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Obiettivi Formativi

Entro la fine di questa lezione sarete in grado di:
« Descrivere quali sono le proteine dei vini rossi

« Spiegare quali sono le tecniche analitiche impiegate per
lo studio (quantificazione ed identificazione) delle

proteine nei vini rossi

 Valutare il ruolo tecnologico e sensoriale delle proteine
dei vini rossi
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Contenuti

1. Le proteine presenti nei vini: identita e origine

2. Metodi per la quantificazione delle proteine nei vini
rossi (e.g. Sangiovese): colorimetrici, elettroforetici,
proteomici

3. I fattori che influenzano il contenuto proteico dei
vini

4. Il ruolo delle proteine nei vini rossi: interazioni con
altre componenti del vino
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1) Le proteine
dell’uva e del vino
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La diversita delle proteine dell’uva
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Tutte le varieta di vite
sintetizzano centinaia di
proteine

Nelle bacche, quelle legate
alla patogenesi (PR
proteins) sono le principali
e vengono sintetizzate
durante la maturazione

http://www1.montpellier.inra.fr/proteome/pdf/Sarry%2 o . 8.0 10.0

0et%20al%20Proteomics%202004.pdf Figure 1. 2-DE map of the Kentified proteins following MALDE-TOF PMF. Protens were extracted
from ripe bernes of Vitis vinkara L cv. Gamay noic.



http://www1.montpellier.inra.fr/proteome/pdf/Sarry et al Proteomics 2004.pdf
http://www1.montpellier.inra.fr/proteome/pdf/Sarry et al Proteomics 2004.pdf

PR proteins sono robuste
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Lo stesso vale per i vini...
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2) Metodi per la quantificazione delle
proteine nei vini rossi (e.g. Sangiovese)



Ruolo delle macromolecole (proteine,
polifenoli e polisaccaridi) nella qualita dei vini
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Ruolo delle proteine nei vini rossi

Non ben studiato.

I libri di enologia ci dicono che le proteine dei vini rossi non sono
importanti in quanto non presenti nel vino (precipitano con i
polifenoli)

Studiare le proteine dei vini rossi € piu complicato che studiare
quelle dei vini bianchi a causa delle interferenze dei polifenoli

Di recente alcuni autori hanno dimostrato che anche i vini rossi
contengono quantita importanti di proteine solubili (Wigand et al.
2009; Smith et al. 2011; Mainente et al 2014).
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Metodo per quantificare le proteine nei vini rossi

Rimozione delle intereferenze (polifenoli) = PVPP 5 g/L per 24 ore

Precipitazione delle proteine con un solvente (10%TCA in Acetone)

Recupero delle proteine mediante centrifugazione

Lavaggio con acetone per ottenere un precipitato pulito dai polifenoli

Solubilizzazione del pellet in acqua

Aggiunta del reagente di Bradford (blu) e lettura a 595 nm

Curva di taratura preparata con diluizioni seriali di invertasi

Adattato un metodo colorimetrico proposto da Smith et al 2011.



Identificazione delle proteine dei vini rossi via
proteomica

La proteomica e lo studio dello stato complessivo della composizione
proteica di un organismo

Le proteine devono essere separate tramite:
* Elettroforesi 1D o 2D

* Cromatografia (FPLC, HPLC)
Identificate tramite:

* Metodi immunochimici

« Spettrometria di Massa
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Elettroforesi (SDS-PAGE)

Tecnica usata per analizzare e separare le proteine,
stfruttando le dimensioni e la carica delle proteine stesse,
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Elettroforesi bidimensionale (2D-GE)

Doppia separazione delle

proteine:

 In base al punto isoelettrico
* In base al loro peso

Proteine vengono visualizzate
con un colorante (coomassie,
nitrato d’argento, ...)

Protein pH 4.0
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Separate Isoelectric
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by charge
pH 10.0
Apply first gel
to top of second
pH 4.0 1 pH 10.0
oe .

in second ] - electrophoresis
dimension .

Separate Y e 7 SDS
by size




2D-GE wine I

97>

66 »

45 »

Mam33 &= -f)‘

. ii* Mdh1 *,

.
. ‘ Ippl . Tdh3 '
-» " & - - g
30> gy s TERY A Te
2 v '\(‘pr‘* e |
- . -
@ '
Ahpl N\ .
.\_p_b Mgel
20 »
.
ol ' L 15h *
-




Reverse-Phase HPLC
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Proteomica
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3) | fattori che influenzano il contenuto
proteico di mosti e vini



| fattori che influenzano il contenuto proteico
dei mosti

Il grado di maturazione delle uve

Stress idrico (volume delle bacche) :> Ruolo dei
cambiamenti

Infezioni fungine (oidio e botrite) .
climatici

Influenza varietale (genetica)

Il contatto del mosto con le bucce (e.g. raccolta e
trasporto)

6. Trattamenti in vigneto (e.g. biostimolanti)

afr e v or
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Grado di maturazione dell’uva
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Effetto maturazione sul contenuto in PR proteins di:

Buccia Polpa Mosto

100 200 120

= 30 70 =
a = —
c —e— TLPs (uglg of ber = —8— TLPs (ug/g of berry) —o—
2 —A chmnésegfu / nyge, " ? g —&— chitinases (ug/g of berry) ? — TL.F:S
2 5 (ug'g ) 60 — o —O— chitinases
e 5 | —o— TLPs (ugfberry) S © 80| O TLPs (ugerry) £ 5100 1
o —&— chitinases (ug/berry) i D O —~— chitinases (ug/berry) L 150 g) £
= + 5 a [@)] — =
220 £ = o 8 80
1 =

£ % 2 9 s
% 15 - £ 2 F100 £ 2 6o -
£ s § & 2 B

B @
o & & 407 g @
g 101 £ O £ = 40
£ - 20 £ c L 50 = _5
= 5 £ 20- L B
S 57 ~10a S £ 9 20
5 a Fog b E F B
[ q -l Jr . T T T r I 1 ' ! 0 — Q — i. r . . . - . . 0 0 -

P 2. D 5D 5, P :b M & o j I
o NG el PN ,\b@q’q A N %@r”q;f’qgoa R
Date (dd/mm) Date (dd/mm) Date (dd/mm)

fondazione banfi

ALTA SCUOLA DEL SANGIOVESE Tian, Bin, et al. Scientia Horticulturae 243 (2019): 78-83.




| fattori che influenzano il contenuto
proteico dei vini

1. Perdite in fermentazione

2. La macerazione

3. L’interazione delle proteine con il materiale insolubile
delle pareti cellulari dell'uva

4. Aggiunte in tannini esogeni
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Durante la fermentazione c’é perdita
naturale di proteine

180
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Macerazione aumenta l'estrazione dei
polifenoli ma anche delle proteine

Fenomeno poco studiato.
Due ipotesi:
1. Precipitazione proteine/polifenoli

2. Formazione complessi solubili o
insolubile di
proteine/polifenoli/polisaccaridi

fondazione banfi
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Ipotesi 1. Precipitazione proteine/polifenoli
Caso studio: viti ibride americane

Osservazioni generali:

* Le varieta ibride rosse Americane hanno contenuti in
tannini molto piu bassi rispetto a Vitis vinifera (<100
mg/L contro una media di oltre 500 mg/L)

« ] tannini contribuiscono al corpo, all’astringenza, alla
stabilizzazione del colore etc - Il contenuto in tannini
dei vini rossi correla positivamente con il prezzo di
vendita
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Protein-Precipitable Tannin in Wines from Vitis vinifera and
Interspecific Hybrid Grapes (Vitis ssp.): Differences in Concentration, |;
Extractability, and Cell Wall Binding ’
Lindsay F. Springer and Gavin L. Sacks™*

Department of Food Science, Cornell University, 630 West North Street, Geneva, New York 14456, United States fti

© Supporting Information

ABSTRACT: Although they possess significant viticultural advantages, interspecific hybrid grapes (Vitis spp.) are reported to
produce wine with lower tannin concentrations than European wine varieties (Vitis vinifera). However, extensive quantitative data | ]
on this phenomenon as well as mechanistic explanations for these differences are lacking. A survey of primarily commercial wines

from the Finger Lakes American Viticultural Area (New York) using a protein precipitation method determined that hybrid-

based wines had >4-fold lower tannin concentrations than vinifera wines. To elucidate factors responsible for differences in wine

tannin, 24 wines were produced from both red hybrid and vinifera cultivars under identical conditions. Lower wine tannin in
French—American hybrid- than vinifera-based wines could be partially explained by lower grape tannin. However, experiments in

which cell wall material was incubated with tannin indicated that cell wall binding may be of equal or greater importance in
explaining lower wine tannin concentrations in hybrid-based wines. Subsequent characterization of cell wall material revealed that

protein in flesh cell walls and, to a lesser extent, pectin in skin cell walls were correlated with cell wall binding.

KEYWORDS: tannin, protein precipitation, interspecific hybrid, wine, cool climate
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Un lavoro successivo ha red wine, forms

confermato tale ipotesi insoluble complex
L’aggiunta di tannini al @ @
vino rosso forma |
complessi insolubili che
contengono PR proteins

Pathogenesis-Related Proteins Limit the Retention of Condensed Tannin
Additions to Red Wines

Lindsay F. Springert, Robert W. Sherwoodt, and Gavin L. Sacks™t
TDepartment of Food Science, Stocking Hall, and TBiotechnology Resource Center Proteomics and Mass Spectrometry
Facility, Cornell University, Ithaca, New York 14853, United States

J. Agric. Food Chem., 2016, 64 (6), pp 1309—1317 @cite this:J. Agric. Food Chem. 64, 6, 1309-1317

DOI: 10.1021/acs.jafc. 5b04906 [ (@) RIS Citation m
Publication Date (Web): January 23, 2016

Copyright © 2016 American Chemical Society

*(G.L.S) E-mail: gls9@cornell.edu. Phone: (607) 255-2335.
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Un ulteriore articolo ha
provato che esiste una

Relationship of Soluble Grape-Derived Proteins to Condensed Tannin
Extractability during Red Wine Fermentation

Lindsay F. SpringerT, Lei-An Chent, Avery C. Stahlecker!, Peter Cousins$, and Gavin L. Sacks™t
T Department of Food Science, Stocking Hall, Cornell University, Ithaca, New York 14853, United States
§ E & J Gallo Winery, Modesto, California 95354, United States

J._ Agric. Food Chem., 2016, 64 (43), pp 8191-8189 @cite this:J. Agric. Food Chem. 64, 43, 8191-8199
DOI:I 10_.1021facs.Jafc.6b02891 | (T) RIS Citation m

Publication Date (Web): October 4, 2016 —

Copyright © 2016 American Chemical Society

*(G.L.S.) E-mail: gls9@cormnell.edu. Phone: (607) 255-2335.

relazione fra il contenuto in

proteine solubili e
I’estraibilita dei tannini
condensati durante la

fermentazione deil vini rossi
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Ma questi risultati ottenuti su varieta
ibride e internazionale hanno valenza
per le varieta italiane in generale e per il
per il Sangiovese in particolare?

| vini rossi italiani hanno effettivamente
proteine solubili?
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The D-Wines project

The diversity of tannins in Italian red wines

Unita di Ricerca: UniVR, FEM, UniTO, UniNA, UniBO, UniPD

Scopo: raccogliere ed analizzare la composizione
di diversi vini italiani, con lo scopo ultimo di
mettere in luce le complesse relazioni fra
composizione chimica e astringeza percepita
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oo . . Media: 41 L
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Sangiovese

SANGIOVESE ROMAGNA
140- Media: 46 mg/L, Range: 17 — 118 mg/L
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Implicazioni pratiche per la produzione del
Sangiovese e dei vini rossi

La presenza di proteine solubili nei mosti potrebbe
causare/essere causa di:

e maggiore precipitazione dei tannini derivanti dall'uva
durante la vinificazione

e minore estrazione del tannini condensati dell’uva durante
la vinificazione

 scarsa efficacia dell’aggiunta di tannini condensati esogeni
che precipiterebbero le proteine
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Possibili soluzioni?

Per ovviare a tali problemi le proteine dell'uva dovrebbero
essere rimosse prima della fermentazione.

Springer et al (2016) hanno testato:
» Riscaldamento del mosto
e Congelamento del mosto

« Aggiunta di tannini condensati
« Uso di bentonite (unico efficace)
« MA: si deve separare il liquido dalle bucce per farlo

) fondazione banfi
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Ipotesi 2. Formazione complessi solubili di

proteine/polifenoli/polisaccaridi

In sistemi modello si e visto che i polisaccaridi possono
inibire  l'aggregazione  tannini/proteine, = modulando
1’astringenza (de Freitas et al 2003; Soares et al 2012; Watrelot et al 2017)

Come?
1. Competizione tra polisaccaridi e proteine salivari verso
1 tannini
2. Nel vino si puo formare un complesso solubile
proteina-polifenoli-polisaccaridi (Mateus et al 2004).
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Modelli proposti da Mateus et al 2004
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Presenza di aggregati proteici e polisaccaridici ad alto
peso molecolare = aggregati solubili
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Net NTU after heat test

Stabilita collloidale
Test al calore (80 ° C per 2 h)

Tutti i vini sono risultati instabili
« 1 precipitati sono rossi > polifenoli partecipano

50-
nell’aggregazione
40+ T « In situazioni normali i vini rossi sono stabili,
30- probabilmente grazie ai polisaccaridi che proteggono il
& complesso ternario \

_ «3\
20 - pl/)ﬁ
104 \“ﬁ oj’
0- < cald Pequilibrio si

S &SP S Dopo riscaldamento equilibrio si

@'\ @'\ @'\ @'\ Q;\ 0\ @'\ @'\ @'\ rompe € Si forma torbidita

FF I I I I I &F&

43



Gli intorbidamenti proteici dei vini rossi
sono possibili?

Le proteine sono coinvolte in questi
meccanismi?

| cambiamenti climatici favoriranno
questi fenomeni?

44



Conclusioni 1/2

 Gli avanzamenti metodologici stanno iniziando a
permettere uno studio piu sistematico del ruolo delle
proteine nei vini rossi

I vini rossi contengono proteine in quantita anche
notevoli

e I cambiamenti climatici favoriranno l'accumulo di
proteine

* L’introduzione di varieta resistenti portera ad un
aumento in proteina e conseguente precipitazione dei
tannini



Conclusioni 2/2

Proteine possono avere una valenza tecnologica ed
organolettica importante soprattutto per:

Possibile comparsa di precipitazioni

Interazione con le aggiunte di tannini esogeni
Ruolo nella modulazione dell’astringenza

Effetto sul corpo del vino (mouthfeel, body, texture)
Ruolo indiretto nella stabilizzazione del colore

Possibile ruolo nella modulazione della percezione
degli aromi
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