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L'UTILIZZO

DELLA METABOLOMICA

PER STUDIARE IL RESVERATROLO
ED ALTRI STILBENI NELIUVA

Identificati 18 composti stilbenici e per la prima volta alcuni trimeri e tetrameri del resveratrolo nelle uve di

Raboso e Primitivo grazie al metodo innovativo “suspect screening analysis”.

RIASSUNTO

M Il resveratrolo ed i suoi derivati (gli stilbeni)
sono fitoalessine presenti nell'uva, a cui sin-
tesi nella vite e innescata principalmente da
stress biotici e abiotici, ma anche influenzata
da altri fattori quali la varieta, il portinnesto, il
clima, il suolo, le pratiche culturali.

| |l resveratrolo e noto per i suoi effetti be-
nefici sulla salute umana quando assunto con
['uva edilvino. In questo articolo é presentato
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un metodo innovativo denominato “suspect
screening analysis” che € stato sviluppato per
lo studio dei metaboliti dell'uva e gli stilbeni
in particolare.

M La metodica prevede l'analisi mediante
cromatografia liquida ad ultra prestazioni
(UHPLC) accoppiata a spettrometria di mas-
sa ad alta risoluzione (QTOF), e l'utilizzo di un
nuovo database appositamente costruito de-
nominato GrapeMetabolomics per l'identifica-
zione dei composti che attualmente contiene
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un migliaio di metaboliti putativi dell'uva e del
vino. In questo lavoro € riportato la caratte-
rizzazione dei derivati stilbenici identificati in
due varieta di uve autoctone italiane: Raboso
Piave e Primitivo. Complessivamente sono
stati identificati 18 composti stilbenici, ed al-
cuni trimeri e tetrameri del resveratrolo sono
stati riscontrati nell'uva per la prima volta.
Parole chiave: uva, resveratrolo, stilbeni, me-
tabolomica.
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INTRODUZIONE

Fattori viticoli e stilbeni.

| || resveratrolo ed i composti stilbenici agi-
scono nelle foglie e nell'uva come fitoalessine
e sono composti prodotti dalla pianta in rispo-
sta a stress biotici ed abiotici. | loro contenuti
nell'uva sono pero influenzati anche dai fatto-
ri viticoli, come la varieta (e il clone), il portin-
nesto, le condizioni meteorologiche, il suolo,
le tecniche culturali (Bavaresco et al.,, 2012).
M La varieta svolge un ruolo importante sulle
concentrazioni degli stilbeni nell'uva: secon-
do quanto riportato da Gatto et al. (2008)
nellambito di un numero elevato di varieta
bianche e rosse studiate in Trentino, i piu alti

livelli di stilbeni sono stati riscontrati nel Pinot
Nero (tra i vitigni rossi) e nel Marsanne (tra i
vitigni bianchi). In un altro lavoro di Vincenzi et
al. (2013) condotto in Veneto su vitigni a bac-
ca rossa, il Barbera si e dimostrato il piu ricco
di transtesveratrolo, mentre il Franconia ed
il Negroamaro hanno avuto i pit alti valori di
trans-piceide.

B Anche il portinnesto puo influire sui livelli
di questi composti, ed é stato osservato che
il Kober 5BB induce nel Pinot blanc un livello
di resveratrolo nell'uva maggiore del SO4 e
del 1103P (Bavaresco e Zamboni, 1990). Per
quanto riguarda leffetto del suolo, terreni
calcarei inducono nell'uva concentrazioni di
stilbeni superiori di quelli non calcarei (Bava-
resco et al., 2005).

Tab. 1 - Effetto dell'altitudine del vigneto sulla concentrazione degli stilbeni nelle

uve alla raccolta

Altitudine

150 m s.l.m. 0.012 a

trans-resveratro lO
(mg/kg uva)

trans-piceide
(mg/kg uva)

0.065 a

320 m s.l.m.

Dati medi per uve di Barbera, Croatina e Malvasia di Candia aromatica, vendemmie 2000-2002 (Bavaresco et al., 2007)

W Anche fattori ambientali come [altitudi-
ne del vigneto influenzano tali parametri. In
una specifica prova condotta nel Piacentino,
posizioni del vigneto fino ad altitudini di 320
m s..m inducevano un incremento di stilbeni
nelluva (transresveratrolo e trans-piceide),
anche se a quote ancora piu elevate era stata
osservata una loro diminuzione (Tab. 1, Bava-
resco et al.,, 2007). Il livello di stilbeni nei tes-
suti della vite puo essere determinato anche
dalle pratiche culturali.

W La Fig. 1 mostra l'effetto della fertilizzazione
azotata (N) sui livelli di resveratrolo nelle fo-
glie. In generale, si osserva un effetto negati-
vo sul resveratrolo all'aumentare della quanti-
ta di azoto fornita, e questo e stato registrato
anche nelle bacche mature (Bavaresco et al.,
2001). E stato inoltre osservato che un alto ca-
rico produttivo e lirrigazione diminuiscono la
concentrazione di stilbeni nei vini, rispetto ad
una bassa produzione e |'assenza d'irrigazione
(Gebbia et al., 2003), mentre il diradamento
dei grappoli (in Barbera) aumenta la presenza
di resveratrolo nel vino (Gatti et al., 2011).

M Data la complessa composizione dei deriva-
ti del resveratrolo nell'uva, per essere in grado
di studiare in modo approfondito ed efficace
gli effetti dei fattori viticoli sui loro contenuti
nelle uve, e di conseguenza nei vini, &€ neces-
sario disporre di uno strumento analitico che
permetta l'identificazione di tutti questi com-
posti. Attualmente, lo strumento che puo ri-
spondere piu efficacemente a tale scopo ¢ la
metabolomica mediante analisi di spettrome-
tria di massa ad alta risoluzione.

Fig. 1 - Effetto della fertilizzazione azotata sul contenuto di resveratrolo nelle foglie di quattro varieta di vite
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Fig. 2 - Strutture dei derivati stilbenici identificati nei campioni di uve Raboso Piave e Primitivo

(1) E-astringina, (2) E-piceide, (3) Z-astringina, (4) Z-piceide, (5) piceatannolo, (6) pallidolo, (7) pallidolo-3-O-glucoside, (8) parthenocissin A, (9) hopeaphenol, (10) ampelopsin H, (11)
caraphenol B, (12) vaticanolisomero C, (13) trans-resveratrolo, (14) isohopeaphenol, (15) E-e Z-e-vinifering, (16) E-e Z-miabenolo C, (17) E-e Z-¢-viniferina, (18) trans-resveratrolo-4'-

metiletere (Flamini et al. 2013)

LA METABOLOMICA
DI SUSPECT SCREENING
ANALYSIS

M | principali composti stilbenici attualmente
identificati nelle uve sono trans- e il cis-resve-
ratrolo, piceatannolo, i loro derivati glucosi-
dici (piceidi ed astringine), una considerevole
gamma di dimeri (viniferine) ed oligomeri del
resveratrolo (Vitrac et al.,, 2005).

M | metodi piu tradizionalmente utilizzati per
operare una determinazione selettiva di que-
sti composti sono mediante cromatografia
liquida ad elevate prestazioni (HPLC) regi-
strando i segnali degli isomeri cis e trans ri-
spettivamente a 285 nm e 325 nm (Di Stefano
e Flamini, 2008).

M Piu recentemente, gli stilbeni dell'uva e dei
vini sono stati studiati mediante la croma-
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tografia liquida abbinata alla spettrometria
massa (LC/MS) operando la ionizzazione delle
molecole sia in modalita negativa che positiva
(Gamoh e Nakashima, 1999; Flamini e Dalla Ve-
dova, 2004; Careri et al., 2004; Monagas et al.,
2005; Buiarelli et al., 2007; Stella et al., 2008).
| In generale, la metabolomica viene definita
come lo studio quantitativo e qualitativo di
tutti i metaboliti all'interno di una cellula, un
tessuto o di un organismo (il metaboloma).
L'approccio di metabolomica “mirata” viene
utilizzato per eseguire studi quantitativi di
composti specifici, ma la maggior parte delle
informazioni sul metaboloma (in particolare
di campioni complessi) viene persa (Cuadros-
Inostroza et al., 2010; Vaclavik et al., 2011).

m Al contrario, la metabolomica “non mirata”
€ uno strumento con un'elevata capacita iden-
tificativa, ed in una singola analisi & in grado di
rivelare migliaia di segnali dei metaboliti pre-

senti nei vini (Arapitsas et al., 2012).

W Lanalisi di “suspect screening” & un approc-
cio intermedio. In questo caso l'identificazio-
ne dei metaboliti si basa sulla costruzione di
un database specifico utilizzando le informa-
zioni specifiche sui composti potenzialmente
presentinel campione reperibili in letteratura,
come la loro formula e struttura molecolare
(Krauss et al., 2010).

M Lidentificazione dei composti avviene me-
diante un trattamento dei dati grezzi con ['u-
tilizzo di specifici algoritmi che risalgono alle
formule molecolari dei composti sulla base di
misure accurate delle loro masse mono-isoto-
piche e delle abbondanze relative dei segnali
del profilo isotopico (Kueger et al., 2012; Sana
etal., 2008). Effettuando la ricerca sul databa-
se i metaboliti sono poi associati alle formule
molecolari (Hanhineva et al., 2008; Brown et
al,, 2009; De Vos et al., 2007).
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Fig. 3 - Cromatogramma LC/QTOF degli stilbeni registrato in modalita di ionizzazione negativa nell'analisi dell'estratto d'uva Raboso Piave
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(1) F-astringina, (2) E-piceide, (3) Zastringina, (4) piceatannolo, (5) Zpiceide, (6) dimero 1 (pallidolo), (7) pallidolo-3-O-glucoside, (8) parthenocissin A, (9) trans-resveratrolo, (10) caraphenol
B, (11)tetramero1,(12)tetramero 2, (13) Z-viniferina, (14) E-e-viniferina, (15) Z-miabenolo C, (16) E-miabenolo C, (17) e-viniferina, (18) trans-resveratrolo-4'-metiletere (Flaminietal,, 2013)

MATERIALI
E METODI

B Esistono numerose banche dati elettroni-
che di spettrometria di massa commerciali
e sul web contenenti anche metaboliti ve-
getali, ma nessuna e specifica per l'uva o il
vino. Di conseguenza, quando queste sono
state utilizzate per identificare i metaboliti in
estratti d'uva, solo pochi dei composti attesi
nei campioni sono stati identificati. E' stato
allora sviluppato un metodo di suspect scre-
ening analysis attraverso la creazione di un
nuovo database di metaboliti dell'uva e del
vino denominato GrapeMetabolomics (Flamini
et al.,, 2013). Attualmente il database contie-
ne un migliaio di composti con pesi moleco-
lari di 100-1700 Da. L'analisi dei campioni e
eseguita mediante cromatografia liquida ad
ultraprestazioni (UHPLC) abbinata ad uno
spettrometro di massa ad alta risoluzione a
quadrupolo-tempo di volo (Q-TOF con risolu-
zione nominale 40.000), ed una sorgente diio-
nizzazione Jet Stream. | composti sono iden-
tificati mediante misure di massa accurata e
la ricerca in GrapeMetabolomics. Esperimenti
di frammentazione delle molecole (MS/MS)
e l'analisi dei tempi di ritenzione relativi nella
colonna cromatografica vengono utilizzati per
confermare l'identificazione dei composti. Lo
studio qui presentato e stato condotto sulle
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Primitivo (due repliche analitiche)

Composti

E-astringina (piceatannolo glucoside)

E-piceide

Z-astringina

piceatannolo

Z-piceide

dimero 1 (pallidolo)
pallidolo-3-0O-glucoside
dimero 2
trans-resveratrolo
caraphenol B

tetramero 1

tetramero 2

dimero 3 (Z-e-viniferina)
dimero 4 (E-e-viniferina)
trimero 1 (Z-miabenolo C)
trimero 2 (E-miabenolo C)
dimero 5 (6-viniferine)

resveratrolo metil etere

Formula

C20H2109
C20H2108
C20H2109
C14H1104
C20H2108
C28H2106
C34H31011
C28H2106
C14H1103
C28H2107
C56H41012
C56H41012
C28H2106
C28H2106
C42H3109
C42H3109
C28H2106

C15H1303

Tab. 2 - Dati quantitativi medi degli stilbeni identificati nelle uve Raboso Piave e

Raboso Piave Primitivo
pg/kg uva
106.0+5.8 884.2 3.4
395.343.3 2332.1+48.9
101.743.3 121.4£1.0
41.840.5 281.5+10.2
1476.8+68.7 1776.2 +47.4
21.740.2 356.242.6
277.3%4.4 187.541.6
16.8+1.2 131.0 +1.1
1134.8+33.8 1136.4 £53.6
36.8+1.7 104.2 £1.4
40.3%2.1 101.0 2.3
100.6+0.0 536.6 +12.9
214.645.7 380.4 +7.0
592.5+11.6 702.143.4
253.9+10.9 236.2+7.8
371.1%28.3 1357.8+11.9
67.8+0.1 67.9+1.1
37.3+4.9 2

| contenuti di viniferine e resveratrolo oligomeri sono espressi in pg/kg di trans-resveratrolo, i derivati glucosidici in ug/kg di

E-piceide (Flamini et al,, 2013)
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uve in due varieta a bacca rossa (Raboso Piave
e Primitivo) vendemmiate nel 2011 presso la
collezione di germoplasma viticolo del CRA-VIT.

RISULTATI
E DISCUSSIONE

B Eseguendo due analisi in modalita di io-
nizzazione positiva e negativa, in un estratto
d’'uva vengono mediamente identificati, a
seconda delle varieta, 320-450 composti. Il
metodo & stato focalizzato sullo studio dei
derivati stilbenici delle uve dei due vitigni
testeé menzionati. La ricerca con l'utilizzo di
GrapeMetabolomics ha portato all'identifica-
zione complessivamente di 18 composti le cui
strutture sono riportate in Fig. 2. In Fig. 3 e
riportato il cromatogramma relativo all'analisi
di un estratto di uva di Raboso Piave. Tutti gli
analiti sono stati identificati con un punteggio
identificativo (score) maggiore del 97% e nel
caso del resveratrolo metil etere é risultato
del 84.4% probabilmente a causa della bas-
sa intensita del segnale. Lidentificazione dei
composti é stata confermata mediante esperi-
menti di frammentazione delle molecole (MS/
MS) e la misurazione della massa accurata dei
frammenti. | dati quantitativi medi dei compo-
sti stilbenici identificati nelle due varieta sono
riportati in Tab. 2. Nell'uva di Primitivo sono
stati riscontrati complessivamente valori di
stilbeni piu alti rispetto al Raboso, con un con-
tenuto totale superiore a 10 mg/kg.

CONCLUSIONI

M | fattori viticoli giocano un ruolo importante
nel determinare il contenuto di resveratrolo e
derivati nell'uva. L'approccio di metabolomica
di suspect screeningsi é rivelato particolarmen-
te efficace per la caratterizzazione dei derivati
stilbenici, fornendo identificazione ed

informazioni quantitative di numerosi compo-
stiin una sola analisi. Ad esempio, con questo
metodo sono stati identificati per la prima
volta diversi trimeri e tetrameri del resvera-
trolo nell'uva. La profonda conoscenza della
chimica del campione fornita da questo me-
todo puo essere efficacemente applicata allo
studio degli effetti dei fattori viticoli (variets,
portinnesto, suolo, pratiche culturali, condi-
zioni meteorologiche) sui contenuti di questi
composti di elevato interesse salutistico nel-
le uve, e per studiare gli effetti dei cambia-
menti climatici. Il monitoraggio di queste fi-
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toalessine nell'uva ed altre parti della pianta,
puoO essere inoltre efficacemente utilizzato
nello studio delle malattie della vite. Questa
ricerca e finanziata dal Ministero Italiano delle
Politiche Agricole, Alimentari e Forestali (Mi-
PAAF): progetto Vigneto, durata 2011-2013.
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