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CESSIONE DI FENOLI
DA SUGHERO E STABILITA
PROTEICA DEI VINI

| tappi di sughero possono cedere tannini al vino in funzione della loro qualita, del materiale costitutivo e
delle modalita di lavaggio applicate nella loro produzione. | tannini rilasciati nei vini bianchi possono essere
sufficienti per legare le proteine precipitandole irreversibilmente e creare intorbidamenti. Lisozima e residui
di gelatina possono causare torbidita, non sono invece destabilizzate le chitinasi dell’'uva.

INTRODUZIONE

M |l sughero ¢ il materiale tradizionalmente
utilizzato per la tappatura delle bottiglie di
vino. Le sue caratteristiche tecnologiche,
microbiologiche e sensoriali sono influen-
zate dalle pratiche di sanificazione tra cui il
trattamento con vapore, la bollitura e ['uso
del perossido d'idrogeno, atte a prevenire la
comparsa di muffe e difetti olfattivi (Vlachos
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et al. 2007; Rocha et al. 1996). Sebbene il
2,4,6-tricloroanisolo sia la molecola maggior-
mente temuta dagli enologi, anche i tannini
del sughero potrebbero influenzare negati-
vamente la qualita del vino. Questi composti
sono caratterizzati da gruppi gallici e poli-gal-
lici, sia liberi che glicosidati, e da derivati di
tannini ellagici (Fernandes, et al. 2009).

M | tannini idrolizzabili presenti nel sughero
sono chimicamente simili a quelli che vengo-
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no ceduti dal legno durante l'affinamento
del vino in botte, ma difficilmente possono
influenzare le proprieta gustativo-tattili del
vino rosso a causa delle basse quantita ri-
lasciate attraverso la limitata superficie di
contatto tra sughero e vino nel collo della
bottiglia (Hale et al. 1999), peraltro trascu-
rabili rispetto al contenuto di polifenoli gia
presentinel vino.

M Gli aspetti cinetici e quantitativi della ces-
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sione dei composti fenolici del sughero in
vino bianco non sono stati ancora studiati,
cosi pure la loro interazione con le proteine
del vino e la comparsa di torbidita. Chitinasi
e proteine taumatina-simili (TLP) sono le pro-
teine principalmente responsabili di questo
difetto in vino (Waters et al. 2005) a causa
della loro elevata sensibilita al calore (Falco-
ner et al. 2010) ed alla presenza di tannini
d'uva (Waters et al. 2005; Esteruelas et al.
2011). La loro stabilita non sembra invece
essere influenzata da fenoli d'uva a basso
peso molecolare (Pocock et al. 2007), ma non
e noto l'effetto dei tannini del sughero sulla
stabilita proteica dei vini bianchi.

M La formazione di precipitati proteici nel
vino bianco puo essere anche causata dall'ag-
giunta di lisozima, proteina comunemente
utilizzata per impedire lo sviluppo dei batte-
ri lattici (Gerbaux et al. 1997; Gerbaux et al.
1999). Il lisozima, nonostante la sua buona
solubilita in vino, evidenzia un'elevata sen-
sibilita al calore (Bartowsky et al. 2004) e la
capacita di interagire con i composti fenolici
delvino che lo insolubilizzano rapidamente e
irreversibilmente (Gerbaux et al.1999; Tirelli
et al. 2007). Inoltre, le quantita di lisozima
aggiunte in vinificazione sono comparabili o
superiori alle concentrazioni di TPL e chitina-
si normalmente presenti nel vino prima della
stabilizzazione proteica (Waters et al. 2005;
Le Bourse et al. 2011).

m Anche [a gelatina animale & una proteina
comunemente utilizzata in vinificazione per
la chiarifica (Manfredini 1989; Ribereau-Ga-
yon et al. 2006) e quantita residue (surcol-
laggio) potrebbero essere responsabili della

comparsa di torbidita a causa dall'interazione
con i tannini presenti nel vino.

M In questo lavoro é stato valutato il rilascio
di composti fenolici da diverse tipologie di
sughero (granulare, rondelle e tappi) in so-
luzione modello. Inoltre, & stata monitorata
la comparsa di torbidita sia in soluzioni mo-
dello contenenti lisozima o gelatina animale
che in vino bianco prima della stabilizzazione
proteica.

MATERIALI
E METODI

Sugheri valutati

I sugheri commerciali valutati sono riportati
in Tab. 1. Tutti i campioni sono stati sanifica-
ti con acqua o vapore in fase di produzione
con l'eccezione del campione 3. | tappi e le
rondelle di sughero naturale sono comune-
mente classificati in almeno quattro classi di
qualita commerciale definite con lettere da
A (migliore) a D (peggiore), in base alle irre-
golarita visibili sulla superficie (Stazione Spe-
rimentale del Sughero 1996). Per tutti i cam-
pioni & stata misurata la cessione di tannini
e per i tappi (campioni 8-10) & stato valutato
l'effetto sulla stabilita proteica.

Rilascio di composti fenolici
da sughero granulare, rondelle
e tappi di sughero naturale

M L3 cessione di tannini da sughero € stata va-
lutata usando aliquote da 30 g di sughero gra-

Tab. 1 - Prodotti del sughero valutati. In parentesi € riportata la classe commerciale

nulare, o l'equivalente di circa 320 cm? di su-
perfice peritappio le rondelle, immersiin 250
mL di una soluzione modello con pH 3.2 costi-
tuita da 3 g/L di acido tartarico, 12 % etanolo
(v/v), 150 mg/L di EDTA, 100 mg/L di sodio
metabisolfito, mantenuta immobile a 25°C.
W | composti fenolici rilasciati sono stati de-
terminati per via spettrofotometrica a 270
nm ed i risultati sono stati espressi come pg
di acido gallico per cm? di sughero.

Instabilita della gelatina
animale e del lisozima
in soluzioni tanniche modello

W Le stabilita della gelatina (50 mg/L) e del
lisozima (50-75-100 mg/L) in presenza di
tannini da sughero e stata valutata nella so-
luzione modello addizionata di concentra-
zioni crescenti di composti fenolici (da 5 a 50
mg/L) estratti dal sughero. | campioni sono
stati conservatia 20°C + 1°C sino alla compar-
sa della torbidita. La precipitazione proteica
indotta dal rilascio di composti fenolici ceduti
da tappi sughero é stata valutata utilizzando
lo strumento Metalomeccanica JAV (Egitron,
Mozelos, Portogallo) (Fig. 1) che permetteva
di esequire fino a 24 prove da 5 mL ciascuna
in parallelo simulando la condizione del col-
lo della bottiglia durante la conservazione di
vino. Le valutazioni sono state eseguite usan-
do gelatina (50 mg/L) o lisozima (50 mg/L) e
tappi birondellati o di sughero naturale.

M Le prove sono state svolte parallelamen-
te con soluzione modello priva o aggiunta
della proteina. Il prelievo & stato eseguito
quanto la torbidita si & presentata nel 50%

[ Oisne | senvcrione | _puoiioun
1 Granuli - 0.5-1.5 Italia Vapore No
2 Granuli - 1 Spagna Vapore No
3 Granuli - 2-4 Spagna No No
4 Granuli - 2-4 Spagna Vapore No
5 Granuli - 2-3 Portogallo Vapore No
6 Rondella (A) 26 6 Spagna Vapore No
7 Rondella (D) 26 6 Italia Acqua No
8 Birondellato (A) 235 43 Spagna Vapore Si
9 Birondellato (D) 235 43 Spagna Acqua Si
10 Naturale (A) 26 44 Italia Vapore Si
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Tab. 2 - Quantita di composti fenolici rilasciati da 30 g di granuli di sughero dopo 64 ore di

estrazione in soluzione modello

Codice Superficiezstimata “
il

1 6000 3107 12.91
2 6000 2725 1133
3 2000 3192 39.88
4 2000 3749 46.75
5 2400 2386 24.79

dei campioni. La cessione di composti fe-
nolici e stata quantificata nei campioni di
soluzione modello privi di proteine, mentre
la torbidita é stata valutata spettrofotome-
tricamente (AU a 630 nm) nei campioni ag-
giunti di proteina.

Intorbidamento proteico
in vino bianco

M |3 comparsa di torbidita e stata valutata
in vino bianco, prelevato prima del tratta-
mento di stabilizzazione proteica, prodotto
da uve Verdicchio nella vendemmia 2014
Le prove sono state effettuate con tappi di
sughero naturale ed il controllo e stato rap-
presentato da campioni tappati con tappi
siliconici utilizzando lo strumento Metalo-
meccanica JAV (Fig. 1).

M Il contenuto di proteine nei campioni di
vino & stato determinato con saggio enzi-
matico (Bradford, 1976). La torbidita & stata
inoltre monitorata nello stesso vino bianco
aggiunto di concentrazioni crescenti di com-
posti fenolici estratti dal sughero (da 5 a 50
mg/L) e mantenuto a 20°C + 1°C per 4 giorni.

RISULTATI E
DISCUSSIONE

M La presenza nel sughero di tannini gallici
ed ellagici e fenoli a basso peso molecolare
@ stata riportata da diversi autori (Conde et
al. 1997: Mazzoleni et al. 1998). Tuttavia, dati
relativi alla loro estraibilita e migrazione in
soluzione modello sono limitati (Varea 2001).
ILrilascio di composti fenolici e influenzato da
diversi fattori tra cui l'origine geografica del
sughero, le sue fasi di produzione (Conde et
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al. 1997), porosita, tempo di estrazione e su-
perficie di contatto.

M || rilascio di composti fenolici é stato valu-
tato in diversi lotti di sughero granulare (co-
dificatida 1 a 5in Tab. 1) la cui superficie spe-
cifica é stata stimata approssimando la forma
deigranulia cubi con lato di 0.5-4.0 mm (Tab.
2). Dopo circa tre giorni di estrazione i sughe-
ri hanno mostrato cessioni specifiche finali
molto diverse fra loro con valori che variava-
noda11.33a46.75 pg/cm?.

M Entrambe le classi di rondelle (A e D) sono
state prodotte con lo stesso trattamento di
sanificazione e mostrano un'analoga cinetica
di cessione fenolica sebbene la quantita asso-
luta ceduta dalla classe D sia stata 36% mag-
giore rispetto alla classe A (Fig. 2). La con-
centrazione di fenoli rilevata dopo 3 giorni ha
mostrato valori di estraibilita specifica di 40.0
+ 4.8 e 92.0 + 32.0 yg/cm? rispettivamente
per le classi A e D (Fig. 2). Tali cessioni spe-
cifiche sono fino a 8 volte superiori a quelle
evidenziate dalle rondelle probabilmente a
causa dell'elevata superficie esposta dai gra-
nuli nel lavaggio che potrebbe aver causato
un maggiore impoverimento in fenoli.

B La formazione di torbidita con gelatina
solubile a freddo e stata valutata preliminar-
mente in una soluzione modello addizionata
di 50 mg/L di proteina. | valori di torbidita
registrati in relazione alla concentrazione
fenolica mostrano un andamento sigmoida-
le (Fig. 3) con salita esponenziale (torbidita
visibile) per un rapporto di concentrazione
tra fenoli e proteine superiore a 0.3.

M Tappi birondellati di classe A e D sono stati
impiegati per valutare la comparsa di torbidi-
ta in condizioni analoghe al collo di bottiglia.
Lintorbidamento prodotto dalla gelatina era
chiaramente visibile nella zona adiacente alla

testa del tappo dopo tre giorni, con valori
medi inferiori per la classe A (0.204 + 0.123
AUs30nm) rispetto alla classe D (0.347 + 0.194
AUs30nm). La quantita di fenoli rilasciati al mo-
mento della comparsa dell'intorbidamento
@ stata di 39.1 + 13.3 e 86.6 + 26.0 pyg/cm?,
rispettivamente per le classi A e D.

M La cessione di composti fenolici é stata an-
che monitorata in tappi di sughero naturale
lubrificati con paraffina ed ha mostrato un
comportamento simile a quello mostrato per
le rondelle, ma con quantita di fenoli estratti
(67 8.2 ug/cm?) significativamente inferiore

Fig. 1 - Apparecchio per l'emulazione dei
colli di bottiglia. Sono visibili i tappi biron-
dellati e la soluzione modello
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Fig. 2 - Cinetica di rilascio dei composti fenolici da rondelle di sughero naturale (classe A e D)
e da tappi di sughero naturale (A) in soluzione modello. Sono riportati i valori medi (n =3) e
la deviazione standard (barre verticali)
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Fig. 3 - Valori di torbidita in soluzione modello addizionata di 50 mg/L di gelatina animale
solubile a freddo e quantita crescenti di fenoli da sughero
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a quanto osservato per le rondelle (Fig.2).

| | risultati ottenuti evidenziano notevoli dif-
ferenze tra le repliche a causa della variabilita
naturale del tappo e della disomogenea ripar-
tizione della paraffinatura fra i diversi tappi.
B E stata valutata in analoghe condizioni an-
che la stabilita del lisozima, enzima spesso
aggiunto al vino bianco per prevenire lo svi-
luppo di batteri lattici (Gerbaux et al. 1999).
Soluzioni modello contenenti tre livelli di
lisozima (50 mg/L, 75 mg/L e 100 mg/L) e
aggiunte di concentrazioni crescenti di fenoli
estratti da sughero hanno mostrato un au-
mento lineare (r > 0.97) della torbidita con la
concentrazione di fenoli (Fig. 4).

M La torbidita prodotta dalla presenza di tan-
nino da sughero aumenta con l'aumentare da
50 a 75 mg/L della concentrazione di lisozi-
ma. Diversamente avviene portando la con-
centrazione di lisozima a 100 mg/L, eviden-
ziando nel tenore proteico il fattore limitante
nellinterazione con i tannini da sughero. La
concentrazione di 50 mg/L di lisozima € stata
considerata adatta per valutare la formazio-
ne di torbidita poiché confrontabile col con-
tenuto proteico usuale del vino bianco (Le
Bourse et al, 2011; Waters et al, 2005). An-
che nel caso dei tappi naturali, la torbidita era
chiaramente visibile (0.125 + 0.041 AUs30nm)
nella zona adiacente al tappo ed é comparsa
dopo 2 giorni in tutti i test quando il rilascio
di composti fenolici era di 9.1 + 4.1 pg/cm?.
M La quantita di fenoli cedutiin tali condizioni
sperimentali era meno della meta rispetto a
quelli rilevati dopo due giorni nella cinetica di
rilascio effettuata con naturali tappi (22.0 +
6.4 ug/cm?) (Fig. 2). Tale migrazione, sebbe-
ne trascurabile in rapporto ai 750 mL di vino
solitamente contenuti in una bottiglia, po-
trebbe causare la comparsa di torbidita nella
zona adiacente al tappo se la bottiglia fosse
mantenuta ferma in posizione orizzontale
come solitamente avviene durante la conser-
vazione del vino.

M La formazione di precipitati proteici e stata
valutata in vino bianco non stabilizzato utiliz-
zando sia tappi di sughero naturale che tappi
siliconici (controllo). La precipitazione pro-
teica & comparsa dopo 3 settimane in tutti i
test e i valori di torbidita erano paria 0.160 +
0.046 AUs30nm per il sughero e 0.147 + 0.033
AUe30 nm per la plastica in corrispondenza di
una cessione in fenoli di 19.9 + 4.0 mg/L. Tali
differenze non sono sufficienti da risultare
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Fig. 4 - Valori di torbidita in soluzione modello addizionata di 50 (4), 75 (®) e 100 (A) mg/L di
lisozima e quantita crescenti di fenoli da sughero
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significative. Pertanto, la comparsa di preci-
pitati proteici e da considerarsi indipendente
dal rilascio di composti fenolici dal tappo di
sughero.

M Linefficacia dei tannini da sughero nella
precipitazione delle proteine del vino & sta-
ta ulteriormente confermata dall'assenza
di precipitazione in campioni di vino bianco
addizionati di 50 mg/L di composti fenolici
del sughero. Di conseguenza, l'instabilita
proteica del vino non ¢ stata influenzata dal-
la migrazione di fenoli dal sughero. Come
ulteriore prova, non e stata rilevata diffe-
renza significativa nel contenuto di proteine
determinato nei campioni di vino tappati con
sughero naturale (255 mg/L) e silicone (267
mg/L) dopo la comparsa dell'intorbidamento
proteico.

M | dati raccolti evidenziano come il rilascio di
composti fenolici da tappi di sughero possa
essere responsabile della comparsa di torbi-
dita nel vino bianco in cui residuino colle pro-
teiche usate per il trattamento di stabilizza-
zione. Maggiori rischi potrebbero verificarsi
con l'aggiunta di lisozima come conservante
nella fase di imbottigliamento. Lintorbida-
mento dovuto alla dissoluzione di fenoli dal
tappo puo verificarsi soprattutto se il rappor-
to tra tannini rilasciati e proteine é elevato.
M Tale rapporto & di particolare importan-
za nella zona adiacente al tappo quando la
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bottiglia venga conservata immobile in po-
sizione orizzontale, condizione di conserva-
zione comunemente impiegata che limita la
diffusione dei composti fenolici ceduti dal
sughero nell'intero volume del vino. Il rischio
di precipitazioni proteiche puod aumentare
quando vengano utilizzati tappi di bassa qua-
lita e/o tappi non lubrificati poiché entrambii
fattori favoriscono una maggiore cessione di
composti fenolici. Anche le procedure di la-
vaggio/sanificazione del sughero potrebbero
influenzare il rilascio di fenoli in vino. [ ]
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