalle perturbazioni interne del fluido, quindi descrivibile con la teoria cinetica, secondo
la quale 1 fluidi in cui si osserva il fenomeno sono costituiti da innumerevoli molecole
che urtano continuamente ed in ogni direzione, le particelle in sospensione; esso €
strettamente correlato all’energia termica delle particelle ed esso conferisce stabilita allo
stato colloidale; rispetto ai soluti ¢ assai limitato (bassa diffusione); le altre forze sono
quindi piu importanti.

Le forze di Van der Waals sono attrattive , direttamente proporzionali al diametro della
particella e inversamente proporzionali alla distanza fra le particelle. Se la distanza delle

particelle ¢ inferiore al loro raggio, le forze di Van der Waals di attrazione sono
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maggiori dell’agitazione termica e se le altre forze di repulsione (carica elettrica
superficiale) sono deboli o neutralizzate, esse prendono il sopravvento causando
I’ingrossamento dell’aggregato colloidale e la sua precipitazione.

I colloidi, in relazione alle caratteristiche del mezzo, in particolare il pH, possono
presentare sulla loro superficie una carica elettrica che potra essere di segno positivo o
negativo; maggiore ¢ la carica e tanto piu stabile sara il colloide in quanto cariche di
segno uguale esercitano una forza di repulsione opponendosi alla coesione delle
particelle. La carica elettrica superficiale ¢ determinata in particolare dalla presenza di
gruppi nucleofili ed elettrofili. Tutti i colloidi del vino, tranne le proteine, presentano
carica elettrica superficiale negativa.

Al variare del pH 1 colloidi assumono una carica elettrica pit o meno elevata che si
annulla a un determinato valore di pH (punto isoelettrico), al di sopra del quale
assumono carica negativa, mentre il segno si inverte a pH inferiori. Qualora la carica
fosse neutralizzata, il sistema da stabilizzato diverrebbe instabile, consentendo dapprima
I’aggregazione fino ad un peso critico e quindi la flocculazione. Per i colloidi idrofobi ¢
sufficiente 1’elisione della carica, per quelli idrofili ¢ indispensabile anche la
disidratazione affinché sia eliminata la solvatazione che circonda la particella. La
distribuzione della carica elettrica sulla superficie di una particella colloidale ¢

schematizzata nella figura 13.
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Figura 13 - Ripartizione delle cariche sul “doppio strato” attorno ad una particella colloidale carica
(Saucier, 1997).

Sulla superficie della particella ¢ presente un primo strato ben aderente, denso di cariche
e quindi a elevato potenziale (strato di Stern) di segno opposto rispetto alla carica

presente all’interno della particella, piu all’esterno ¢ presente un secondo strato (di
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Gouy-Chapman) in cui i contro ioni sono presenti in maniera diffusa. Solo questo
secondo strato puo essere in parte perturbato da fattori quali 1’agitazione termica (moto
browniano) o il movimento della particella o del mezzo in cui il colloide si trova;
proprio su questo principio si basa una tecnica analitica utilizzata nel presente lavoro
per la valutazione della carica elettrica superficiale. Il potenziale limite a confine tra i
due strati ¢ il potenziale  (zeta), esso condiziona in maniera fondamentale il
comportamento colloidale. Il fenomeno colloidale di maggior rilievo ¢ la loro
separazione dal mezzo in determinate condizioni; i meccanismi, schematizzati in fig. 1,
dipendono dal comportamento di superficie dei colloidi e quindi dalle loro cariche
elettriche superficiali e dalle forze di Van der Waals (elevate per 1 colloidi idrofobi), le
prime con effetto di repulsione, le seconde di attrazione tra le particelle. Inoltre possono
intervenire fattori quali la temperatura, il pH, la salinita del mezzo, 1’apporto di cariche;
in ogni caso ¢ necessario che si verifichi il prevalere delle forze di attrazione rispetto a
quelle di repulsione. La teoria che descrive la cinetica di precipitazione dei colloidi
(Riberéau-Gayon et al. 1976) prevede, qualunque sia il loro tipo, micellari idrofili,
macromolecolari idrofobi, I’annullamento della carica superficiale e la disidratazione
degli stessi, qualora idratati (fig. 14). La disidratazione dei colloidi idrofili puo avvenire
per riscaldamento oppure in presenza di sostanze ad azione desolvatante come tannino,
alcool, ma soprattutto 1’azione di elettroliti o di sali ¢ indispensabile per favorire

I’unione delle particelle e la conseguente flocculazione.

Colloide idrofilo carico Colloide idrofobo carico
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Figura 14— Schema della flocculazione di un colloide idrofilo a seguito della eliminazione dei due fattori
di stabilita: carica elettrica e idratazione (Ribéreau-Gayon et al., 1976).
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Le proteine cariche positivamente interverrebbero sulle sostanze polifenoliche del vino
formando un complesso tannino-proteina, secondo cui il tannino adsorbirebbe la
solvatazione della proteina, denaturandola per disidratazione (Riberéau-Gayon et al.,
1976) oppure per sola denaturazione dovuta ad adsorbimento (Kawamoto et al., 1997).
I1 colloide formato elettronegativo ed idrofobo non precipita finché la carica superficiale
non sia annullata per intervento dei sali presenti in soluzione.

Secondo una piu recente teoria sul comportamento colloidale dei tannini, 1’idratazione
dei colloidi, cosiddetti idrofili, € trascurabile; 1’associazione delle molecole dei tannini
in particelle determina un considerevole aumento delle forze di Van der Waals tra

tannini e proteine, per formare degli aggregati che precipitano (Saucier, 1997) (fig. 15).
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Figura 15 - Modello delle proprieta colloidali dei flavonoli (tannini) (Saucier, 1997).

3.4.2 Studio delle sostanze colloidali

Inizialmente per studiare le sostanze colloidali dei mosti e dei vini si usavano tecniche
riconducibili alla filtrazione, alla gel-cromatografia ed all’elettroforesi (Usseglio-
Tomasset, 1978; Ribéreau-Gayon et al., 1980); esse hanno permesso di ampliare le
conoscenze sulla struttura e sulla composizione chimica di queste sostanze, senza

peraltro fornire informazioni esaurienti riguardo alle proprieta chimico-fisiche e al loro
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comportamento nel corso dei trattamenti e nei processi di elaborazione dei mosti e dei
vini.

In seguito sono state sviluppate nuove tecniche per valutare gli aspetti fino ad allora
trascurati. Fra queste ricordiamo il conteggio elettronico delle particelle tipo Coulter
(Lafon-Lafourcade, 1968) e le tecniche di misura della dimensione delle particelle
mediante diffrazione di radiazioni a diverse lunghezze d’onda: nel visibile mediante
nefelometria e turbidimetria (Mandrau, 1974), nell’infrarosso, con raggi X (Franz et al.,
1993), con luce laser per la determinazione del “particle sizing”, mediante valutazione
della loro mobilita in un campo elettrico sfruttando fenomeni di diffrazione della luce
per dedurne sia le dimensioni che la carica elettrica o sfruttando altri principi

elettrocinetica come 1’elettro-osmosi o il potenziale di sedimentazione (Hunter, 1981).
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3.5 CARATTERIZZAZIONE DI PREPARATI DI TANNINO

AD USO ENOLOGICO - LO STATO DELL’ARTE E METODI

ALTERNATIVI

Poter effettuare una caratterizzazione approfondita dei tannini ¢ essenziale per sfruttarne

appieno le potenzialita enologiche (Herderich e Smith, 2005; Sarneckis et al., 2006;
Hummer e Schreier, 2008; Sanz ef al., 2008).

Con riferimento alle metodiche ufficiali stabilite nel Codex (Enologique International

(2009) de [’OIV, ¢ possibile definire 1’origine botanica dei tannini mediante 1’ausilio dei

seguenti principi:

analisi dello spettro d’assorbimento nell’ultravioletto
contenuto in flavanoli, proantocianidine, acido digallico e scopoletina
mediante analisi GC/MS dei monosaccaridi e polialcoli

caratterizzazione dei tannini proantocianidici mediante HPLC accoppiata alla

spettrometria di massa (MALDI-TOF)

Altre analisi previste sono:

sostanze non tanniche

perdita durante essicatura

ceneri

arsenico

ferro

piombo

mercurio

fenoli totali

studio della natura dei tannini attraverso il metodo DMACH per valutare i1 tannini
proantocianidici e il metodo dell’acido nitroso per la stima degli ellagitannini
metodi di estrazione (IS solubility indicator e lex extractability indicator)

potere colorante
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Oltre alla valutazioni descritte dall’OIV si possono aggiungere metodi di valutazione
alternativi, come la misura della carica elettrica superficiale (CES), del diametro
idrocolloidale (SIZE) e del potenziale zeta (), con lo scopo di valutare piu in dettaglio
la qualita del tannino e i suoi effetti dopo 'aggiunta. Mediante I'uso di uno Streaming
Current Detector ¢ possibile controllare la carica elettrica superficiale (CES), questo
permette di gestire al meglio e ottimizzare la gran parte dei processi tecnologici che
prevedono l'impiego di tannino.

I tannini presentano carica elettrica al pH del vino, pertanto la valutazione di questo
importante parametro consente di conoscere al meglio le qualita enologiche dei tannini
stessi.

La misura della CES ¢ una tecnica alla portata delle cantine, dei laboratori di consulenza
e delle aziende che producono o commercializzano coadiuvanti.

In aggiunta a questa tecnica si pud utilizzare uno strumento analitico decisamente
interessante e complementare al precedente, la misura del diametro dei colloidi e delle
macromolecole mediante diffusione dinamica della luce laser (DLS — dynamic light
scattering). Si ottiene un’informazione sul diametro delle particelle di tannini. Tale
possibilita analitica, piu alla portata di laboratori di ricerca, consente di approfondire
alcuni aspetti legati all’impiego dei tannini.

Recentemente sta aumentando 1’interesse delle tecniche che forniscono una misura
quantitativa della carica delle particelle colloidali nelle sospensioni liquide. La tecnica
della diffusione elettroforetica della luce, detta anche mobilita elettroforetica (ELS-
Electrophoretic Light Scattering), che misura il “potenziale zeta” delle suddette
particelle, ¢ una di queste tecniche. L’analisi del potenziale zeta mediante ELS non
richiede particolari accorgimenti; pud essere effettuata efficacemente in particolari
situazioni applicative, come nelle analisi tradizionali di laboratorio. Fortunatamente,
I’analisi del potenziale zeta con ELS puo essere collegata perfettamente in senso
tecnologico all’analisi delle particelle mediante diffusione dinamica della luce laser
(DLS). Attribuendo a uno strumento ELS la capacita di determinare il potenziale zeta
delle particelle colloidali in maniera semplice e rapida, non si ¢ piu limitati a prevedere
la stabilita futura di un sistema colloidale semplicemente dalla sua distribuzione delle
dimensioni delle particelle (Particle Size Distribution - PSD). Quest’ultima fornisce, al

massimo, solo una singola “fotografia istantanea” dello stato d’aggregazione del
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sistema. Cosi come una misura isolata della PSD non ¢ in grado di prevedere realmente
il futuro grado di aggregazione delle particelle. Per questo scopo, una misura del

potenziale zeta ¢ assolutamente necessaria.
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4 SCOPO DEL LAVORO

L’obiettivo del presente lavoro ¢ studiare I’applicabilita di una serie di parametri
analitici innovativi di semplice determinazione al fine della caratterizzazione dei
preparati di tannino commerciale con lo scopo di stimare piu dettagliatamente la qualita
di ogni specifico preparato. Infatti, in aggiunta ai test usuali riportati nel Codex
(Enologique International, si sono sperimentate tecniche analitiche alternative, come la
misura della carica elettrica superficiale (CES), la misura del diametro idrocolloidale
(SIZE) delle particelle mediante tecnica della diffusione dinamica della luce laser
(Dinamic Light Scattering - DLS) e la determinazione del potenziale zeta dei tannini
sfruttando la tecnica della mobilita elettroforetica (Electrophoretic Light Scattering -
ELS).

Come riscontro tecnologico in cantina si sono inoltre valutati gli effetti dell’aggiunta
degli stessi in vinificazione per la produzione di Corvina IGT nell’annata 2009.

Con questo studio si pongono le basi per una serie di analisi di facile applicazione e di
immediata efficacia utilizzabili per la caratterizzazione di preparati commerciali di

tannino, facilmente fruibili da cantine, laboratori di consulenza e centri di ricerca.
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S MATERIALI E METODI

5.1 CONTROLLO QUALITA TANNINI

5.1.1 Tannini valutati
Oggetto di studio sono stati quindici diversi preparati di tannino commerciale ad uso

enologico di diversa origine botanica (tab. 3) forniti dalle ditte EverIntec e Ferrari.

Tabella 3 — Tannini valutati.

Codice Provenienza Natura
Castagno Castagno Idrolizzabile
Ciliegio Ciliegio Idrolizzabile
Galla 1 Noce di galla Idrolizzabile
Galla 2 Noce di galla Idrolizzabile
Quebracho 1 Quebracho Condensato
Quebracho A Quebracho Condensato
Quebracho E Quebracho Condensato
Quebracho S Quebracho Condensato
Quercia 1 Quercia Idrolizzabile
Quercia 2 Quercia Idrolizzabile
Quercia 3 Quercia Idrolizzabile
Tara Tara Idrolizzabile
Uva 1 Uva Condensato
Uva 2 Uva Condensato
Uva 3 Uva Condensato

Nota: nello specifico “Quebracho A” sta a indicare che il solvente utilizzato per

I’ottenimento degli estratti del tannino in questione ¢ ’acqua, “Quebracho E” fa

riferimento all’etanolo come solvente e “Quebracho S all’etere dietilico.
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Ai fini sperimentali, a seconda delle varie analisi, diverse concentrazioni di tannino
commerciale sono state solubilizzate in un litro di tampone tartarico-alcolico (5g/L di
acido tartarico , sciolti in etanolo al 12% e tamponati a pH 3.5 con NaOH).

Come indici utili per la caratterizzazione dei tannini oggetto dello studio, si ¢ fatto

ricorso all’utilizzo delle metodologie analitiche di seguito riportate.

5.1.2 Analisi degli spettri UV-VIS

Gli spettri UV-VIS e le altre determinazioni spettrofotometriche sono state realizzate
mediante spettrofotometro Jasco V-530 tranne per 1’analisi del DPPH eseguita con
spettrofotometro Schimadzu UV-2501PC.

I tannini sono stati analizzati ad una concentrazione di 1 g/L in tampone tartarico-
alcolico.

Nel caso degli spettri VIS si valuta I’andamento dell’assorbanza nell’intervallo
compreso tra 350nm e 700nm effettuando la lettura contro acqua distillata in cella con
un cammino ottico da un centimetro.

Per quanto riguarda gli spettri UV si prende in considerazione I’andamento
dell’assorbanza nell’intervallo compreso tra 210nm e 350nm; la soluzione del campione
st diluisce 1:50 con acqua. Si effettua poi la lettura con una cuvetta avente un percorso

ottico di un centimetro in quarzo contro acqua deionizzata.

5.1.3 Analisi colorimetrica

Per I’analisi colorimetrica ¢ stato utilizzato un colorimetro prodotto dalla Minolta
(Giappone) modello CR-200.

L’analisi ¢ stata effettuata direttamente su polvere di tannino utilizzando il sistema
CIELab. Il sistema prevede 1’utilizzo di tre parametri: L*, b*, a*.

L* indica la luminosita mentre a* e b* le coordinate di cromaticita: +a* ¢ la direzione
del rosso, -a* ¢ la direzione del verde, +b* ¢ la direzione del giallo e -b* ¢ la direzione

del blu.
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5.1.4 Misurazione della carica elettrica superficiale (CES)

La misura della quantitd di carica elettrica superficiale ¢ stata possibile grazie
all’utilizzo di un rivelatore delle cariche delle particelle prodotto dalla Mutek
(Germany) modello PCD-03 Particle Charge Detector (fig. 21), interfacciato con un
titolatore automatico mod. MICRO TT 2050 (Crison, Spagna) che consente 1’aggiunta
di un polielettrolita (Ferrarini et al., 1996; Ferrarini ef al., 1998).

La strumentazione ¢ costituita da un recipiente cilindrico in politetrafluoroetilene
(PTFE), corredato di due elettrodi in oro posti sulla parte superiore ed inferiore e
collegati ad un amplificatore. Nel recipiente si trova un pistone, sempre in PTFE che
provoca, attraverso un movimento oscillante verticale a frequenza costante, lo

scorrimento del liquido lungo le pareti del recipiente (fig. 16).

Soluzione Pistone

Elettrodo

Contenitore

Elettrodo

Figura 16 — Recipiente di misurazione del rilevatore delle cariche delle particelle (Lagune, 1994).
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Figura 17 — Principio della misura della carica elettrica superficiale mediante Streaming Current Detector
(SCD) mod. PCD-02 prodotto dalla Mutek.

Quando una soluzione di particelle ioniche ¢ posta nel recipiente del rivelatore, queste
sono attorniate dal loro doppio strato di contro-ioni (fig. 17); le forze di Van der Waals
sono allora responsabili di fenomeni di assorbimento sulle superfici del recipiente e del
pistone. Il movimento oscillante del pistone (A) determina lo scorrimento della fase
liquida lungo le pareti, consentendo di ammassare 1 contro-ioni dello strato diffuso in
una nuvola che si allontana dall’insieme particella — strato fisso (fig. 18). Si crea, in
questo modo, una differenza di potenziale tra la nuvola dello strato diffuso da una parte
e I’insieme particella — strato fisso dall’altra. Si tratta del “potenziale di flusso iniziale”,
indicato con PEI (Potentiel d’Ecoulement Initial), che ¢ misurato mediante 1’impiego di
due elettrodi incorporati nel recipiente ed espresso in mV: questa grandezza indica il

segno delle particelle oggetto di studio (Ribéreau-Gayon et al., 1998).
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Superficie in
politetrafluoroetilene (PTFE)

Sistema chimico studiato
carico positivamente

D
@ Contro-ioni negativi

@ Strato fisso

@ Strato diffuso

@ Polielettrolita anionico

A Movimento oscillante del pistone
B Aggiunta di polielettrolita anionico
PE Potenziale di flusso

Potenziale di flusso iniziale

PEI

Figura 18 — Reazioni che avvengono, all’interno della soluzione, durante la titolazione di una sostanza

cationica (Lagune, 1994).

L’aggiunta di ioni di segno opposto (polielettrolita — B) consente di neutralizzare la
carica e azzerare il potenziale PEI (fig. 19). La misura della quantita di polielettrolita
necessaria alla neutralizzazione permette di calcolare la densita delle cariche di
superficie, indicata con d, espressa in meq di polielettrolita /g o /mL. Si tratta di una
caratteristica del sistema studiato, in condizioni definite. Quando esso presenta una
carica positiva, s’impiega un polielettrolita anionico (polietilensulfonato di sodio,

indicato PES-Na); quando la carica ¢ negativa, un polielettrolita cationico (cloruro di

poliallildimetilammonio, indicato come polyDADMAC).

e V,
Punto di fine titolazione *

PEI

Potenziale
di flusso (mV)

Volume di
polielettrolita
cationico (mL)

PEI:
Potenziale di flusso iniziale

Figura 19 — Determinazione della densita delle cariche superficiali di una specie anionica, per titolazione

con un polielettrolita cationico (Lagune, 1994).
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La titolazione ¢ rappresentata da una curva (fig. 20). Nel caso di un sistema con carica
negativa Vo (mL) ¢ il volume di polielettrolita necessario per ottenere PE = 0; questo
volume consente di calcolare la densita delle cariche di superficie del sistema studiato,
espressa in meq/L o meq/mL, a seconda del sistema (Ribéreau-Gayon et al, 1998).
L’analisi effettuata nel presente lavoro consiste in una titolazione potenziometrica di 10
ml di campione alla concentrazione di 1 g/ con un polielettrolita cationico
(Polidiallildimetilammoniocloruro N/1000, noto come Poly-DADMAC). Lo strumento
utilizzato fornisce il valore in mV del potenziale di flusso del campione e la carica
superficiale delle particelle colloidali (meq/L di carica negativa).

I dati delle due analisi, streaming potential e titolazione sono stati forniti attraverso
interfaccia con stampante che ha permesso 1’individuazione anche grafica degli

andamenti delle titolazioni.
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Figura 20 — Esempio di stampata di una curva di titolazione.
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Figura 21 — Misuratore di carica elettrica (Particle Charge Detector), Mutek PCD-03.

5.1.5 Misurazione del diametro idrocolloidale (particle size) e del potenziale

zeta (zeta potential)

5.1.5.1 Caratteristiche tecniche dello strumento utilizzato

Lo strumento utilizzato per questo tipo di analisi ¢ il Nicomp ™ 380/ZLS (Zeta
Potential/Particle Sizer — PSS NICOMP, Santa Barbara, California, USA) (Fig. 22).

I Nicomp 380/ZLS combina le tecniche DLS (Dinamic Light Scattering) ed ELS
(Electrophoretic Light Scattering) con lo scopo di misurare sia la distribuzione delle
dimensioni delle particelle che il potenziale zeta in un unico strumento compatto.

Lo strumento NICOMP 380/ZLS in versione standard ¢ dotato di un diodo laser da 15
mW e un detector PMT con due fibre ottiche: una fissa a 90 gradi per la misura delle
dimensioni delle particelle e I’altra a 19 gradi per il potenziale zeta. Il campione ¢
introdotto con cuvette idonee in plastica. L elettrodo standard ¢ in platino. Quello in oro
¢ disponibile su richiesta. Lo strumento utilizzato per il presente lavoro dispone come
optional di un modulo multi — angolo per poter effettuare misurazioni di tipo DSL piu
sensibili di determinate dimensioni delle particelle cambiando I’angolo di rilevamento
tra 14,4 e 170,1 gradi. Di rilevante importanza per la buona riuscita dell’analisi ¢

I’impostazione dei valori dell’indice di rifrazione e della viscosita.
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Figura 22 — Misuratore del potenziale zeta/diametro idrocolloidale PSS-NICOMP 380/ZLS.

5.1.5.2 Dinamic Light Scattering

La misura viene effettuata mediante diffusione dinamica della luce (Dinamic Light
Scattering, DLS) (Harding et al., 1992); questa permette di ottenere informazioni
accurate sulle dimensioni delle particelle dei coadiuvanti durante tutte le varie fasi
tecnologiche. Questa possibilita analitica, maggiormente alla portata di centri di ricerca,
permettera di amplificare sensibilmente diversi aspetti ancora poco noti sull’utilizzo dei
coadiuvanti enologici.

Negli ultimi anni, la DLS ¢ risultata essere un’indispensabile metodica analitica per
caratterizzare la distribuzione delle dimensioni delle particelle sospese in un solvente
(solitamente acqua). La capacita analitica di questa tecnologia ¢ piu evidente se
applicata a particolari particelle con diametro inferiore ai 300 nm, dove le piu
competitive tecniche di misurazione perdono la loro efficienza o falliscono
completamente. Di conseguenza, gli strumenti basati sul principio DLS sono stati
intensivamente sfruttati per caratterizzare un’ampia gamma di sistemi particolati,
comprendenti polimeri sintetici (ad es. lattici, PVC, ecc.), emulsioni olio/acqua e
acqua/olio, vescicole, micelle, macromolecole biologiche, pigmenti, tinture, siliconi,

elementi metallici, ceramiche e numerosi altre sospensioni colloidali e dispersioni.
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5.1.5.3 Misurazione del diametro idrocolloidale (particle size)

I tannini sono stati analizzati ad una concentrazione di 5 g/l in tampone tartarico-
alcolico.

Il Nicomp 380/ZLS sfrutta il principio della diffusione dinamica della luce (DLS) al
fine di ottenere la distribuzione delle dimensioni delle particelle per campioni con
particelle comprese tra 1 nm fino a 5 micron. Attraverso 1’utilizzo di particolari
algoritmi (analisi NICOMP), il 380/ZLS ¢ in grado di analizzare distribuzioni
multimodali complesse con la miglior risoluzione e riproducibilita disponibili sul
mercato.

La diffusione dinamica della luce laser (DLS) conosciuta anche come spettroscopia di
correlazione del fotone (Photon Correlation Spectroscopy — PCS) lavora innanzitutto
misurando I’intensita della luce diffusa a un angolo definito (90°). Lo strumento con cui
si sono effettuate le misurazioni del presente lavoro prevede come optional un modulo
Multi — angolo per poter effettuare misurazioni di tipo DSL piu sensibili in quanto le
particelle con dimensioni maggiori di 200 nm non diffondono la luce isotropicamente in
tutte le direzioni. In questo modo ¢ possibile effettuare misurazioni di tipo DLS piu
sensibili di determinate dimensioni delle particelle cambiando I’angolo di rilevamento
tra 14,4 ¢ 170,1 gradi.

L’intensita della luce diffusa in una particolare direzione mediante dispersione delle
particelle tende a cambiare periodicamente con il tempo. Queste variazioni dell’intensita
in funzione del tempo sono causate dal cambiamento costante della posizione delle
particelle a causa dei moti Browniani (fig. 23). Gli strumenti DLS riescono a ricavare,
dal rapporto intensita/tempo, una funzione di correlazione. Questa funzione correlativa

di diminuzione esponenziale ¢ analizzata per tempi di decadimento caratteristici.
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Figura 23 — Rappresentazione del moto browniano di una particella in soluzione
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La macchina effettua la singola lettura in un intervallo di tempo (5+10 minuti) richiesto
automaticamente con criteri legati sia a parametri scelti che statistici, automaticamente
impostati.

Il programma di gestione della macchina fornisce, tramite I’interfaccia grafica due
interpretazioni statistiche dei dati, una di Gauss standard e ’altra nominata Nicomp-
distribution, a seconda del valore del chi quadro I’elaboratore consiglia 1’'una o ’altra

(grafici 1 e 2).

REL. INTENS-WT GAUSSIAN DISTRIBUTION Solid Particle
E—— | — = Run Time
100 £ 3 hr:min:sec
E = 0: 5:40
80 3 Chi Squared
- E 7.85
60 | Auto B.Adj.
E = 0.01 %
0 E E Ch.1 Data
g E X1000
20 | E 172
- | Mean
= : i Diff. Coeff.
20 50 100 200 500 1K 2K cm2{sec
Diam [nm] -> CHI Squared Large; Use NICOMP Analysis 1.7e-008
Mean Diam.[nm] X Coeff. of Var'n. = Stnd. Dev.[nm]
274.3 0.515 141.383
Printout ID:  sample
Grafico 1 — Gaussian distribution
REL. INTENS-WT NICOMP DISTRIBUTION Solid Particle
3 i — p— =1 Run Time
100 E E hr:min:sec
= = 0: 5:40
80 E Fit Error
= E 9.83
60 F é Residual
5 3 0.00
= é % Gaussian
E 1 1 ! E Chi Squared
20 E ' ' s 7.8%
£ i E Ch.1 Data
0 = = X1000
10 20 50 100 200 500 1K 172
Diam [nm] ->

Diameterinm] : #1—111.8 nm #2—425.4 nm
S.Dev.[nmi26] : 14.5 nm [13.0%) 47.3 nm [11.1%)
Percent : 22.7% 77.3%

Printout ID:  sample

Grafico 2 — Nicomp distribution
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Innanzitutto ¢ indispensabile evidenziare che la maggior parte dei campioni d’interesse
pratico differisce dal caso ideale, in altre parole la situazione di soluzioni
“monodisperse” (stesso diametro, forma e massa). I campioni reali solitamente
contengono un’ampia variabilita di diametri, spesso dall’ampiezza notevole, e vengono
per questo definiti, “polidispersi”. Una distribuzione delle dimensioni delle particelle
puo essere considerata concettualmente semplice, composta di una popolazione singola
e a picco unico (unimodale) di diametro e larghezza ben definiti. Oppure, la
distribuzione puo essere quantitativamente piu complessa, somigliando a due picchi ben
distinti (una distribuzione bimodale), oppure una figura ancora piu complicata.

Sono state sviluppate due procedure matematiche particolarmente differenti tra loro,
dette anche algoritmi, per analizzare 1’autocorrelazione di alcuni specifici parametri,
relativi alla natura intrinseca delle dimensioni delle particelle studiate. Il software in
dotazione con lo strumento sceglie automaticamente la piu appropriata delle due
procedure analitiche e fornisce all’utilizzatore una rapida e accurata misura (“qualita
della misura”), della distribuzione calcolata, risultante dal particolare metodo d’analisi
scelto.

I1 limite dell’analisi gaussiana deriva dal fatto che questo metodo ¢ intrinsecamente
limitato a descrivere solamente distribuzioni delle dimensioni di particelle semplici,
popolazioni a singolo picco (unimodali). Distribuzioni pit complesse, come quelle
unimodali o bimodali molto asimmetriche, sono interpretate erroneamente dall’analisi
gaussiana; il grado di errore potra essere quantitativo o qualitativo, in funzione della
precisa forma dell’esatta distribuzione. L’unica indicazione dell’esistenza di
distribuzioni pit complicate ¢ la necessita di avere un valore maggiore del Chi quadrato.
Questa particolare richiesta informa 1’operatore in termini inequivocabili che il risultato
dell’analisi gaussiana ¢ inappropriato. In questo caso, un nuovo approccio per analizzare
1 dati rilevati ¢ chiaramente imprescindibile. L’analisi della distribuzione NICOMP
fornisce un metodo alternativo necessario per analizzare la funzione di autocorrelazione.
Contrariamente all’analisi gaussiana, non comporta assunzioni “a priori” della forma
della distribuzione finale. Piuttosto che riferirsi a soli due parametri (piu, possibilmente,
la correzione della linea di base), 1’analisi della distribuzione produce tre, o anche
quattro parametri indipendenti, cosi come la correzione della linea di base. Affinché il

risultato dell’informazione (ad es. il numero dei parametri), fornito potenzialmente
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dall’analisi della distribuzione, superi quello ottenuto mediante analisi gaussiana, sono
generalmente necessari piu dati nella funzione di autocorrelazione per ottenere un
risultato certo. Questo ¢ semplicemente un presupposto per ottenere maggior
accuratezza statistica, o segnale di rapporto con il rumore di fondo, nella funzione di
autocorrelazione. Per ricavare maggiori informazioni riguardo a situazioni complesse ¢
necessario acquisire maggiori dati di intensita diffusa. Mentre la stessa regola ¢
implicita nel caso dell’adattamento del risultato nell’analisi gaussiana, ¢ molto piu
complessa nel caso dell’analisi NICOMP. La procedura matematica generale che ¢
sfruttata nell’analisi riservata allo studio della distribuzione NICOMP si riferisce
all’inversione della trasformazione di Laplace (Inversion of the Laplace Transform,
ILT); questa tecnica specifica ¢ stata inoltre utilizzata per analizzare un’ampia varieta di
problemi in altre aree scientifiche, non correlate allo studio della diffusione della luce.
La specifica procedura matematica ¢ una versione molto raffinata del calcolo dei minimi
quadrati utilizzata nell’analisi gaussiana (cumulativa): ¢ riferita ad analisi dei minimi

quadrati non-lineari (Nonlinear Least-Squares, NLLS).

La tecnica DLS presenta parecchi vantaggi rispetto ad altre tecnologie basate sulla
diffusione della luce laser. In primo luogo, ¢ una misurazione assoluta, dove la
conoscenza della composizione delle particelle sospese non ¢ necessaria. Questo puo
essere utile se le proprieta ottiche delle particelle sospese non sono conosciute oppure se
la sospensione ¢ composta da particelle con differenti proprieta ottiche. In secondo
luogo, la DLS puo misurare le particelle fino a 1 nm, che ¢ ideale per fornire misure di

nano particelle.
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5.1.5.4 Potenziale zeta ()

La ragione principale per misurare il potenziale zeta ¢ predire la stabilita colloidale. Le
interazioni tra le particelle giocano un ruolo importante nella stabilita colloidale.
L’utilizzo del potenziale zeta al fine di prevedere la stabilita del sistema ¢ un tentativo
di quantificare queste interazioni. Il potenziale zeta ¢ una misura delle forze repulsive
tra le particelle. E poiché la maggior parte dei sistemi colloidali acquosi ¢ stabilizzata
dalla repulsione elettrostatica, la probabilita delle forze repulsive esistenti tra le
particelle di avvicinarsi e formare un complesso sara piuttosto difficile. In questo modo
un colloide sara piu stabile.

Il potenziale zeta deriva dalla misurazione della distribuzione della mobilita di una
dispersione delle particelle cariche quando sono soggette ad un campo elettrico. Questa
mobilita viene definita come la velocita di una particella per unita di campo elettrico ed
¢ misurata applicando un campo elettrico alla dispersione delle particelle e misurando la
loro velocita media.

In sintesi, il potenziale zeta ¢ essenzialmente influenzato da due fattori:

1- pH

In mezzo acquoso, il pH del campione ¢ uno dei piu importanti parametri che
influenzano il potenziale zeta. Un valore di potenziale zeta in sé senza definire le
condizioni della soluzione ¢ un numero virtualmente insignificante. Immaginiamo una
particella in sospensione con un potenziale zeta negativo. Se viene aggiunto piu
prodotto alcalino a questa sospensione le particelle tenderanno ad acquistare maggior
carica negativa. Se al contrario ¢ aggiunto un acido, si raggiungera un punto dove la
carica sara neutralizzata. Successive aggiunte di acido causeranno la formazione di
carica positiva. Quindi una curva del potenziale zeta in funzione del pH sara positiva a
bassi livelli di pH e piu bassa o negativa ad elevati valori di pH. Ci pud essere un punto
in cui la curva passa attraverso potenziale zeta pari a zero. Questo punto viene definito
isoelettrico ed ¢ molto importante a livello pratico. Esso ¢ normalmente il

punto dove il sistema colloidale ¢ meno stabile.
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2- Conduttivita

Lo spessore del doppio strato dipende dalla concentrazione degli ioni in soluzione e puo
essere calcolato dalla forza ionica del mezzo. Piu la forza ionica ¢ elevata, piu il doppio
strato ¢ compresso. La valenza degli ioni puo anche influenzare lo spessore del doppio
strato. Uno ione trivalente come A" pud comprimere il doppio strato se paragonato a

: +
uno ione monovalente come Na'.

5.1.5.5 Misurazione del potenziale zeta (Zeta potential)

Il Nicomp 380/ZLS ¢ stato progettato per misurare la mobilita elettroforetica e il
potenziale zeta delle particelle cariche in sospensioni liquide.

Il Nicomp 380/ZLS utilizza la tecnica della diffusione elettroforetica della luce (ELS)
per misurare il potenziale zeta. Per eseguire la misura, ¢ introdotta in una cuvetta usa e
getta in materiale plastico una piccola aliquota del campione da analizzare. Viene poi
inserito 1’elettrodo di platino; e il complesso cuvetta/elettrodo € posto nello strumento.
A causa del disegno unico delle cuvette non c’¢ necessita di allineare la stessa al piano
stazionario. Dopo che la cuvetta ¢ stata correttamente inserita nello strumento, la

misurazione inizia con un semplice click del mouse.

5.1.6 Misurazione della torbidita

Le misure di torbidita sono state condotte utilizzando un turbidimetro (modello Eutech
Instruments Turbidimeter TN-100) che misura la limpidezza di un liquido in NTU
(unita di torbidita nefelometrica).

Per la misura torbidimetrica si ¢ fatto ricorso ad una concentrazione di 1 g/L di tannino
sciolto in tampone tartarico-alcolico.

Questo parametro ¢ dovuto ad un fenomeno ottico provocato dalla presenza di particelle
in sospensione che deviano la luce dalla sua traiettoria abituale, fenomeno conosciuto
con il nome di effetto Tyndall. La misurazione della limpidezza ¢, dunque, in relazione
alla valutazione della torbidita, funzione del numero e delle dimensioni delle particelle

in sospensione (Ribéreau-Gayon, 1998).
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5.1.7 Determinazione dell’attivita antiossidante

E un’analisi effettuata seguendo il metodo proposto da Brand-Williams ez al., 1995, che
si basa sulla decolorazione di un radicale relativamente stabile, il DPPH (2,2-difenil-1-
picridrazil radicale), che si verifica se nel mezzo esistono dei composti attivi come
radical-scavengers.

Si utilizza un volume pari a 3 mL di una soluzione di 6.1 X 10> M DPPH metanolo. La
reazione ha inizio con I’addizione di 10 pL di campione. La capacita antiossidante del
mezzo si valuta in base al calo di assorbanza a 515 nm del reattivo (3 mL),
considerando trascurabile 1’aliquota di campione aggiunto al medesimo (10 pL), a una

temperatura di 25°C per un tempo di 20 minuti.

5.1.8 Determinazione della filtrabilita

Le misure di filtrabilitd sono state condotte a concentrazioni di 50 e 100 mg/L di
tannino utilizzando lo strumento QFT QUALITY FILTRATION TEST®, VASON.
Esso ¢ in grado di effettuare e calcolare automaticamente I’Indice di Filtrabilita che
raffigura D’effettivo colmataggio dovuto al materiale in sospensione, 1’Indice di
Filtrabilita Modificato che rappresenta il colmataggio dovuto al materiale in soluzione
(la carica colloidale) e il Volume Massimo Filtrabile che riproduce i ml di prodotto
filtrabili con la membrana utilizzata. I valori ottimali per i primi due indici sono
compresi tra 0, caso ideale, e 10, mentre per il terzo indice sono quelli superiori a 3000.

Le prove si sono svolte utilizzando una membrana da 0.65 pum in esteri di cellulosa.

5.1.9 POM test

E un test di maderizzazione, effettuato con il metodo proposto da Muller-Spath H.
(1992), modificato nel corso di successive ricerche (Rosanda, 1998; Guizzo, 1999;
Celotti et al., 2006) che hanno perfezionato le condizioni di esecuzione, tra le quali,
vista la difficolta di interpretazione visiva dei risultati, quella di effettuare la valutazione
delle differenze cromatiche attraverso la lettura spettrofotometrica (420 nm).
L’ossidabilita viene misurata valutando I’incremento di assorbanza determinato
dall’ossidazione indotta con il perossido di idrogeno. L’ossidazione provocata ¢ in gran

parte chimica (Celotti et al., 2006).
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Il campione ¢ preparato sciogliendo il tannino in vino bianco ad una concentrazione di
100 mg/L.

Il campione viene posto in 2 provette da 10 ml ciascuna: in una vengono aggiunti 50
pL di H,O, al 3% ed entrambe vengono poste a bagnomaria alla temperatura di 60°C
per 1 ora. Dopo raffreddamento si legge 1’assorbanza a 420 nm contro acqua. Si procede
quindi alla determinazione dell’aumento percentuale di lettura allo spettrofotometro

dovuto all’aggiunta di H,O,,

D.0. 420 (H,0,, — D.O. 420 (H,0)

Aumento %=
D.O. 420 (H,0)

5.1.10 Determinazione dell’indice di ossidabilita degli antociani (I.O.A.)
Metodo proposto da Comuzzo (1998). Questo indice ¢ un adattamento ai vini rossi del
“POM-test” elaborato da Muller-Spath (1992) per i bianchi.

Sono state eseguite prove a tre diverse concentrazioni di tannino. Il campione ¢
preparato sciogliendo il tannino in vino rosso ad una concentrazione rispettivamente di
100-500-1000 mg/L.

Si opera in due provette con 10 ml di campione ciascuna. In una delle due si
aggiungono 50 pL di H,O; al 3%, si tappa e si pongono entrambe a bagnomaria alla
temperatura di 65°C per 1 ora. Dopo raffreddamento si legge la D.O. 520 nm contro

acqua (1 mm di cammino ottico) per entrambe le prove.

D.O. 520 — D.O. 520 (H,05)
[LOA. = X 100
D.O. 520

I1 calo della densita ottica a 520 nm per aggiunta di H,O, ¢ imputabile essenzialmente

all’ossidazione degli antociani.
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5.2 ESPERIENZE TECNOLOGICHE IN CANTINA

5.2.1 Uva utilizzata per le prove tecnologiche

Per le prove tecnologiche in cantina ¢ stata utilizzata uva della varieta Corvina Veronese
coltivata presso 1 vigneti dell’Azienda Agricola Sabaini Adolfo di Illasi (Vr) e
vendemmiata nei mesi di settembre-ottobre nell’annata 2009. L’uva interessata dalle
prove proviene da appezzamenti dislocati in parte in pianura e in parte in collina,
rientranti nei territori comunali di Illasi (Vr), San Martino Buon Albergo (Vr) e
Tregnago (Vr).

L’uva ¢ stata oggetto di monitoraggio periodico in funzione della scelta del momento
ottimale per la raccolta.

La Corvina Veronese (fig. 24) ¢ la principale varieta utilizzata nell’uvaggio per la
produzione di vino Valpolicella e Bardolino. A differenza di altri vitigni, sia nazionali
che internazionali, la Corvina si colloca tra quelli nei quali il tenore medio in antociani
estraibili ¢ piu basso (Mattivi et al., 2003; Tosi et al., 2004).

Consente di ottenere vini di colore rosso rubino pitt 0 meno intenso, con sapore acidulo,

leggermente tannico, mediamente corposo e abbastanza duraturo.

Figura 24 — Grappoli di Corvina Veronese.
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Figura 25 — Ricevimento uve

5.2.2 Vino utilizzato per le analisi

Corvina IGT, Azienda Agricola Sabaini Adolfo, Illasi, Verona.

5.2.3 Vinificazioni sperimentali

Le prove tecnologiche in cantina sono state condotte presso le strutture dell’Azienda
Agricola Sabaini Adolfo ad Illasi (Vr) nei mesi di settembre-ottobre-novembre 2009.
Sono state effettuate 13 prove sperimentali di vinificazione (300 Q.li di pigiato
ciascuna). Sono stati scelti 4 tannini da utilizzare in macerazione tra i 15
precedentemente oggetto di indagine analitica presso i laboratori dell’universita di
Udine, in quanto gli unici di cui si disponevano informazioni riguardo al tipo di solvente
utilizzato. Nello specifico “Quebracho A” sta a indicare che il solvente utilizzato per
I’ottenimento degli estratti del tannino in questione ¢ 1’acqua, “Quebracho E” fa

riferimento all’etanolo come solvente e “Quebracho S” all’etere dietilico (tab.4).
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Tabella 4 — Tannini utilizzati in macerazione.

Tannino Provenienza Natura
Quebracho A Quebracho Condensato
Quebracho E Quebracho Condensato
Quebracho S Quebracho Condensato
Tara Tara Idrolizzabile

A seconda delle prove, oltre all’aggiunta dei preparati in questione, si ¢ fatto ricorso
anche alla macro ossigenazione. Il testimone ¢ rappresentato dal campione vinificato in

assenza di tannino aggiunto e senza macro ossigenazione.

Tabella 5 — Dettaglio vinificazioni.

Vinificazione Aggiunte Codice
1 (Testimone) Testimone
2 Quebracho S QS
3 Quebracho E QE
4 Quebracho A QA

5 Quebracho S + O, QS+0
6 Quebracho E + O, QE+O
7 Quebracho A + O, QA+O
8 Quebracho S + Tara QS+T
9 Quebracho E + Tara QE+T
10 Quebracho A + Tara QA+T
11 Quebracho S + Tara + O, QS+T+0
12 Quebracho E + Tara + O, QE+T+O
13 Quebracho A + Tara + O, QA+T+O
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5.2.3.1 Fasi di vinificazione in rosso con tannini senza macro

ossigenazione

PRIMO GIORNO

Ove previsto aggiungere 10 g/hl di Tannino di Tara in pigiatura.

Al mosto appena pigiato aggiungere 15 g/hl di Bisolfito Ammonio al 40%, 1 g/hl di
Enzima per estrazione diluito in 10 parti di acqua non clorata.

Reidratare il lievito utilizzando 20 g/hl di Lievito.

Aggiunta di 20 g/hl di derivato di lievito.

Campionamento del mosto per analisi in due bottiglie da 250ml e congelare.
SECONDO GIORNO

Impostare i tempi di rimontaggio (fig. 26).

Aggiunta di 10 g/hl di Tannino di Quebracho.

Misurazione temperatura e contenuto zuccherino del mosto.

Campionamento del mosto per analisi in due bottiglie da 250ml e congelare.

TERZO GIORNO

Impostare 1 tempi di rimontaggio (fig.26).

Aggiunta di 1 g/hl di Enzima per estrazione diluito in 10 parti di acqua non clorata.
Misurazione temperatura e contenuto zuccherino del mosto.

Campionamento del mosto per analisi in due bottiglie da 250ml e congelare.

QUARTO GIORNO

Impostare 1 tempi di rimontaggio (fig. 26).

Aggiunta di 5 g/hl di Tannino di Quebracho.

Misurazione temperatura e contenuto zuccherino del mosto.

Campionamento del mosto per analisi in due bottiglie da 250ml e congelare.

QUINTO GIORNO

Svinatura in un serbatoio polmone (figg. 28 e 29). Campionamento del vino per analisi
in due bottiglie da 500ml e congelare.

SESTO GIORNO

Prelevare una damigiana di vino per controllare 1’evoluzione (figg. 30 e 31).
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5.2.3.2 Fasi di vinificazione in rosso con tannini con macro

ossigenazione

PRIMO GIORNO

Ove previsto aggiungere 10 g/hl di Tannino di Tara in pigiatura.

Al mosto appena pigiato aggiungere 15 g/hl di Bisolfito Ammonio al 40%, 1 g/hl di
Enzima per estrazione diluito in 10 parti di acqua non clorata.

Reidratare il lievito utilizzando 20 g/hl di Lievito.

Aggiunta di 20 g/hl di derivato di lievito.

Campionamento del mosto per analisi in due bottiglie da 250ml e congelare.
SECONDO GIORNO

Impostare i tempi di rimontaggio (fig. 26).

Aggiunta di 10 g/hl di Tannino di Quebracho.

Misurazione temperatura e contenuto zuccherino del mosto.

Campionamento del mosto per analisi in due bottiglie da 250ml e congelare.

TERZO GIORNO

Impostare i tempi di rimontaggio (fig. 26).

ESEGUIRE LA MACRO OSSIGENAZIONE (4 ml/L nella singola operazione) (fig.
27).

Aggiunta di 1 g/hl di Enzima per estrazione diluito in 10 parti di acqua non clorata.
Misurazione temperatura e contenuto zuccherino del mosto.

Campionamento del mosto per analisi in due bottiglie da 250ml e congelare.

QUARTO GIORNO

Impostare i tempi di rimontaggio (fig 26).

Aggiunta di 5 g/hl di Tannino di Quebracho.

Misurazione temperatura e contenuto zuccherino del mosto.

Campionamento del mosto per analisi in due bottiglie da 250ml e congelare.

QUINTO GIORNO

Svinatura in un serbatoio polmone (figg. 28 e 29). Campionamento del vino per analisi
in due bottiglie da 500ml e congelare.

SESTO GIORNO

Prelevare una damigiana di vino per controllare 1’evoluzione (figg. 30 e 31).
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Il vino contenuto nelle damigiane ¢ stato successivamente sottoposto a travaso e
addizionato in ragione di 3 g/hl di metabisolfito di potassio. In seguito il vino ¢ stato

imbottigliato per poter effettuare i rilievi analitici e la valutazione organolettica.

Figura 26 — Pannello di controllo per la programmazione dei rimontaggi in automatico.

Figura 27 — Operazioni di macro ossigenazione
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Figura 29 — Svinatura in serbatoi polmone.
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Figura 30 — Prelievo dei campioni in damigiane.

Figura 31 — Campioni in attesa di essere imbottigliati.
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5.2.4 ANALISI IN MACERAZIONE

5.2.4.1 Determinazione degli antociani

Metodo proposto da Ribéreau-Gayon e Stonestreer, 1965.

Si pongono in un beker 1 mL di campione, 1 mL di etanolo acido (etanolo 96%
acidificato al 0.1% con HCl al 37%) e 20 ml di HCI al 2% (HCI al 37% diluito 1:50).

2,5 mL di tale soluzione sono prelevati, posti in cuvetta e addizionati con 1 mL di acqua
(A). Altr1 2,5 mL sono posti in una seconda cuvetta e addizionati con 1 mL di
Metabisolfito di K al 20% (B).

Dopo 15 minuti si legge la D.O. 520 nm contro acqua per entrambe le prove. I risultati

sono derivati dalla differenza di densita ottica dei campioni A e B.

Calcolo della concentrazione degli antociani
La concentrazione degli antociani, intesa come la somma degli antociani liberi e
combinati con i tannini decolorabili dalla SO, (Ribéreau Gayon et al., 1998), ¢ stata

ottenuta applicando la seguente formula:

Antociani (mg/L) = (D.O. 520 H,O — D.O. 520 SO;) X 875

dove 875 ¢ un valore usato come costante in questo metodo di analisi; esso deriva

dall’analisi di una soluzione di antociani di riferimento (Glories, 1978).

5.2.4.2 Determinazione delle densita ottiche, intensita colorante e tonalita

Sono state eseguite letture spettrofotometriche a 280, 320, 420, 520, 620 nm del mosto
diluito 50 volte con acqua distillata per le letture a 280 e 320 nm, mentre per le letture a
420, 520, 620 nm si € fatto ricorso all’utilizzo di una cuvetta con un cammino ottico di 1
mm. Le letture ottenute dallo spettrofotometro vanno moltiplicate per il fattore di

diluizione:

Lettura ABS a 280nm *50=D.0O. a 280nm
Lettura ABS a 320nm *50=D.0O. a 320nm
Lettura ABS a 420nm *10= D.0O. a 420nm
Lettura ABS a 520nm *10=D.0O. a 520nm
Lettura ABS a 620nm *10=D.0O. a 620nm
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Le letture effettuate a 420, 520, 620 nm devono essere moltiplicate per un fattore pari a

10 in quanto la metodica utilizzata fa riferimento ad un cammino ottico di 10mm.

D.O. 280 nm : indice del contenuto in polifenoli totali.

D.O. 320 nm : indice del contenuto in acidi idrossicinnamiltartarici.

D.O. 420 nm : indice relativo alla colorazione gialla dei vini; nei vini rossi € legata ai
tannini e alla presenza, al pH del vino, di antociani in forma calcone.

D.O. 520 nm : indice relativo alla colorazione rossa dei vini, legata alla presenza di
antociani sotto forma di catione flavilio.

D.O. 620 nm : indice cromatico relativo alla colorazione blu dovuta alla frazione di
antociani presenti in forma di base anidra al pH del vino.

Intensita colorante

Metodo proposto da Glories, 1984

E la somma tra le assorbanze a 420 nm, 520 nm e 620 nm, tutte riferite ad un cammino
ottico di 10 mm.

Tonalita del colore

Metodo proposto da Sudraud, 1958.

E data dal rapporto D.0.420/D.0.520

5.2.4.3 Analisi mediante interferometria a infrarosso

Sono state eseguite analisi mediante interferometria a infrarosso per il monitoraggio

dell’andamento fermentativo.
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5.2.5 ANALISI DEL VINO IMBOTTIGLIATO

5.2.5.1 Determinazione degli antociani

Vedi metodologia descritta in precedenza al paragrafo 5.2.4.1

5.2.5.2 Determinazione delle catechine

Metodo proposto da Zironi et al., 1992.

A 1 mL di campione diluito 1:25, si addizionano 5 ml di soluzione di DAC (soluzione di
p-dimetilamminocinnamaldeide preparata con 1 g di DAC, 750 ml di metanolo e 250 ml
di HCI al 37%; dopo raffreddamento la soluzione si porta a volume finale di 1 L con
HCI al 37%; si conserva a +4°C per 3-4 giorni al massimo) e, dopo 5 minuti si misura
I’assorbanza a 640 nm contro un bianco preparato sostituendo il campione con 1 mL di
etanolo al 10%. Si valutano le catechine in mg/L, in riferimento a una retta di taratura
ottenuta con (+)-catechina in etanolo al 10% (o moltiplicare per 30 e per il numero di

diluizioni.

5.2.5.3 Determinazione delle densita ottiche, intensita colorante e tonalita

Vedi metodologia descritta in precedenza al paragrafo 5.2.4.2

5.2.5.4 Determinazione dell’indice dei pigmenti polimerizzati

Metodo proposto da Glories, 1978.

E un indice del contributo al colore rosso dei tannini condensati e delle forme
polimerizzate degli antociani poco sensibili alla decolorazione ad opera dell’anidride
solforosa.

A 5 mL di campione si addizionano, in un beker, 45 mL di tampone tartarico pH 3.2 (5
g/L di acido tartarico portati a pH 3.2 con NaOH 4N) e 0.2 mL di potassio metabisolfito
al 20%; in un secondo beker, a 5 mL di campione e 45 mL di tampone tartarico si
addizionano 0.2 mL di acqua. Dopo 5 minuti si leggono le densita ottiche contro acqua, a

420 nm e 520 nm per entrambe le prove.

420 (SO,) + 520 (SO»)

Indice dei pigmenti polimerizzati =
420 (H,0) + 520 (H,0)
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5.2.5.5 Determinazione dell’indice di etanolo

Metodo proposto da Glories, 1978.

A 1 ml di campione si addizionano, in un beker, 9 mL di etanolo al 96% e 90 ml di
acqua distillata; si legge la D.O. 280 nm contro acqua (d 0).

In un secondo beker, 5 mL di campione e 45 mL di etanolo al 96% sono sottoposti dopo
24 ore a centrifugazione (3000g x 10°) e sul surnatante, diluito 10 volte, si legge la D.O.
280 nm contro acqua (d 24).

DO - d24
Indice di etanolo = — x 100
do

Questo indice ¢ rappresentativo della frazione di tannini legati a polisaccaridi e Sali e
quindi presenti nella frazione colloidale del vino.

Vini giovani 10-20%

Vini vecchi 50%

5.2.5.6 Determinazione dell’indice di gelatina

Questo parametro ¢ indicativo delle proprieta astringenti del tannino. Si basa sulle
proprieta che hanno i tannini cosiddetti astringenti di combinarsi in modo stabile con la
gelatina e di precipitare; esso ¢ una modifica dell’indice di gelatina originariamente
elaborato da Glories (1978); I’affinita nei confronti della gelatina & visibile dalla
diminuzione dell’assorbanza a 280 nm, osservabile dopo il decorso della reazione.

A 10 mL di campione si addizionano 1 mL di acqua e si misura la D.O. a 280 nm contro
acqua, previa diluizione 1:50 (d0).

Contemporaneamente ad altri 10 mL di soluzione si addizionano in una provetta 1 mL di
soluzione di gelatina, si insuffla azoto nello spazio di testa, si tappa e si pone a 10 °C
per 72 ore. Dopo questo periodo, si centrifuga e si misura la D.O. a 280 nm, contro

acqua, del surnatante, previa diluizione 1:50 (d72).

D0 —d72
Indice di gelatina = ————
do
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5.2.5.7 Determinazione dell’indice di HCI

Metodo elaborato da Glories (1978).

I tannini (procianidine) precipitano in HCI concentrato; cid implica un calo
dell’assorbanza a 280 nm misurata dopo 7 (forme molto polimerizzate) e dopo 24 ore
(grado di polimerizzazione minore).

A 10 mL di campione si addizionano, in un beker, 5 mL di acqua distillata e 15 mL di HCI
al 37%; di questa soluzione si preleva subito 1 mL, si diluisce 25 volte e si legge subito
la D.O. a 280 nm contro acqua (d0).

Dopo 7 ore di sosta si centrifuga (3000g X 10’) un’aliquota della stessa soluzione, si
preleva 1 mL, si diluisce 25 volte e si legge la D.O. a 280 nm contro acqua (d7).

Si segue la medesima procedura per una terza lettura dopo 24 ore (d24).

DO —d7
Indice di HC1 7=— x 100
do
do —d24
Indice di HC124= —— x 100
do

Indicativamente:
vini giovani 10-20%
vini invecchiati < 20%

vini vecchi 50%

5.2.5.8 Determinazione dell’indice di ossidabilita degli antociani (I1.0.A.)

Vedi metodologia descritta in precedenza al paragrafo 5.1.10

5.2.5.9 Determinazione del contenuto in tannini totali

Il metodo, elaborato da Weinges e Nader (1982), ¢ basato sulla proprieta dei 3,4-
flavandioli monomeri e condensati di ossidarsi in mezzo acido-alcolico a caldo, per dare
antocianidine colorate.

A 2 mL di campione diluito 50 volte si addizionano in una provetta 6 mL di soluzione di
butanolo acido (1 L di soluzione di butanolo acido, preparata solubilizzando 150 mg di

Fex(SO4) in 500 mL di n-butanolo e 500 ml di HC1 37%) (provetta A).
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Meta di questa soluzione viene travasata in una seconda provetta in pyrex con tappo a
vite (provetta B) che viene posta in bagnomaria a 100°C per 30 minuti.
Dopo raffreddamento della provetta B, si leggono le densita ottiche a 550 nm per

entrambe le provette contro acqua.

Tannini totali g/L=(D.O.5 — D.0.4) x 0.1736 x 50

5.2.5.10 Determinazione della stabilita proteica mediante PROTOCHEK

I metodo, elaborato da Celotti (2005), prevede la reazione delle proteine
potenzialmente instabili presenti nel prodotto tal quale con una miscela di coadiuvanti
anionici stabilizzati.

Si misura la torbidita T1 del campione “tal quale” non filtrato con un turbidimetro in
grado di apprezzare valori di 0,1 NTU. Accertasi che il valore misurato (NTU) sia
stabile e non alterabile dalla presenza di bollicine d’aria o gas. Si aggiunge nella
provetta ProtoCheck monouso il campione “tal quale” fino al livello indicato dalla
freccia. La provetta va aperta immediatamente prima del suo utilizzo.

Tappare la provetta, capovolgerla delicatamente 2-3 volte per evitare la formazione di
bolle d’aria. Travasare il contenuto nella cuvetta del turbidimetro. Leggere il valore di
torbidita dopo 1 minuto dalla miscelazione “Campione — ProtoCheck”.

Misurare la torbidita T2 (NTU) e verificare che il valore letto sia stabile con una
ulteriore lettura; se T2 aumenta fare altre letture nei successivi 3-4 minuti fino ad avere
un valore stabile. Se il valore diminuisce, considerare il valore piu alto.

Calcolare il valore ProtoCheck, cio¢ il differenziale di torbidita (T2 —-T1/1,5*) dove *1,5
¢ il fattore di diluizione.

Si considera stabile la bevanda quando il valore ProtoCheck ¢ =0

5.2.5.11 Test di refrigerazione
Si ¢ posto il vino in provette e si ¢ lasciato per una notte alla temperatura di -4°C

controllando I’eventuale formazione di cristalli di bitartrato (Sudario, 1975).
5.2.5.12 Analisi sensoriale

Si ¢ ritenuto infine opportuno procedere all’analisi sensoriale dei vini oggetto di analisi

sottoponendo gli stessi all’esame di una commissione presso il Centro per la
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Sperimentazione in Vitivinicoltura di San Floriano della Provincia di Verona il 26
maggio 2010 e procedendo ad una seconda valutazione con una commissione
dell’Universita di Udine presso [’azienda agraria sperimentale “A. Servadei”

dell’Universita di Udine il 23 giugno 2010.
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6 RISULTATI E DISCUSSIONE
6.1 CONTROLLO QUALITA TANNINI

6.1.1 Analisi degli spettri UV-VIS

La caratterizzazione dei tannini testati ha permesso diverse osservazioni per quanto
riguarda la distinzione tra preparati di natura idrolizzabile e condensata.

Informazioni interessanti si ottengono dagli spettri UV-VIS (fig. 32): si nota infatti
come 1 formulati a base di tannini condensati (uva, quebracho) presentino assorbanze
piu elevate nel visibile, rispetto ai tannini idrolizzabili (castagno, ciliegio, galla, quercia,
tara), i cui spettri sembrano invece avere massimi piu accentuati nell’UV.

Le curve confermano quanto riportato da Chauvet et al., (1992), ossia che gli spettri UV
dei tannini estratti da legni esotici come quebracho e tara presentano un massimo tra i
270 e i 280 nm. Il tannino d’uva (Uval, Uva2 e Uva3) si caratterizza per avere due
picchi, il primo a 280 nm, il secondo a 450 nm, mentre il tannino di galla (Gallal e
Galla2) si differenzia per avere due massimi nell’UV, rispettivamente a 220 nm e a 270
nm.

Gli spettri UV-VIS sono eventualmente sostituibili da semplici letture dell’assorbanza a
diverse lunghezze d’onda (250, 280, 420, 520, 620 nm), dalla determinazione
dell’intensita colorante o, ancora, da semplici letture colorimetriche (parametri Cielab,

tabella 6).
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Figura 32 — Spettri UV-VIS dei tannini analizzati. I grafici a sinistra fanno riferimento agli spettri UV,
mentre quelli a destra mostrano gli spettri VIS.
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6.1.2 Misurazione della carica elettrica superficiale (CES)

Un altro parametro analizzato nel presente lavoro risulta essere la misura della carica

elettrica superficiale (CES) (fig. 33).

Carica elettrica superficiale

CES {meq/L)

Figura 33 — Carica elettrica superficiale (-) (meq/L). Misura condotta in tampone tartarico-alcolico a pH
3.5 alla concentrazione di 1g/L di tannino.

Dal suo esame si nota, infatti, come 1 tannini oggetto di analisi presentino valori
notevolmente diversi per tale parametro sia all’interno della stessa tipologia di prodotto
sia tra categorie differenti. Cio sta a testimoniare 1’importanza della conoscenza a priori
delle caratteristiche del tannino che si vuole utilizzare per raggiungere gli obiettivi
enologici prefissati. Si pud osservare che i diversi prodotti possiedono quantita di carica
in genere piuttosto ridotta, a dimostrazione che i fenomeni di interazione di questa
classe di polifenoli con le sostanze proteiche non sono dovuti principalmente a
fenomeni elettrochimici, bensi a forze di altra natura (tensioni di interfaccia, legami
idrogeno, ecc.) (Vernhet et al., 1996). Un tannino a elevata carica elettrica potrebbe
essere piu indicato come chiarificante. Le affermazione di Vivas (1997), riguardo alla
maggior quantita di carica e quindi alla maggior reattivitd nei confronti delle proteine
realizzata dai tannini condensati rispetto agli idrolizzabili, sono in parte disattese in
quanto 1 valori di carica di entrambi i1 gruppi sono equamente suddivisi fra di loro

mettendo in evidenza la piu elevata quantita di carica registrata dal tannino di castagno.
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6.1.3 Determinazione dell’attivita antiossidante

Come ulteriore parametro si ¢ presa in considerazione [’attivita antiossidante (attivita
chain-breaking) (fig. 34). I risultati dell’analisi confermano 1’effetto antiossidante dei
tannini; nello specifico si pud vedere come tra i tannini idrolizzabili il tannino di tara sia
quello con una maggiore attivita. Inoltre, le maggiori differenze tra i diversi preparati si
riscontrano nella prova in tampone tartarico-alcolico, dove manca I’interferenza del
corredo polifenolico del vino; differenze si riscontrano anche tra tannini di uguale
origine botanica ma estratti con metodi differenti. Da notare come nella prova in vino
rosso la capacita antiossidante (attivita chain-breaking) risulta incrementata solo
lievemente dalla presenza del tannino rispetto alle prove in vino bianco e tampone
tartarico-alcolico, ci0 si potrebbe spiegare per il fatto che il vino rosso, in modo
particolare, contiene gia un proprio corredo polifenolico che attenua 1’effetto protettivo
del tannino esogeno aggiunto.

Dalle prove fatte si pud vedere come non sia scontata la maggiore attivita nel blocco dei
radicali liberi da parte dei tannini idrolizzabili rispetto ai condensati. Questo aspetto
assume importanza se considerato in relazione alle varie fasi di utilizzo del tannino in

cantina.
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Figura 34 — Attivita chain-breaking.
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6.1.4 Determinazione del POM-test e dell’ indice di ossidabilita degli
antociani (1.0.A.)

Dalle analisi risulta che il POM-test ¢ correlato positivamente con [’attivita
antiossidante dei tannini oggetto del presente lavoro (fig. 41); questo significa che il
tannino aggiunto partecipa all’imbrunimento, contrariamente a quanto ci si
aspetterebbe, mentre nei vini rossi (indice IOA) risulta una correlazione negativa che
spiega il ruolo antiossidante del tannino nei confronti degli antociani (fig. 40). Questi
risultati confermano quanto in precedenza osservato da altri autori (Marchinu F., 2009;
Toffoli A., 2010).

In riferimento al POM-test I’analisi ha evidenziato una notevole variabilita tra i diversi
preparati (fig. 35), in particolare i valori piu elevati si sono riscontrati per il tannino di
quebracho, mettendo in evidenza delle differenze anche in riferimento ai metodi di
estrazione (QuebracioS, QuebrachoE e QuebrachoA). Solamente due tannini, e piu
precisamente i tannini Quercia2 e Uva3, mostrano valori del POM-test piu bassi rispetto
al testimone, mentre tutti gli altri tannini testati mostrano valori simili o superiori
rispetto al testimone. Questo sembrerebbe in contrasto con quanto ci si potrebbe
aspettare visto I’effetto protettivo che dovrebbe svolgere il tannino aggiunto rispetto al
testimone. Si pud spiegare questo risultato con il fatto che probabilmente i1 tannini

aggiunti partecipano all’imbrunimento, confermando quanto detto in precedenza.

POM-test

160

% POM-test

Figura 35 — POM-test.
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L’indice di ossidabilita degli antociani (fig. 36) mette in evidenza una maggiore
protezione nei confronti delle ossidazioni degli antociani da parte dei tannini estratti dal
legno di quebracho e di tara, in particolare 1 tannini QuebrachoA, QuebrachoE e
QuebrachoS, pur non evidenziando particolari differenze a seconda del tipo di solvente
utilizzato per 1’estrazione. Si ¢ visto anche che la quantita di tannino utilizzato
condiziona solamente in parte il ruolo antiossidante nei confronti degli antociani (fig.
36). Infatti le prove effettuate con una concentrazione di tannino di 1000 mg/L
(concentrazione piu elevata tra quelle provate) ricalcano i valori riscontrati nelle prove
effettuate con la concentrazione piu bassa di tannino aggiunto (100 mg/L), non
mettendo in evidenza differenze di comportamento tali da giustificare un maggior
esborso economico all’atto dell’utilizzo pratico. Le maggiori differenze di
comportamento tra i tannini testati e nei confronti del testimone si notano ad una
concentrazione di 500mg/L, una concentrazione peraltro gia molto elevata per un
normale utilizzo in cantina dei preparati di tannino. Alle normali condizioni di utilizzo
dei preparati (100mg/L), tranne che per i tannini di quebracho e tara citati in
precedenza, non si notano grosse differenze di andamento dei valori sia fra i tannini
testati sia nei confronti del testimone.

Confrontando 1 dati del POM-test con I’IOA del tannino di tara con i1 tannini di
quebracho si pud notare come per questi ultimi a bassi valori nell’IOA si
contrappongano i valori piu elevati nel POM-test. Questo ribaltamento nell’andamento
dei valori passando dal POM-test all’lOA avviene in misura molto minore per il tannino
di tara, evidenziando maggiori attitudini alla protezione dei vini dalle ossidazioni
secondo questi parametri.

Per un riscontro pratico 1’'uso di tannino di tara in combinazione con tannino di
quebracho sembrerebbe dare i risultati migliori i termini di protezione degli antociani

dalle ossidazioni, specialmente nelle prime fasi fermentative.
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Figura 36 — Indice di Ossidabilita degli Antociani (IOA).

6.1.5 Misurazione della torbidita

Come ulteriore parametro ¢ stata effettuata 1’analisi della torbidita espressa in NTU (fig.
37). Le differenze tra i diversi preparati sono notevoli, ennesima conferma
dell’importanza della conoscenza delle caratteristiche dei formulati acquistati prima del
loro utilizzo in cantina. Infatti gli ellagitannini si sono dimostrati mediamente quelli con
1 valori piu elevati di torbidita al contrario dei gallotannini e dei tannini condensati, in
particolare quelli ricavati dal legno di quebracho. Unica eccezione tra i tannini
condensati ¢ il tannino ottenuto per estrazione da vinacce che ha il valore maggiore di
NTU. Le differenze osservate sulla torbidita evidenziano diversi comportamenti a
livello di preparazione in cantina, inoltre ¢ palese la formazione di particelle colloidali

in funzione della specie botanica e del tipo di estrazione.
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Figura 37 — Torbidita dei tannini. Soluzione simil-vino pH 3,5 aggiunta di 1 g/L di tannino.
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6.1.6 Determinazione della filtrabilita

Un altro parametro rilevante ai fini pratici per 1’utilizzo in cantina ¢ la determinazione
della filtrabilita attraverso il calcolo di tre indici: IF, IFM e Vmax (fig. 38). L’Indice di
Filtrabilita raffigura il colmataggio dovuto alla filtrazione di 400 mL di soluzione,
I’Indice di Filtrabilita Modificato rappresenta il colmataggio dovuto alla filtrazione di
600 mL di soluzione e il Volume Massimo Filtrabile riproduce i mL di prodotto
filtrabili con la membrana da 0.65 pm utilizzata. I valori ottimali per i primi due indici
sono compresi tra 0, caso ideale, e 10, mentre per il terzo indice sono quelli superiori a
3000. Dai grafici risulta come il tannino di quercia sia il piu difficile da filtrare tra 1
tannini testati mostrando 1 valori piu elevati per gli indici IF e IFM e i valori piu bassi
per I’indice Vmax, specialmente alla concentrazione di 100 mg/L dove mostra valori
superiori a 10 per gli indici IF e IFM e inferiori a 3000 per I’indice Vmax. In
particolare per 1 tannini Quercial e Quercia3 non ¢ stato possibile effettuare il calcolo
dell’IFM alla concentrazione di 100 mg/L in seguito al colmataggio prematuro della
membrana filtrante, rispettivamente a 525 mL e 475 mL. Anche il campione Uva3 alla
concentrazione di 100 mg/L potrebbe causare problemi in fase di filtrazione (valori
superiori a 10 per gli indici IF e IFM e inferiori a 3000 per I’indice Vmax). Questo fatto
potrebbe essere correlato con gli elevati valori di torbidita riscontrati nei quattro tannini
appena citati.

Le notevoli differenze riscontrate sulla filtrabilita stanno a confermare 1’importanza di
una gestione ragionata del tannino endogeno, ma soprattutto di quello esogeno

eventualmente utilizzato in affinamento.
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Figura 38 — Test di filtrabilita
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6.1.7 Analisi colorimetrica

Anche 1’analisi colorimetrica (tab. 6) ha dato risultati differenti tra i vari tannini, a
conferma dell’utilita di tale parametro rapido di controllo per la valutazione della qualita
dei tannini. A conferma di tutto questo si ¢ trovata una correlazione negativa tra il
parametro b* con I’IOA e con D’attivita antiossidante in vino bianco e una correlazione
positiva sempre dello stesso con il POM-test (tab.9). Cid potrebbe essere utile a livello
pratico come riferimento rapido per il tecnico.

Prendendo in considerazione la luminosita (parametro L*) i tannini di galla e di tara
mostrano 1 valori piu elevati, mentre il tannino di castagno e il tannino Uva3 1 valori piu
bassi. Ciliegio, Uval e QuebracioE sono i tannini che invece mostrano una cromaticita
piu tendente al rosso (parametro a*). Quebrachol, Castagno e Uva3 sono invece i

tannini che mostrano la maggiore tendenza verso il blu (parametro —b*).

Tabella 6 — Analisi colorimetrica

Tannino L* a* b*
Castagno 86,4 1,1 -17,1
Ciliegio 97,6 5,4 -4,4
Gallal 111,4 -0,9 -1,0
Galla 2 100,7 2,3 -5,3
Quebracho 1 86,0 1,5 -17,9
Quebracho A 97,7 4,8 -3,4
Quebracho E 97,7 51 -3,8
Quebracho S 94,4 3,0 -7,1
Quercia 1 89,0 1,8 -14,4
Quercia 2 89,2 2,6 -13,8
Quercia 3 91,8 2,3 -11,7
Tara 104,6 4,5 2,2
Uval 94,6 6,6 -7,4
Uva 2 87,2 3,4 -16,2
Uva 3 86,0 1,2 -17,6
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6.1.8 Misurazione del diametro idrocolloidale (particle size)

L’analisi in questione consente di misurare il diametro idrocolloidale. Lo strumento
utilizzato per il presente lavoro dispone come optional di un modulo multi — angolo per
poter effettuare misurazioni di tipo DSL piu sensibili di determinate dimensioni delle
particelle cambiando 1’angolo di rilevamento tra 14,4 ¢ 170,1 gradi. In questo modo ¢
possibile variare 1’angolo di scattering per ottimizzare la misura. Infatti, una volta
eseguita la lettura a 90°, si puo effettuare una seconda misura cambiando 1’angolo di
scattering in modo da correggere I’interferenza dovuta a differenti tipi di particelle
presenti in quantita diverse su una distribuzione di particelle complessa. Nello specifico
una seconda misurazione a 14,4° consente di correggere |’interferenza dovuta ad
eventuali particelle di diametro elevato, mentre una seconda misura a 170,1° consente di
correggere I’interferenza dovuta ad eventuali particelle di diametro ridotto.

La maggior parte dei tannini analizzati hanno mostrato valori variabili in funzione della
specie da cui sono stati estratti e del tipo di estrazione.

I diametri spaziano da poche decine di nanometri nel caso del tannino QuebrachoA (10
nm) fino ad arrivare a 4548 nm nel caso del tannino Galla2.

Inoltre ¢ interessante notare come 1 tannini Uva2, Galla2, Ciliegio, Quebrachol,
Quercial e Quercia2 siano composti da particelle aventi diametri diversi (piu di un
picco). Questa evidenza potrebbe essere rilevante per una scelta ragionata di utilizzo in
cantina del tannino esogeno a seconda degli scopi prefissati.

E quindi chiaro come i tannini debbano essere utilizzati nelle differenti fasi di
vinificazione in funzione delle dimensioni e di conseguenza alla maggior o minor
attitudine a legarsi alla frazione colloidale presente nei vini.

Il diametro idrocolloidale potrebbe essere un utile strumento per il controllo qualita dei

tannini e per il monitoraggio degli stessi durante I’affinamento dei vini.
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Tabella 7 — Misura del diametro idrocolloidale (particle size) a tre diverse angolazioni. Soluzione simil-
vino pH 3,5 aggiunta di 5 g/L di coadiuvante. Alcuni dati sono stati omessi in quanto aventi un’intensita
(KHz) di analisi troppo bassa e quindi non attendibili.

Diametro Diametro Diametro
nm nm nm
TANNINO ANGOLO 1°PICCO | % MASSA | 2°PICCO | % MASSA | 3°PICCO | % MASSA

Castagno a0 99 4,7 147 95,3
Ciliegio 90
Gallal 90
Galla 2 90
Quebrachol 20 55 3,1 697 30,4 1886 66,5
Quebracho A 90
Quebracho E 90
Quebracho S 90
Quercia 1 90 52 0,9 236 5,9 1304 93,2
Quercia 2 90 55 3,7 1417 96,3
Quercia 3 920 701 100
Tara 90
Uval 90
Uva 2 90 55 6,6 660 40,4 2156 53,1
Uva 3 90 2758 100

Diametro nm

TANNINO ANGOLO 1° PICCO % MASSA

Castagno 14,4 221 100
Ciliegio 14,4 322 100
Gallal 144 885 100
Galla 2 144 237 100
Quebrachol 14,4 522 100
Quebracho A 14,4 265 100
Quebracho E 14,4 594 100
Quebracho S 14,4 534 100
Quercia 1 14,4 262 100
Quercia 2 14,4 126 100
Quercia 3 144 340 100
Tara 14,4 311 100
Uval 14,4 611 100
Uva 2 14,4 672 100
Uva 3 14,4 116 100
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Diametro nm Diametro nm
TANNINO ANGOLO 1° PICCO % MASSA 2° PICCO % MASSA

Castagno 170,1 567 100

Ciliegio 170,1 28 88,9 902 11,1
Gallal 170,1 238 100

Galla 2 170,1 227 32,7 4548 67,3
Quebrachol 170,1 863 100

Quebracho A 170,1 10,3 100

Quebracho E 170,1

Quebracho S 170,1 611 100

Quercia 1 170,1 554 100

Quercia 2 170,1 407 100

Quercia 3 170,1 1489 100

Tara 170,1

Uval 170,1 306 100

Uva 2 170,1 55 67,6 3259 32,4
Uva 3 170,1 621 100

6.1.9 Misurazione del potenziale zeta (zeta potential)

I valori di potenziale zeta presentano un ampio range di valori (tab. 8). E interessante
notare come all’interno della stessa famiglia d’origine (ad es. il tannino di galla o il
tannino di Quebracho) i dati ricavati sono estremamente diversi. Ulteriori differenze si
sono riscontrate per alcuni tannini cambiando la concentrazione (es. Quebrachol);
invece per altri non si sono viste differenze significative da questo punto di vista (es.
Uva2 e Uva3). Tale osservazione potrebbe avere risvolti interessanti in cantina in base
ai dosaggi utilizzati.

Per tre tannini (QuebrachoE, QuebrachoS e Tara) non ¢ stato possibile fornire dei
risultati per mancanza di ripetibilita nella misura.

Queste diversita rimarcano il fatto che ogni tannino presenta caratteristiche compositive
e funzionali specifiche e deve percid essere attentamente analizzato e sperimentato con
prove in piccolo per testarne appieno le potenzialita in funzione della tipologia di vino e
delle tecniche di vinificazione scelte.

E utile ricordare che un elevato potenziale zeta dei tannini favorisce I’agglomerazione
delle particelle colloidali e quindi i trattamenti di chiarifica. Di conseguenza, 1’obiettivo
nella maggior parte delle formulazioni ¢ massimizzare il potenziale zeta nel caso di
trattamenti di chiarifica; al contrario, ¢ preferibile raggiungere valori prossimi allo zero

nel caso di tecniche aggiuntive-conservative.
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Con questo tipo di analisi viene confermato il carattere elettronegativo del tannino,

tuttavia la misura deve essere ancora perfezionata su questo tipo di coadiuvante, dal

momento che 1 dati risultano non perfettamente ripetibili.

Tabella 8 — Potenziale zeta. Soluzione simil-vino pH 3.5 aggiunta rispettivamente di 5-10-15 g/L di

coadiuvante.
TANNINO Zeta Pott_antial _(mV) Zeta Pote_ntial (_mV) Zeta Pote_ntial (_mV)
5 g/L di tannino 10 g/L di tannino 15 g/L di tannino

Castagno -6,8 -6,5 -4,2
Ciliegio -0,5 -4,.4 -8,2
Galla 1 -4,6 -0,6 -5,2
Galla 2 -15,2 -14,8 -0,9
Quebracho1 -1,6 -18,5 -6,5
QuebrachoA -3,2 -0,8 -8,0
QuebrachoE -9,7 n.d. n.d.
Quebracho$S -7,8 n.d. n.d.
Quercia 1 -5,3 -4,6 -3,7
Quercia 2 -4,6 -1,1 -0,1
Quercia 3 -4,3 -0,6 -2,2
Tara -6,1 n.d n.d
Uva 1 -5,3 -1,0 -4,5
Uva 2 -5,8 -5,6 -6,6
Uva 3 -2,7 -3,2 -3,5

6.1.10 Correlazioni tra i parametri analitici considerati

Si ¢ ritenuto inoltre utile per una migliore comprensione dei risultati vedere se esistono

delle relazioni lineari tra 1 vari parametri analitici considerati facendo ricorso

all’indagine statistica r di Pearson; r ¢ un indice adimensionale compreso tra -1 e 1

inclusi che riflette 1'estensione di una relazione lineare tra due insiemi di dati (tab. 9).
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Tabella 9 — Correlazioni tra i parametri analitici considerati. In grassetto i valori statisticamente
significativi

Carica 10A 10A 10A 1000 Particle Potenziale
elettrica 100 mg/L di 500 mg/L mg/L di POM-test size 5 g/LL zeta 5 g/L
superficiale tannino di tannino tannino di tannino | di tannino
Carica elettrica 1,00 0,08 20,01 20,03 2033 0,41 20,28
superficiale
10A 100
mg/L di tannino 0,08 1,00 0,92 0,96 -0,75 -0,09 0,44
10A 500 mg/L -0,01 0,92 1,00 0,90 0,72 0,19 0,54
di tannino
10A 1000 mg/L -0,03 0,96 0,90 1,00 -0,66 -0,07 0,56
di tannino
POM-test -0,33 -0,75 -0,72 -0,66 1,00 0,32 -0,12
Particle size S g/L. 0,41 -0,09 0,19 -0,07 0,32 1,00 0,33
di tannino
Potenziale zeta 5 20,28 0,44 0,54 0,56 20,12 20,33 1,00
g/L di tannino
Attivita
antiossidante in -0,45 -0,68 -0,58 -0,62 0,69 0,44 -0,22
tampone
Attivita
antiossidante in -0,49 -0,03 0,01 -0,05 -0,05 0,21 -0,15
vino rosso
Attivita
antiossidante in -0,43 -0,40 -0,35 -0,36 0,34 0,12 0,01
vino bianco
Torbidita NTU 0,53 0,48 0,48 0,43 -0,68 -0,57 -0,01
Test di filtrabilita
IF 50 mg/L di 0,51 0,38 0,40 0,36 -0,60 -0,58 0,10
tannino
Test di filtrabilita
IFM 50 mg/L di 0,53 0,39 0,41 0,37 -0,60 -0,46 0,08
tannino
Test di filtrabilita
Vmax 50 mg/L di -0,39 -0,25 -0,20 -0,26 0,39 0,52 -0,07
tannino
Test di filtrabilita
IF 100 mg/L di 0,47 0,34 0,30 0,33 -0,50 -0,32 0,04
tannino
Test di filtrabilita
IFM 100 mg/L di 0,51 0,32 0,31 0,29 -0,48 -0,34 -0,02
tannino
Test di
filtrabilitaVmax -0,40 -0,45 -0,35 -0,39 0,66 0,09 0,03
100 mg/L di
tannino
Analisi -0,12 0,33 0,34 0,42 0,28 -0,01 0,14
colorimetrica a*
Analisi
colorimetrica b* -0,35 -0,60 -0,56 -0,47 0,56 0,28 -0,05
Analisi -0,40 -0,40 -0,38 -0,22 0,44 0,41 0,04
colorimetrica L*

93




Test di

s N Attivita Test di Test di PN
Attivita AtiVitd 1 ossidante | Torbidita | filtrabilita IF | filtrabilita | Ttrabilita
antiossidante | antiossidante .. . Vmax 50
. L. in vino NTU 50 mg/L di | IFM 50 mg/L .
in tampone | in vino rosso . . . . mg/L di
bianco tannino di tannino .
tannino
Carica elettrica -0,45 0,49 0,43 0,53 0,51 0,53 0,39
superficiale
10A . 190 -0,68 -0,03 -0,40 0,48 0,38 0,39 -0,25
mg/L di tannino
I0A =~ 500 mg/L 0,58 0,01 035 0,48 0,40 0,41 -0,20
di tannino
10A . 100.0 -0,62 -0,05 -0,36 0,43 0,36 0,37 -0,26
mg/L di tannino
POM-test 0,69 -0,05 0,34 -0,68 -0,60 -0,60 0,39
Particle size 5 g/L. 0,44 021 0,12 0,57 -0,58 20,46 0,52
di tannino
Potenziale zeta 5 0,22 0,15 0,01 0,01 0,10 0,08 20,07
¢/L di tannino
Attivita
antiossidante in 1,00 0,38 0,77 -0,63 -0,51 -0,54 0,30
tampone
Attivita
antiossidante in 0,38 1,00 0,59 -0,13 -0,11 -0,08 0,18
vino rosso
Attivita
antiossidante in 0,77 0,59 1,00 -0,46 -0,19 -0,29 -0,06
vino bianco
Torbidita NTU -0,63 -0,13 -0,46 1,00 0,77 0,76 -0,60
Test di filtrabilita
IF 50 mg/L di -0,51 -0,11 -0,19 0,77 1,00 0,96 -0,82
tannino
Test di filtrabilita
IFM 50 mg/L di -0,54 -0,08 -0,29 0,76 0,96 1,00 -0,67
tannino
Test di filtrabilita
Vmax 50 mg/L di 030 0.18 -0,06 -0,60 -0,82 -0,67 1,00
tannino
Test di filtrabilita
IF 100 mg/L di -0,51 -0,07 -0,31 0,68 0,88 0,95 -0,61
tannino
Test di filtrabilita
IFM 100 mg/L di -0,58 -0,12 -0,41 0,61 0,87 0,92 -0,59
tannino
Test di
filtrabilitaVmax 0,42 -0,09 0,10 -0,53 -0,54 -0,56 0,48
100 mg/L di
tannino
Analisi 0,34 0,37 0,35 -0,46 -0,37 -0,33 0,40
colorimetrica a
Analisi 0,44 0,02 0,25 0,76 0,51 0,51 0,48
colorimetrica b*
Analisi 0,34 0,07 0,16 0,71 -0,46 0,46 0,41

colorimetrica L*
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Test di

Test di pees Test di . -
filtrabilita TP | Therabilitd g piliaVmax | Analisi Analisi. Analisi
. IFM 100 . colorimetrica | colorimetrica . .
100 mg/L di . 100 mg/L di colorimetrica L*
! mg/L di ’ a* b*
tannino . tannino
tannino
Carica elettrica 0,47 0,51 20,40 0,12 0,35 20,40
superficiale
10A 100 mg/L 0,34 0,32 0,45 -0,33 -0,60 -0,40
di tannino
10A 50(.] mg/L di 0,30 0,31 -0,35 -0,34 -0,56 -0,38
tannino
10A 1000 mg/L 0,33 0,29 0,39 0,42 0,47 0,22
di tannino
POM-test -0,50 -0,48 0,66 0,28 0,56 0,44
Particle size S g/L. di 0,32 0,34 0,09 -0,01 0,28 041
tannino
Potenziale zeta 5 g/L 0,04 20,02 0,03 0,14 0,05 0,04
di tannino
Attivita
antiossidante in -0,51 -0,58 0,42 0,34 0,44 0,34
tampone
Attivita
antiossidante in vino -0,07 -0,12 -0,09 0,37 0,02 -0,07
rosso
Attivita
antiossidante in vino -0,31 -0,41 0,10 0,35 0,25 0,16
bianco
Torbidita NTU 0,68 0,61 -0,53 -0,46 -0,76 -0,71
Test di filtrabilita IF 0,88 0,87 -0,54 -0,37 -0,51 -0,46
50 mg/L di tannino
Test di filtrabilita
IFM 50 mg/L di 0,95 0,92 -0,56 -0,33 -0,51 -0,46
tannino
Test di filtrabilita
Vmax 50 mg/L di -0,61 -0,59 0,48 0,40 0,48 0,41
tannino
Test di filtrabilita IF 1,00 0,94 -0,55 -0.30 -0.44 -0.39
100 mg/L di tannino
Test di filtrabilita
IFM 100 mg/L di 0,94 1,00 -0,46 -0,24 -0,35 -0,33
tannino
Test di -0,55 -0,46 1,00 0,56 0,58 0,42
filtrabilitaVmax 100
mg/L di tannino
Analisi colorimetrica | 930 -0.24 0,56 1,00 0,39 0,08
Analisi col:grlmetrlca -0.44 035 0,58 039 1,00 0,93
Analisi colorimetrica | 939 0,33 0,42 0,08 0,93 1,00
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Come si puod vedere dalla tabella 9 la carica elettrica superficiale ¢ correlata
positivamente con la torbidita (r=0,53). Cio potrebbe essere interessante a livello
operativo in cantina nelle fasi di scelta di un tannino in quanto con una semplice e
veloce lettura della torbidita si potrebbe avere una visione d’insieme della sua carica

elettrica superficiale.

Si puo inoltre osservare, come precedentemente spiegato, una relazione lineare positiva
tra I’attivita antiossidante dei tannini misurata in tampone e il POM-test (r=0,69) (fig.

40), negativa con I’indice di ossidabilita degli antociani (r=-0,68) (fig. 39).
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Figura 39 — Correlazione tra IOA 100 mg/L tannino e attivita antiossidante in tampone.
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Figura 40 — Correlazione tra POM-test e attivita antiossidante in tampone.

Osservando 1’andamento del diametro idrocolloidale (tab. 9) si vede come esso sia
correlato negativamente con la torbidita (r=-0,57), I’indice di filtrabilita (r=-0,57) e
positivamente correlato con la Vmax del test di filtrabilita (r=0,52). Questo tipo di
correlazione confermerebbe ancora una volta 1’utilita della misura del diametro

idrocolloidale in fase di caratterizzazione dei preparati commerciali di tannino; in
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questo specifico caso potrebbe dare utili indicazioni previsionali dell’attitudine di un
tannino di intasare le membrane filtranti. Sempre osservando la tabella 9 1’attivita
antiossidante dei tannini in tampone ¢ correlata negativamente con la torbidita (r=-0,63)
e con I’indice di filtrabilitd modificato (r=-0,54)

La torbidita ¢ apparsa correlata negativamente con i parametri b* (r=-0,76) e L* (r=-
0,71) dell’analisi colorimetrica (tab. 9). Da questa correlazione si pud dedurre che la
colorazione di un tannino incida anche sulla torbidita dello stesso.

Dall’osservazione dei valori di correlazione del test di filtrabilita (tab. 9) emerge come
esso abbia una relazione lineare negativa con il POM-test (r=-0,60). Inoltre anche la
torbidita segue questo andamento se messa in correlazione con il POM-test (r=-0,68).
Inoltre, come ci si poteva aspettare, ¢ evidente la correlazione positiva tra la torbidita e
I’indice di filtrabilita (IF) (r=0,77) e I’indice di filtrabilita modificato (IFM) (r=0,76) del
test di filtrabilita in entrambe le concentrazioni di tannino provate (tab. 9 e fig. 41).
Negativa ¢ invece la correlazione tra la torbidita e la Vmax (r=-0,60) del test di

filtrabilita, anch’essa in entrambe le concentrazioni di tannino provate (tab. 9 e fig. 42).
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Figura 41 — Correlazione tra torbidita e IF, IFM 50 mg/L tannino.
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Figura 42 — Correlazione tra torbidita e Vmax 50 mg/L tannino.
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6.2 ESPERIENZE TECNOLOGICHE IN CANTINA

6.2.1 Analisi in macerazione

Per la decifrazione dei codici di identificazione delle prove tecnologiche utilizzati nelle

figure seguenti si rimanda alla tabella 5 del paragrafo 5.2.3.

6.2.1.1 Andamento dei polifenoli totali

Nel corso della fermentazione alcolica ¢ stato studiato I’andamento dei polifenoli totali
utilizzando 1’indice DOyg che si basa sull’assorbimento caratteristico a 280 nm dei cicli
benzenici della maggior parte dei polifenoli (Flanzy e Poux, 1958; Ribéreau-Gayon,
1970).

Esaminando 1 grafici relativi (fig. 43) si notano differenze significative tra le varie
vinificazioni. In particolare, rispetto al testimone, apparentemente non ci sono
differenze significative con le prove fatte con la sola aggiunta di tannini condensati
senza macro ossigenazione. In realta D’effetto positivo dell’aggiunta dei tannini
condensati sul contenuto in polifenoli totali ¢ evidente per il fatto che alla svinatura
mostrano valori simili al testimone pur partendo da un corredo polifenolico inferiore.
L’aggiunta di tannino di tara non fa che ampliare positivamente il divario con il
testimone. Anche la macro ossigenazione interferisce positivamente con I’andamento
analizzato. Infine, in tutte le prove, risultano valori tendenzialmente piu elevati per le
tesi dove ¢ stato usato il tannino QuebrachoS. Questo puo far pensare ad una maggiore
solubilita del preparato in questione in fase di macerazione rispetto agli altri tannini
dovuta al tipo di estrazione, in questo effettuata tramite etere dietilico.

Questo parametro analitico non va tuttavia considerato in termini assoluti, influendo su
di esso diversi fattori, tra cui 1’estrazione delle sostanze polifenoliche stesse; non si
dimentichi inoltre che una frazione del tannino aggiunto verra adsorbita sulle frazioni
solide o sulla parete cellulare dei lieviti, o ancora, si ritrovera tra le fecce di fine

fermentazione.
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6.2.1.2 Andamento degli acidi idrossicinnamiltartarici

Nel corso della fermentazione alcolica ¢ stato studiato 1’andamento degli acidi
idrossicinnamiltartarici utilizzando [I’indice DOs che si basa sull’assorbimento
caratteristico a 320 nm degli acidi idrossicinnamiltartarici.

L’andamento del contenuto in acidi idrossicinnamiltartarici durante la macerazione (fig.
44) evidenzia un aumento costante dei valori con il passare dei giorni in tutte le prove,
testimone compreso. Le tesi in cui sono presenti tutte le variabili contemporaneamente
mostrano 1 valori finali piu elevati, anche se non di molto superiori rispetto alle altre
prove, le quali mostrano valori finali simili al testimone, dimostrando in questo modo
una debole influenza positiva dei tannini esogeni e della macro ossigenazione su questo

parametro.
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6.2.1.3 Andamento dell’intensita colorante

Osservando 1 grafici di figura 45, appare subito evidente come in tutte le prove
I’aggiunta di tannino condensato comporti un innalzamento dell’intensita colorante
rispetto al testimone. A parita di condizioni di trattamento ¢ chiaro come le tesi aggiunte
di tannino QuebrachoS, cio¢ estratto mediante ectere dietilico, mostrino valori
mediamente superiori rispetto alle altre tesi dove non ¢ presente questo tannino. Questo
fatto mette in evidenza I’influenza del tipo di estrazione del tannino sull’intensita
colorante sottolineando come anche questo aspetto sia importante nella valutazione
finale di un preparato. La maggior efficacia del preparato in questione potrebbe essere
dovuta ad una maggiore dissoluzione del tannino in fase di macerazione rispetto agli
altri tipi di tannini di quebracho estratti con solventi diversi.

Il tannino idrolizzabile aggiunto non ha avuto influenze su questo parametro, mentre
I’utilizzo combinato tra tannino condensato ¢ macro ossigenazione ha consentito un

significativo aumento dell’intensita colorante rispetto al testimone e alle altre tesi.
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Figura 45 — Andamento dell’intensita colorante.
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6.2.1.4 Andamento della tonalita

Nella valutazione dell’andamento del parametro tonalita (fig. 46), misurato nel corso
della fermentazione alcolica, non sembrano esserci differenze dovute al tipo di solvente
di estrazione dei tannini, contrariamente a quanto evidenziato per 1’intensita colorante.
Tutte le tesi mostrano una repentina diminuzione dei valori fra i primi due rilevamenti,
per poi in generale diminuire in maniera piu graduale. Positiva in generale sembra
essere stata I’influenza della macro ossigenazione in riferimento al testimone, mentre
non sembrano esserci state modifiche per questo indice in seguito all’aggiunta del
tannino idrolizzabile, riscontrando valori simili al testimone per le tesi oggetto
dell’aggiunta di quest’ultimo. La sola aggiunta del tannino condensato sembra avere un
andamento in controtendenza rispetto alle altre tesi evidenziando valori finali piu elevati
anche rispetto al testimone. Ad una repentina diminuzione della tonalita tra il primo e il
secondo rilievo si contrappone un inaspettato aumento della stessa tra il secondo e il
quarto rilievo. L’aumento della tonalita coincide con le operazioni di aggiunta del
tannino condensato. L’aggiunta dello stesso e la sua dissoluzione potrebbero aver creato
qualche interferenza con il regolare andamento di questo parametro. Questa ultima

considerazione non sembrerebbe valida per la tesi dove ¢ presente il tannino di

quebracho estratto all’acqua.
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Figura 46 — Andamento della tonalita.
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6.2.1.5 Andamento DOq;,

La misura dell’assorbanza a 620 nm permette di valutare 1’intensita della colorazione
blu, pit marcata nei vini giovani.

L’andamento della DOgy (fig. 47) tra le diverse prove mette in rilievo una certa
discrepanza di risultati. Nel complesso il tannino estratto con etere dietilico
sembrerebbe confermare valori tra 1 piu alti, sia rispetto al testimone, sia rispetto agli
altri tannini estratti con solventi diversi, anche se in termini assoluti ¢ la tesi QE ad

essere quella con il valore piu elevato.
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6.2.1.6 Andamento degli antociani

Come visto per gli andamenti dell’intensita colorante e del contenuto in polifenoli totali,
anche per il contenuto in antociani (fig. 48) il testimone non trattato sembra avere nel
complesso valori piu bassi durante tutta la fase macerativa rispetto alle altre tesi. Nello
specifico, I’andamento in macerazione del contenuto in antociani rispecchia quanto
precedentemente detto per I’andamento del contenuto in polifenoli totali e per I’intensita
colorante, in quanto i valori piu elevati si sono registrati nelle tesi dove si ¢ effettuata la
macro ossigenazione, dimostratasi di valido aiuto in riferimento a questi parametri di
valutazione. Inoltre ¢ interessante osservare come nelle prove dove ¢ stata effettuata la
macro ossigenazione, nella tesi dove ¢ previsto 1’utilizzo del tannino QuebrachoS
I’andamento della curva segua quello delle tesi dove si ¢ utilizzato il tannino
QuebrachoE e QuebrachoA posizionandosi pero su valori piu elevati. Questa evidenza
si ¢ riscontrata anche negli andamenti dell’intensita colorante e del contenuto in
polifenoli ad ulteriore conferma dell’importanza che ricopre il solvente utilizzato nelle
operazioni di estrazione del tannino sulle caratteristiche enologiche dello stesso. La sola
aggiunta di tannino condensato ha evidenziato i valori piu bassi, inferiori anche al
testimone non trattato nelle prove dove si ¢ utilizzato tannino di quebracho estratto
mediante etere dietilico e etanolo, mentre un effetto positivo complementare al tannino

condensato ¢ stato rilevato utilizzando il tannino idrolizzabile di tara.
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6.2.1.7 Analisi mediante interferometria ad infrarosso

Tabella 10 — Analisi mediante interferometria a infrarosso. In verde ¢ indicato il primo giorno di
macerazione, in giallo I'ultimo giorno corrispondente alla svinatura.

Alcool . Alcool Acidita | Acidita Acido Acido Acido Acido
Zuccheri pH K

VINIFICAZIONE svolto Complessivo | Totale | Volatile Malico | Lattico | Tartarico | Citrico

RILEVAMENTO

wowore | 2| 32 | o> | | sl o s 5 | o0 | 1 | s Jos

Qs 4,7 48,8 7,6 3,4 0,19 |34 2,1 -0,2 0,8 1,1 0,4
Qs 10,5 5,9 10,9 4,5 0,28 | 3,5 2,4 0,2 0,7 0,2 0,9
Qs 10,8 1,8 10,9 5,0 0,28 | 3,6 1,8 1,0 0,6 -0,1 [ 1,0

QE

9,5

10,7

10,2

5,0

0,22

34

2,7

0,0

0,9

0,4

0,7

QE

10,3

1,4

1,8

109,4

104

8,0

54

3,2

0,22

0,17

3,5

3,4

2,1

2,3

0,8

0,0

0,9

2,0

0,0

1,1

0,8

0,9

9,6

14,2

10,5

47

0,26

3,4

2,2

0,1

0,9

0,5

0,7

Qs+0

7,4

31,8

9,3

3,5

0,22

34

1,2

0,2

0,8

0,9

0,5

Qs+0

QE+O

11,0

8,2

8,1

25,5

11,5

9,7

43

3,9

0,28

0,20

3,5

3,5

14

1,7

0,6

1,0

0,9

0,2

0,9

0,9

0,6

QE+O

11,0

5,2

11,3

4,5

0,23

3,5

1,9

1,2

0,2

0,9

QA+O

4,4

79,5

9,1

3,0

0,20

3,4

1,1

0,2

1,1

13

0,6

QA+O

104

24,3

11,8

4,0

0,35

3,5

1,2

04

0,7

0,8

0,7

Qs+T 0,1 172,9 10,5 2,6 0,18 | 3,6 1,8 0,3 2,3 15 1,3
Qs+T 2,6 113,1 9,4 2,9 0,23 |35 1,6 0,2 1,3 13 0,9
Qs+T 53 59,7 8,9 3,1 0,30 |35 14 0,0 0,8 1,2 0,7
Qs+T 9,5 15,1 104 3,7 039 |3,6 15 0,1 0,7 0,5 0,8

QE+T

5,6

49,2

8,5

3,8

0,16

3,3

1,8

11

1,2

0,4
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QE+T 3 10,2 4,9 10,5 4,6 0,25 3,4 2,1 0,0 1,2 0,2 0,7
QE+T 4 10,2 4,9 10,5 4,6 0,27 3,5 2,2 0,1 1,1 0,2 0,8
QE+T 5 10,6 1,8 10,7 51 0,26 | 3,5 1,5 0,8 0,9 0,0 0,8
QA+T 1 0,1 152,7 9,3 2,3 0,16 |3,5 1,8 0,3 2,2 1,2 1,1
QA+T 2 4,2 83,0 91 3,4 0,19 3,4 1,6 0,2 1,1 1,2 0,6
QA+T 3 10,9 5,4 11,2 4,5 0,29 3,5 1,8 0,4 11 0,1 0,9
QA+T 4 10,7 24 10,8 4,8 0,30 |35 11 11 1,0 -0,1 0,8
QS+T+0 1 3,6 96,6 9,4 4,3 0,05 |33 1,1 0,9 0,8 0,9 0,9
Qs+T+0 2 71 34,4 9,2 3,3 0,25 3,4 1,2 0,1 0,9 0,9 0,5
Qs+T+0 3 11,8 5,4 12,1 4,2 0,35 3,5 1,5 0,5 1,0 0,0 0,9
QS+T+0 4 12,1 1,9 12,2 4,6 0,35 3,6 1,1 1,2 1,1 -0,2 0,9
QE+T+0 1 0,1 137,6 8,4 2,3 0,13 |3,5 1,7 0,1 2,5 1,2 1,2
QE+T+0 2 0,5 126,1 8,1 2,6 0,18 3,6 1,8 0,1 2,5 1,2 1,2
QE+T+0 3 6,4 38,4 8,7 3,4 0,17 3,5 1,5 -0,1 1,0 1,1 0,7
QE+T+0 4 10,0 2,3 10,1 4,4 0,22 3,5 1,2 0,7 1,2 0,0 1,0
QE+T+0 5 9,9 2,5 10,1 4,5 0,23 3,5 1,2 0,7 13 0,0 1,1
QE+T+0 6 10,0 2,5 10,1 4,4 0,23 |35 1,1 0,7 1,1 0,0 1,0
QA+T+0 1 0,2 133,4 8,2 3,7 -0,08 (3,4 15 1,5 14 1,4 1,4
QA+T+0 2 0,4 1315 8,3 2,4 0,15 3,6 1,9 0,1 2,3 1,1 1,3
QA+T+0 3 4,4 73,2 8,8 3,2 0,17 3,5 1,6 0,0 11 13 0,8
QA+T+0 4 6,2 35,4 83 3,7 0,12 |34 1,2 0,3 0,8 0,4 1,0

L’analisi mediante interferometria ad infrarosso si ¢ rivelata molto utile nell’assicurare
un regolare decorso fermentativo delle varie tesi tenendo monitorati 1 principali
parametri analitici di riferimento.

Come si puo vedere dalla tabella 10 si sono riscontrati nel complesso valori di acidita
volatile e pH nella norma, rispettivamente pari a 0,22 e 3,5 in media, dimostrazione di
un regolare svolgimento delle fermentazioni, ulteriormente confermato dal basso tenore
in zuccheri alla svinatura. Infine dai valori di acidita totale mediamente bassi si
conferma 1’avanzato stato di maturazione dell’uva utilizzata per il presente lavoro, pur

contraddistinta da una buona componente malica di partenza

6.2.2 Analisi del vino imbottigliato

Per la decifrazione dei codici di identificazione delle prove tecnologiche utilizzati nelle

figure e nelle tabelle seguenti si rimanda alla tabella 5 del paragrafo 5.2.3.
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L’analisi del vino imbottigliato oggetto delle prove tecnologiche ha permesso
importanti considerazioni.

Osservando 1’andamento dell’indice dei pigmenti polimerizzati (fig. 49), che esprime il
contributo rosso dei tannini condensati e delle forme piu polimerizzate degli antociani,
si nota come nella maggior parte delle prove si riscontrino valori inferiori o simili
rispetto al testimone, a dimostrazione che al momento dell’analisi non era ancora
evidente Deffetto dell’aggiunta del tannino esogeno in macerazione sulla
polimerizzazione e conseguentemente stabilizzazione degli antociani, effetto che molto
probabilmente si sarebbe potuto notare nel corso della conservazione del vino. I valori
piu elevati delle forme libere (fig. 50) confermano la minor presenza degli antociani
stessi in forma combinata al momento dell’analisi rispetto al testimone, determinando
una maggiore sensibilita alle degradazioni termiche ed ossidative.

A conferma di quanto appena esposto si fa presente come le tesi QA e QE+T, tra le tesi
aventi 1 piu bassi valori in termini di indice dei pigmenti polimerizzati (fig.49), siano
quelle con 1 valori piu elevati in riferimento all’indice di ossidabilita degli antociani
(fig. 61).

Si discostano da quanto appena esposto le prove QS, QS+T, QA+T, le quali registrano
valori superiori rispetto al testimone sia in termini di indice dei pigmenti polimerizzati
(fig. 49) che in termini di contenuto in antociani (fig. 50), andamento giustificabile con
un corredo fenolico importante, affermazione confermata dagli alti valori in polifenoli
totali per queste tesi (fig. 52).

L’analisi del contenuto in antociani evidenzia i1 positivi effetti della pratica della macro
ossigenazione in abbinamento all’aggiunta di tannini condensati esogeni rispetto alle
altre combinazioni delle variabili tecnologiche analizzate e rispetto al testimone (fig. 50).
Inoltre, come peraltro era stato evidenziato nell’analisi degli andamenti in macerazione,
le prove dove figura presente il tannino QuebrachoS risultano quelle con i valori di
antociani mediamente piu elevati, ulteriore conferma delle differenze di comportamento
esistenti a seconda dei metodi di estrazione usati. In questo caso I’etere dietilico si

conferma come il tipo di solvente di estrazione migliore.
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Figura 50 — Contenuto in antociani (mg/L).

L’indice di HCI (fig.51), indicatore dello stato di polimerizzazione dei tannini, mostra
valori del testimone generalmente superiori rispetto alle altre tesi, dove si riscontra una
bassa polimerizzazione dei tannini presenti, minore per le tesi QS+0O, QE+O, QA+O,

forse dovuta alla somministrazione di ossigeno in macerazione.
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(fig. 53), rispetto

acqua. Dai risultati appena esposti si evince ancora una volta come le varie tipologie di

estrazione dei tannini siano determinanti per i risultati enologici finali. Come ci si

poteva attendere

Figura 51 — Indice di HC1 7 e indice di HCI 24.

di tannino di quebracho estratto mediante etere dietilico presentano
in termini di polifenoli totali (fig. 52) e acidi idrossicinnamiltartarici

alle tesi aggiunte di tannino di quebracho estratto mediante etanolo od

I’aggiunta anche di tannino di tara non fa che aumentare i valori in

polifenoli totali (fig. 52) e acidi idrossicinnamiltartarici (fig. 53).
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Figura 52 - Contenuto in polifenoli totali (D.O. 280 nm).
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Figura 53 - Contenuto in acidi idrossicinnamiltartarici (D.O. 320 nm).

L’indice di gelatina (fig. 54) mette in evidenza la capacita dei tannini di reagire con le
proteine della gelatina; questa reattivita interviene nella sensazione di astringenza che si
avverte al momento della degustazione di un vino rosso. Dall’analisi dei risultati
emergono valori nel complesso bassi, indice di una bassa astringenza del vino. Tra le
varie tesi si notano valori leggermente piu alti per le tesi dove figura il tannino di
quebracho estratto mediante etere dietilico e nelle tesi dove figurano

contemporaneamente tutte le variabili, anche in riferimento al testimone

Indice di gelatina
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10 4

Figura 54 — Indice di gelatina.

I1 testimone all’analisi della stabilita proteica (fig. 55) ¢ risultato essere maggiormente

stabile rispetto alle altre tesi.
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Figura 55 — Indice di stabilita proteica.

L’analisi dei tannini totali (fig. 56) mette in rilievo 1 valori piu elevati per le tesi in cui si
¢ operata 1’aggiunta del tannino QuebrachoS in aggiunta al tannino di tara con e senza
somministrazione di ossigeno in macerazione. Per le altre prove si notano valori simili
al testimone. Per spiegare quest’ultima osservazione non si dimentichi, inoltre, che una
frazione del tannino aggiunto in macerazione verra adsorbita sulle frazioni solide o sulla
parete cellulare dei lieviti, o ancora, si ritrovera tra le fecce di fine fermentazione.

Con riferimento all’analisi del contenuto in catechine nei vini risultati dalle prove
tecnologiche (fig. 57), si mettono in evidenza i valori piu elevati nelle tesi dove ¢ stato
aggiunto tannino di quebracho estratto all’etere dietilico rispetto alle altre tesi e al
testimone. Le tesi che non sono state oggetto di aggiunte di tannino di quebracho
estratto all’etere dietilico mostrano valori mediamente simili al testimone. Si rinnova
I’importanza, visti i risultati anche di queste due ultime analisi, della differenza esistente
tra 1 vari tannini di quebracho a seconda dei solventi di estrazione utilizzati nei risultati
enologici.

L’indice di etanolo (fig. 58), che ¢ rappresentativo della frazione di tannini legati a
polisaccaridi e sali e quindi presenti nella frazione colloidale del vino, mostra valori nel
complesso inferiori a 12 confermando ulteriormente che le analisi del presente lavoro
sono state eseguite su vini molto giovani dove € poco rappresentata la frazione di
tannini legati a polisaccaridi e sali, maggiormente presente nei vini pit maturi.

I1 valore in assoluto piu elevato della tesi QS+T ¢ spiegabile con il fatto che ¢ anche la

tesi con il valore piu elevato in tannini totali (fig. 56).
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Figura 56 — Tannini totali (g/L).
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Figura 57 — Catechine (mg/L).
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Figura 58 — Indice di etanolo.
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Osservando la figura 59, inerente ai valori di intensita colorante, appare subito evidente
come in tutte le prove, tranne la tesi QE, ’aggiunta di tannino condensato comporti un
innalzamento dell’intensita colorante rispetto al testimone. Analizzando nello specifico
la tesi QE emerge come la minore intensita colorante riscontrata rispetto a tutte le altre
prove, testimone compreso, potrebbe essere dovuta anche ai bassi valori riscontrati dalla
stessa in termini di contenuto in tannini totali (fig. 56) e antociani (fig. 50), compresi 1
valori di antociani misurati per tutto il periodo di macerazione (fig. 48).

A paritd di condizioni di trattamento ¢ chiaro come le tesi aggiunte di tannino
QuebrachoS, cio¢ estratto mediante ectere dietilico, mostrino valori mediamente
superiori rispetto alle altre tesi dove non € presente questo tannino. Questa evidenza ¢
stata riscontrata anche negli andamenti dell’intensita colorante misurata in macerazione
(fig. 45). Questo fatto mette in evidenza I’influenza del tipo di estrazione del tannino
sull’intensita colorante sottolineando come anche questo aspetto sia importante nella
valutazione finale di un preparato. La maggior efficacia del preparato in questione
potrebbe essere dovuta ad una maggiore dissoluzione del tannino in fase di macerazione
rispetto agli altri tipi di tannini di quebracho estratti con solventi diversi.

L’utilizzo combinato tra tannino condensato € macro ossigenazione ha consentito un
significativo aumento dell’intensita colorante rispetto al testimone e alle altre tesi. Il
tannino idrolizzabile, nelle tesi dove ¢ stato aggiunto, ha moderatamente influenzato in
maniera positiva i valori di intensita colorante (fig. 59).

La tonalita dei vini (fig. 60) corrisponde al livello di evoluzione del colore verso
I’arancio e tende ad aumentare nel corso dell’invecchiamento del vino. Dall’analisi dei
valori riscontrati, tutte le tesi, tranne QS e QE, mostrano valori nella norma per i vini
giovani e comunque inferiori al testimone.

Con riferimento all’indice di ossidabilita degli antociani (fig. 61) tutte le tesi sembrano
avere un corredo antocianico maggiormente soggetto alle ossidazioni rispetto al
testimone. Questo andamento puo essere giustificato prendendo in considerazione anche
il contenuto in antociani (fig. 50): appare evidente che le tesi con i valori piu elevati in
antociani sono anche quelle che mostrano i maggiori valori di .O.A. e i maggiori valori
in termini di intensita colorante (fig.59).

Analizzando la DOgy (fig. 62), la quale tiene conto del colore blu dei vini giovani, si

puo vedere come le tesi dove ¢ presente il tannino QuebrachoS siano quelle con i valori

118



piu elevati per questo parametro a riprova di quanto detto in precedenza sulla differenza
di caratteristiche enologiche di un tannino in base al tipo di solvente utilizzato per
I’estrazione. Valori elevati, sempre in riferimento alle tesi oggetto del presente studio, si

sono riscontrati anche per le prove in cui compaiono insieme tutte e tre le variabili.

Intensita colorante

& &

Figura 59 — Intensita colorante.
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Figura 60 — Tonalita
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Figura 62 — DOy

\

In riferimento ai risultati del test di refrigerazione, non si ¢ riscontrata nessuna
formazione di cristalli di bitartrato di potassio, confermando quindi la stabilita tartarica

dei vini oggetto del presente lavoro.
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6.2.2.1 Analisi sensoriale

Per dare un giudizio complessivo ai risultati delle prove tecnologiche si ¢ provveduto ad
effettuare due analisi sensoriali alla cieca con due panel di degustatori addestrati, in
modo da poter trarre delle conclusioni il piu possibile veritiere. Nello specifico la prima
degustazione ha avuto luogo presso il Centro per la Sperimentazione in Vitivinicoltura
di San Floriano della Provincia di Verona, mentre la seconda degustazione ha avuto
luogo presso I’azienda agraria sperimentale “A. Servadei” dell’Universita di Udine.
Dall’analisi delle figure 63 ¢ 64 in generale si sono ottenuti vini senza note sensoriali
negative tali da compromettere il risultato finale. Nello specifico non sono state rilevate
note animali, vegetali o amare.

Emerge chiaramente la maggiore intensita colorante dei campioni dove si sono eseguite
aggiunte di tannino QuebrachoS rispetto alle altre tesi confermando quanto evidenziato
analiticamente. Da notare, inoltre, come le tesi trattate con macro ossigenazione
mostrino 1 valori piu alti sempre per questo parametro. L’aggiunta di tannino di tara ha
mostrato un moderato effetto positivo su questo parametro.

L’intensita dell’olfatto mostra i valori piu bassi per il testimone e per le tesi aggiunte del
solo tannino condensato, confermando 1’utilita della macro ossigenazione anche per
questo parametro.

Le note di frutta rossa e confettura, tipiche di un vino rosso, sono maggiormente
rappresentate nelle tesi dove si ¢ effettuata la macro ossigenazione sottolineando
I’influenza di questa operazione sui rilievi sensoriali.

Note erbacee negative non sono state rilevate tranne che per la tesi QA+T, seppur in
quantita limitata.

Dal punto di vista delle note speziate, essa non si ¢ percepita all’atto sensoriale senza
distinzione tra testimone e le altre tesi. Questo significa che il tannino aggiunto non ha
dato particolari impronte sensoriali ai vini rispettando la tipicita del vino. Anzi, proprio
per questo parametro, il testimone ¢ stato il vino piu penalizzato durante le degustazioni.
Le tesi giudicate piu tipiche in riferimento alla tipologia di vino sono quelle dove ¢

presente il solo tannino di quebracho senza macro ossigenazione.

121



Anche la valutazione della struttura, parametro molto importante per un vino rosso, ha
mostrato 1 migliori punteggi per le tesi dove, oltre all’aggiunta di tannino di quebracho,
si ¢ fatto ricorso alla macro ossigenazione e all’aggiunta di tannino di tara.

La valutazione della componente acida ha messo in rilievo differenze tra i due panel di
degustazione in particolare il panel di S.Floriano ha rilevato una componente acida nei
vini maggiore rispetto al panel di Udine dove ¢ stata rilevata solo nella degustazione
delle tesi dove era presente il tannino di QuebrachoA.

In riferimento all’astringenza dei vini nel complesso 1’analisi sensoriale non ha rilevato
valori elevati per questo descrittore, confermando quanto evidenziato tramite I’indice di
gelatina (fig. 54).

Come ulteriore testimonianza visiva si riportano le fotografie effettuate durante I’analisi

sensoriale (fig. 65).

Tabella 11 — Legenda delle figure 62, 63, 64.

Vinificazione Aggiunte Codice
(Testimone) Testimone
1 Quebracho S QS
2 Quebracho E QE
3 Quebracho A QA
4 Quebracho S + O, QS+0O
5 Quebracho E + O, QE+O
6 Quebracho A + O, QA+O
7 Quebracho S + Tara QS+T
8 Quebracho E + Tara QE+T
9 Quebracho A + Tara QA+T
10 Quebracho S + Tara + O, QS+T+0O
11 Quebracho E + Tara + O, QE+T+O0O
12 Quebracho A + Tara + O, QA+T+O
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Test QS QE QA Test QS+O QE+O QA+O

Test QS+T QE+T QA+T Test QS+T+O QE+T+O QA+T+O

Test QS QS+0O QS+T QS+T+O
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Test QE QE+O QE+T QE+T+O

Test QA QA+O QA+T QA+T+O

Figura 65— Riscontro visivo del vino imbottigliato.
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7 CONCLUSIONI

Gli obiettivi prefissati da questo studio sono stati raggiunti in modo soddisfacente
aumentando il livello di conoscenza dei tannini e del loro uso.

I parametri di valutazione tradizionali testati sui formulati di tannino risultano
applicabili ai fini della caratterizzazione degli stessi e alla discriminazione tra tannini
condensati e tannini idrolizzabili.

Tra 1 parametri di valutazione alternativi utilizzati sui preparati di tannino la misura
della carica elettrica superficiale (CES) ha permesso di conoscere a priori la reattivita
nei confronti delle proteine. Infatti i tannini presentano carica elettrica al pH del vino,
pertanto la valutazione di questo importante parametro ha consentito di conoscere al
meglio le qualita enologiche dei tannini stessi. In aggiunta a questa tecnica si ¢
utilizzato uno strumento analitico decisamente interessante e complementare al
precedente, la misura del diametro dei colloidi e delle macromolecole mediante
diffusione dinamica della luce laser (DLS — dynamic light scattering). Attraverso questa
misura si ¢ ottenuta un’informazione sulla distribuzione delle dimensioni delle particelle
di tannino, utile per predirne la futura stabilita colloidale. La tecnica della diffusione
elettroforetica della luce, detta anche mobilita elettroforetica (ELS-Electrophoretic Light
Scattering), che misura il “potenziale zeta” delle particelle colloidali, dovrebbe
consentire di predire la futura stabilita di un sistema colloidale tramite la misura del
“potenziale zeta” delle particelle colloidali in maniera piu precisa. Con questo tipo di
analisi viene confermato il carattere elettronegativo del tannino, tuttavia la misura deve
essere ancora perfezionata su questo tipo di coadiuvante, dal momento che i dati
risultano non perfettamente ripetibili. La valutazione con metodologie alternative come
il diametro colloidale e il potenziale zeta potrebbe diventare uno strumento innovativo e
complementare d’indagine per ottimizzare 1’impiego e il dosaggio dei coadiuvanti e la
gestione dei processi di vinificazione e stabilizzazione (ad es. prevedere il limite tra
stabilita e instabilita del sistema, ecc.).

Con riferimento alle prove tecnologiche si sono evidenziate differenze di
comportamento sia tra preparati di diversa origine botanica, sia tra preparati di uguale
origine botanica estratti con solventi diversi. Nello specifico ¢ stato confermato il ruolo

positivo che hanno 1 tannini condensati sulla stabilizzazione cromatica, in particolare se
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abbinati ad operazioni di macro ossigenazione e sul ruolo aromatico determinando un
aumento della tipicita dei vini, nonché un aumento della struttura degli stessi.

L’etere dietilico si ¢ dimostrato il solvente che ha fornito i riscontri maggiormente
positivi, mentre il tannino idrolizzabile si ¢ rivelato efficace nell’offrire una marcata
azione sinergica di protezione dalle ossidazioni.

Alla luce dei confortanti risultati acquisiti, si ribadisce I’importanza del controllo qualita
del tannino e dei coadiuvanti in genere per ottimizzare le tecniche di vinificazione. Gli
studi comunque dovranno proseguire per conoscere ancora meglio le potenzialita

tecnologiche dei singoli tannini.

128



8 BIBLIOGRAFIA

Amrani Joutei K. (1993) - Localisation des anthocyanes et des tanins dans le raisin:
étude de leur extractibilité. Thése de Doctorat, Université de Bordeaux II.

Ariga T., Hamano M. (1990) — Radical scavenging action and its mode in procyanidin
B-1 and B-3 from azuki beans to peroxyl radicals. Agric. Biol. Chem., 54: 2499.

Bautista-Ortin A.B., Fernandez-Fernandez J.I., Lopez-Roca J.M., Gomez-Plaza E.
(2007) - The effects of enological practices in anthocyanins, phenolic compounds and
wine colour and their dependence on grape characteristics. Journal of Food
Composition and Analysis, 20: 546-552.

Bosso A., Cravero M.C., Serpentino M., Scotti B., Poinsaut P. (2001) - Wine and
tannins. Vignevini, 28 (1-2): 69-74.

Brand-Williams W., Cuvelier M., Berset C. (1995) — Use of a free radical method to
evaluate antioxidant activity. Lehensm.-Wiss. U.-Technol., 28 (1): 25-30.

Celotti E. (2005) - Nuovo metodo per la valutazione della potenziale instabilita proteica
di un vino. Infowine.it, rivista internet di viticoltura ed enologia, n. 6/2.

Celotti E., Battistutta F., Comuzzo P., Scotti B., Poinsaut P., Zironi R. (1999) - Impieghi
di tannini enologici commerciali. Vignevini 7/8: 67-74

Celotti E., Comuzzo P., Battistutta F., Scotti B., Poinsaut P., Zironi R. (1999) -
Caratterizzazione di preparati commerciali di tannino. Vignevini 10: 61-70

Celotti E., Ferrarini R., Franceschi D., (2006) - The analytical evaluation of wine
oxidability. The Australian & New Zealand grapegrower & winemaker, 505: 47-52.

Chauvet S., Sudraud P., Vivas N., Glories Y. (1992) — Les tannins cenologique.
Caracterisation de la nature des produits commerciaux. Rev. Enol., 18 (64): 8-10.

Cheynier V., Montserrat Duefias-Paton, Salas E., Chantal Maury, Souquet J.M., Pascale
Sarni-Manchado and Fulcrand H. (2006) - Structure and Properties of Wine Pigments
and Tannins. Am. J. Enol. Vitic., 57 (3): 298-305.

Cheynier V., Sosquet J.M., Kontec A., Moutounet M. (1994) — Anthocyanin
degradation in oxidizing grape must. J. Sci. Food Agric., 66: 283-288.

Citron G. (2006) — Composizione dei tannini impiegati in enologia. L’Informatore
Agrario, 13: 51-54.

Citron G. (2007) — Le proprieta enologiche dei tannini. L’Informatore Agrario, 4: 73-
77.

129



Comuzzo P. (1998) — Applicazione di alcune nuove tecnologie nell’elaborazione dei
vini rossi e verifica di alcuni indici di valutazione delle sostanze fenoliche. Tesi di
Laurea, Universita di Udine.

Crespy A. (2003a) - Etude de I’elimination de composes soufrés par tanisage avec des
tannins de pépins de raisin. Revue des (Enologues, 108: 38-39.

Crespy A. (2003b) - Etude de la resistance a la decoloration des vins roses aprés
sulfitage par ajout de tannins de raisin (pepins et pellicules). Revue des (Enologues,
108: 33-35.

Crespy A., Urban N. (2002) - Tanins de pepins de raisin: bilan de trios années
d’experimentation. Revue des (Enologues, 105 : 11-14.

De Freitas V. (1995) — Recherches sur les tannins condensés: application a 1’étude des
structures et des proprieties des procyanidines du raisin et du vin. Thése de Doctorat,
Université de Bordeaux II.

Di Stefano R., Borsa D., Gentilini N. (1994) - Estrazione degli antociani dalle bucce
dell’uva durante la fermentazione. L’Enotecnico, 5: 75- 83.

Escribano-Bailén M.T., Alvarez-Garcia M., Rivas-Gonzalo J.C., Heredia F.J., Santos-
Buelga C. (2001) - Color and stability of pigments derived from the acetaldehyde-

mediated condensation between malvidin-3-O-glucoside and (+)-catechin. J. Agric.
Food Chem., 49: 1213-1217.

Ferrarini R., Celotti E., Zironi R. (1996) - Importance des charges électriques
superficielles des adjuvants cenologiques, des particules et des colloides presents dans
les mouts et les vins. Rev. Fr. Oe. 13: 5-10.

Ferrarini R., Zironi R., Celotti E. (1998) - Verifica della qualita applicata ai coadiuvanti
di uso enologico. Vignevini 4: 8§9-104.

Flanzy M., Poux C. (1958) — Ann. Tech. Agric., 7: 377.

Franz H., Mariani P., Rustichelli F., Barbanti D., Ferrarini R., Potentini G., Versari A.
(1993) — Applicazione della diffrazione a raggi X nello studio dei sistemi dispersi. Atti
del Workshop CNR-RAISA Flair-Flow Europe, “Sistemi dispersi: rilevanza
microbiologica e tecnologica delle proprieta chimico-fisiche”. Bologna, 3-4 giugno.
253-266.

Gerland, Christophe (2005) - Color and Tannin Stability: Influence of Microaeration
and Enological Tannin Addition. Presentation at the Wine Industry Workshop.

Glories Y. (1978) — Recherches sur la matiére colorante des vins rouges. Thése de
Doctorat, Université de Bordeaux II.

Glories Y. (1984) — La couleur des vins rouges. Mesure, origine et interpretation.
Connaiss. Vigne Vin, 18 (4): 253-271.

130



Gomez-Plaza E., Gil-Munoz R., Lopez-Roca J.M., Martinez-Cutillas A., Fernandez-
Fernandez J.I. (2001) - Phenolic compounds and color stability of red wine: effect of
skin maceration time. Am. J. Enol. Vitic., 52: 266-270.

Guinard J.X., Pangborn R.M., Lewis M.J. (1986) — Preliminary studies on acidity-
astringency interactions in model solutions and wines. J. Sci. Food Agric., 37: 811-817.

Guizzo P., (1999) - Effetto di alcuni additivi e coadiuvanti sulla valutazione della
stabilita ossidativa dei vini. Tesi di Diploma, Scuola Diretta a Fini Speciali in Tecnica
Enologica. Universita degli studi di Padova, sede di Conegliano.

Harding S.E., Sattelle D.B. and Bloomfield V.A. (1992) — Laser Light Scattering in
Biochemistry. Royal Society of Chemistry, Cambridge.

Herderich M.J., Smith P.A. (2005) - Analysis of grape and wine tannins: Methods,
applications and challenges. Australian Journal of Grape and Wine Research, 11: 205—
214.

Hummer W., Schreier P. (2008) - Analysis of proanthocyanidins. Mol. Nutr. Food Res.,
52: 1381 —1398.

Hunter R.J. (1981) - Zeta potential in colloid science — Principles and applications.
Academic Press (Ed.), London.

Kawamoto H. and Nakatsubo F. (1997) — Phytochemistry, 46, 3: 479.
Lafon-Lafourcade S. (1968) — Annales de la Technologie Agricole, 3: 241.

Lagune L. (1994) — Etude des gélatines Enologiques et des mécanismes du collage dans
les vins rouges. Thése de Doctorat, Université¢ de Bordeaux II.

Lambri M., Silva A. (2004) - Tecniche di macerazione e caratteri qualitativi dei vini
rossi. L’Informatore Agrario, 13: 77 - 81.

LI Hua (2002) - Tannins in wines. Journal of Northwest Sci Tech University of
Agriculture and Forestry,Yangling,Shaanxi, China.

Macheix, J.J., Sapis, J.C. & Fleuriet, A. (1991) — Phenolic compounds and
polyphenoloxidase in relation to browning in grapes and wines. Crit. Rev. Food Sci.
Nutr., 30: 441-486.

Mandrau J.L. (1974) — Methods of measuring the clarity of wines. Connaissance de la
Vigne et du Vin, 8 (1): 21.

Marchinu F. (2009) — Studio per I’ottimizzazione di un metodo analitico rapido per la
stima dell’ossidabilita dei vini. Tesi di Laurea, Universita di Udine.

Martinez Garcia J., Lopez Martin R., Santamaria Aquilue P., Barua Gonzalex M.,
Gutierrez Viguera A. (2003) - Efecto de I’aplicacion de taninos enologicos durante la

131



maceracion en la composicion y estabilidad polifenolica de los vinos tintos. Viticultura
y Enologia Profesional, 85: 53—62.

Masquelier J. (1988) — Effets physiologiques du vin. Sa part dans 1’alcoolisme. Bull.
Oiv, 61 (689-690): 554-578.

Masson G., Moutouner M., Puech J.L. (1995) — Ellagitannin content of oak wood as a
function of species and sampling position in the tree. Am. J. Enol. Vitic., 46 (2): 262-
268.

Mattivi F., Prast A., Nicolini G., Valenti L. (2003) - Il potenziale polifenolico delle uve
rosse e la sua applicazione in enologia. L’Enologo, 10: 105-114.

Muller-Spith H. (1992) — Der POM-test. Deutscher Weinbau, 23: 1099-1100.

Nagel C., Wulf L. W. (1979) — Changes in the anthocyanins, flavonoids and
hydroxycinnamic acid esters during fermentation and aging of Merlot and Cabernet
Sauvignon. Am. J. Enol. Vitic., 30: 111-116.

Neves A.C., Spranger M.I., Zhao Y., Leandro M.C., Sun B. (2010) - Effect of Addition
of Commercial Grape Seed Tannins on Phenolic Composition, Chromatic
Characteristics, and Antioxidant Activity of Red Wine. Journal of Agricultural and
Food Chemistry, 58 (22): 11775-11782.

0.1.V. (2009) — Codex (Enologique International, Paris.

Oh H.I, Hoff J.E., Armstrong G.S., Haff L.A. (1980) — Hydrophobic interaction in
tannin-protein complexes. J. Agric. Food Chem., 28 (2): 394-398.

Okuda, T., Yoshida, T., & Hatano, T. (1992). Antioxydant effects of tannins and related
polyphenols. In M. T. Huang, C. T. Ho, & C. Y. Lee, Phenolic compounds in food and
their effects on health. Washington DC: American Chemical Society, 2: 87-97.

Ostwald W. (1917) — Theorie der Osmose und Ultrafiltration Kolloider Ldsungen.
Kolloid, 23: 68.

Parker M., Smith, P. A., Birse, M., Francis, I. L., Kwiatkowski, M. J., Lattey, K. A.
(2007) - The effect of pre- and post-ferment additions of grape derived tannin on Shiraz
wine sensory properties and phenolic composition. Australian Journal of Grape and
Wine Research, 13: 30-37.

Paronetto L., Paronetto L. (1986) - Ausiliari chimici e biologici in enologia. Intec Ed.,
Verona.

Ribérau-Gayon P., Stonestreer E. (1965) — Le dosage des anthocyanes dans le vin
rouge. Bull. Soc. Chim., 9: 2649-2652.

Ribéreau-Gayon J., Peynaud E., Ribéreau-Gayon P., Sudraud P. (1976) — Sciences et
Techniques du Vin, Tome III, Dunod Ed., Paris.

132



Ribéreau-Gayon J., Peynaud E., Ribéreau-Gayon P., Sudraud P., Amati A. (1980) —
Trattato di Scienza e Tecnica Enologica. volume III. Edizioni AEB, Brescia.

Ribéreau-Gayon P. (1970) — Chimie Anal., 52: 627.

Ribéreau-Gayon P., Glories Y., Maujean A., Debourdieu D. (1998) - Traité¢ d’Enologie,
II. Chimie du vin, stabilisation et traitements. Dunod Ed. Paris.

Rosanda M. (1998). Valutazione di metodi analitici per la stima dell’ossidabilita dei
vini. Tesi di Diploma, Scuola Diretta a Fini Speciali in Tecnica Enologica. Universita
degli studi di Padova, sede di Conegliano.

Saint-Cricq de Gaulejac N., Glories Y., Vivas N. (1999) - Free radical scavenging effect
of anthocyanins in red wines. Food Research International, 32: 327-333.

Salagoity-Auguste M.H., Tricard C., Marsal F., Sudraud P. (1986) — Preliminary
investigation for the differentiation of enological tannins according to botanical origin:
determination of gallic acid and its derivatives. Am J. Enol. Vitic., 37 (4): 301-303.

Sanz M.L., Martinez-Castro 1., Moreno-Arribas M.V. (2008) - Identification of the
origin of commercial enological tannins by the analysis of monosaccharides and
polyalcohols. Food Chemistry, 111: 778—783.

Sarneckis C.J., Dambergs R.G., Jones P., Mercurio M., Herderich M.J., Smith P.A.
(2006) - Quantification of condensed tannins by precipitation with methyl cellulose:

development and validation of an optimised tool for grape and wine analysis. Aust. J.
Grape Wine Res, 12(1): 39-49.

Saucier C. (1997) — Les tanins du vin: étude de leur stabilité colloidale, Thése de
Doctorat, Université de Bordeaux II.

Somers T.C. (1971). The polymeric nature of wine pigment. Phytochemistry, 10: 2175-
218e.

Staudinger M. (1947) — Makromolekulare Chemie und Biologie, Verlag Wept & Co.
Basel.

Sudario E. (1975) — L’analisi dei vini e la ricerca delle sofisticazioni. Ed. Marescalchi,
476.

Sudraud P. (1958) — Interpretation des courbes d’absorption des vins rouges. Ann.
Technol. Agric., 7: 203-208.

Toffoli A. (2010) — Studio di un metodo rapido di cantina per la valutazione della
stabilita fenolica dei vini. Tesi di Laurea, Universita di Padova.

Tosi E., Malacrino P., Blezo G. (2004) - Studio preliminare dei parametri di
maturazione fenolica di alcuni vitigni autoctoni a bacca rossa veronesi. Park Hotel Villa
Quaranta, Ospedaletto di Pescantina (VR), 30/4.

133



Uchida S., Edamatsu R., Hiramatsu M., Mori A., Nonaka G.I., Nishioka I., Niwa M.,
Ozaki M. (1987) — Condensed tannins scavenge active oxygen free radicals. Med. Sci.
Res., 15: 831.

Usseglio-Tomasset L. (1978) — Chimica Enologica. Edizioni AEB, Brescia.

Vernhet A., Pellerin P., Prieur C., Osmianski J., Moutounet M. (1996) — Charge
properties of some grape and wine polysaccharide and polyphenolic fractions. Am. J.
Enol. Vitic., 47 (1): 25-30.

Vivas N. (1997) — Composition et propriétés des préparation commerciales de tanins a
usage cenologiques. Rev. Enol., 23 (84): 15-21.

Vivas N., Glories Y. (1996) — Role of oak wood ellagitannins in the oxidation process
of red wines during aging. Am. J. Enol. Vitic., 47 (1): 103-107.

Vivas N., Saint-Criq De Gaulejac N., Glories Y. (1997) — Influence de SO, et de I’acide
ascorbique sur 1’activité antiradicalaire des tanins, mesurée sur 1’anion superoxyde.
Application aux vins rouges. Vitis, 36 (2): 91-96.

Weinges K., Nader F.W. (1982) — Proanthocyanidns. In Anthocyanins As Food Colors,
Markakis P. Ed., Acad Press, New York: 93-120.

Yokozawa T., Chen C.P., Dong E., Tanaka T., Nonaka G.I., Nishioka I. (1998) - Study
on the Inhibitory Effect of Tannins and Flavonoids against the 1,1-Diphenyl-2-
picrylhydrazyl Radical. Biochemical Pharmacology, 56: 213-222.

Zamora F. (2003) - El tanino enologico en la vinificacion en tinto. Enologos, 25: 26-30.
Zinnai A., Venturi F., Silvestri S., Andrich G. (2003) - The utilisation of technological
additives to improve extraction and stabilisation of coloured compounds of Sangiovese

grapes. Vignevini, 30 (11): 141-144.

Zironi R., Buiatti S., Celotti E. (1992) — Evaluation of a new colorimetric method for
the determination of catechins in must and wines. Vitic. Enol. Sci., 47 (1): 1-7.

134



RINGRAZIAMENTI

Alla conclusione di questo importante percorso di studi e di vita, mi sento in dovere di
ringraziare sentitamente le seguenti persone, le quali, a vario titolo, hanno contribuito,
grazie ai loro preziosi consigli, alla mia crescita umana e professionale, nonché alla
buona riuscita del presente lavoro di ricerca.

Il primo pensiero va sicuramente ai miei genitori, motore e sostegno della mia vita, per 1
sacrifici sostenuti e per essermi sempre stati vicini in questo lungo percorso di studi,
sempre pronti a spronarmi nei momenti piu difficili.

Ringrazio vivamente il Prof. Emilio Celotti per tutto il supporto, 'umanita e la totale
disponibilita dimostrate durante tutto lo svolgimento e la stesura della presente tesi.

Desidero ringraziare la Dott.ssa Valentina Cacciola, la cui disponibilita e professionalita
hanno permesso la buona organizzazione e riuscita della tesi.

Un ringraziamento particolare va all’Enol. Giuseppe Carcereri de Prati, sempre pronto a
dispensare preziosi consigli, la cui professionalitd, umanita e disponibilita hanno
permesso la riuscita della parte tecnologica del presente lavoro di ricerca.

Un grazie di cuore all’Azienda Agricola Sabaini Adolfo che, credendo fin da subito
nelle potenzialita applicative di questo lavoro di ricerca, ne ha reso possibile il riscontro
tecnologico in cantina mettendo a disposizione le sue strutture.

Un grazie speciale a Gianni Mazzasette, la cui bravura, unita a grande intelligenza e
pazienza, ha permesso di svolgere nel migliore dei modi la parte pratica di cantina della
presente tesi.

Ringrazio le ditte EverIntec e Ferrari per la fornitura dei tannini utilizzati nel presente
lavoro di ricerca e per il loro supporto durante lo svolgimento dello stesso.

Ringrazio I’Enol. Umberto Menini, direttore della Cantina di Castelnuovo del Garda,
per la disponibilita dimostrata.

Ringrazio il p.a. Emanuele Tosi, responsabile tecnico del Centro per la sperimentazione
in vitivinicoltura della provincia di Verona, per 1’organizzazione e buona riuscita
dell’analisi sensoriale dei vini della presente tesi di laurea.

Ringrazio gli amici di corso Edoardo e Luca, con i quali ho condiviso questi due anni di
non fissa dimora e il cui aiuto reciproco ha permesso il completamento di questo
percorso di studi.



Un doveroso ringraziamento all’amico Giovanni, la cui smisurata disponibilita e
accoglienza hanno permesso di poter agevolmente soggiornare a Udine per il periodo
necessario allo svolgimento della parte analitica della presente tesi.

Ringrazio I’amico Diego per la disponibilita ad occupare parte delle celle frigorifere del
suo ristorante per la conservazione dei campioni da analizzare.

Ringrazio per ultimi, ma non per importanza, tutti gli amici e le persone care con cui ho

condiviso 1 momenti piu belli e le molte situazioni divertenti e piacevoli.



