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Riassunto

Gli antiossidanti sono sostanze presenti in basse concentrazioni negli alimenti, capaci di proteggere i substrati os-
sidabili e di contrastare gli effetti negativi che le specie reattive dell’ossigeno (ROS) esercitano sull’organismo (ri-
duzione del rischio di contrarre patologie cardiovascolari, cancro e malattie degenerative che accelerano i processi
d’invecchiamento). L'ossidazione dei lipidi contenuti in un alimento & una degradazione a carico degli acidi grassi
insaturi i quali reagiscono con l’ossigeno, per autossidazione chimica, azione delle lipossigenasi, fotossidazione ed
altri meccanismi. L’autossidazione ¢ il processo di ossidazione pill importante e si sviluppa in tre diverse fasi (ini-
ziazione, propagazione e terminazione) portando alla produzione di idroperossidi. Questi ultimi possono decom-
porsi e formare composti a basso peso molecolare quali alcol, aldeidi, chetoni, acidi e altri composti meno reattivi
che influenzano negativamente qualita, valore nutrizionale e shelf life dei prodotti.

Gli antiossidanti agiscono con meccanismi differenti e a differenti livelli nella sequenza ossidativa che coinvolge le
molecole lipidiche. Essi possono ridurre la concentrazione di ossigeno, intercettare 1’ossigeno singoletto, rallentare
la fase di iniziazione dell’autossidazione bloccando i radicali liberi, interrompere la fase della reazione a catena pre-
venendo la continua sottrazione di idrogeno dal substrato e decomporre i prodotti primari di ossidazione in com-
posti non radicalici. Nel presente lavoro sono riportati i risultati di due casi studio relativi alla frazione fenolica di
oli vergini di oliva e di vini rossi prodotti in Puglia e alla loro potenziale attivita antiossidante. Gli oli sono stati
estratti con un impianto continuo a due fasi da olive provenienti da Cerignola e Torremaggiore, Foggia. I risultati
hanno mostrato una diversa composizione fenolica tra gli oli e una stretta correlazione lineare tra contenuto feno-
lico ed attivita antiossidante. I vini sono stati prodotti da uve della cv Primitivo, raccolte alla maturazione tecnolo-
gica da un vigneto di Manduria in provincia di Taranto, con I’applicazione di nove differenti tecniche di macera-
zione. I risultati hanno mostrato che 1’aggiunta di coadiuvanti tannici di bucce e di vinaccioli al pigiadiraspato e la
tecnica del salasso comportano una maggiore concentrazione fenolica nei vini. Infine, tra i metodi utilizzati per la
determinazione dell’attivita antiossidante, quello del p-carotene sembra essere il piu efficace.

Parole chiave: olio vergine di oliva, ossidazione lipidica, polifenoli, sostanze antiossidanti, vino.

Summary

ROLE OF ANTIOXIDANT SUBSTANCES IN FOODS

Antioxidants are compounds present in food at low concentrations and able to both protect oxidable substrates and
countenrbalance the negative effects that the reactive oxygen species (ROS) cause in the human body (reduction
of the risk to develop cardiovascular pathologies, cancer and degenerative diseases that accelerate the aging pro-
cesses). In foods, lipid oxidation is a degradation regarding the unsaturated fatty acids that react with oxygen th-
rough several mechanisms such as chemical autoxidation, action of lipoxigenases, photoxidation, and others. Au-
toxidation is the main oxidation process and proceed via initiation, propagation, and termination steps leading to
the hydroperoxide formation. Hydroperoxides could degraded into low molecular weigh compounds such as al-
cohols, aldehydes, ketons, acids and other low reactive compounds that negatively influence quality, nutritional va-
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lue and shelf life of foods. Antioxidants are known to act at different levels of the lipid oxidation. They may act in
several ways: they can decrease the oxygen concentration, intercept the singlet oxygen, slow the initiation step by
scavenging the first free radicals, break the reaction chain to prevent the hydrogen subtraction, and decompose pri-
mary products of oxidation into non-radical products. This work reports the results of two studies on the phenolic
fraction and potential antioxidant activity of virgin olive oils and red wines produced in Apulia region. Oils were
extracted from olives produced at Cerignola and Torremaggiore using a two phase continuous system. Results showed
a different phenolic composition of the oils and a good linear correlation between phenolic content and antioxi-
dant activity. Wines were produced from Primitivo grapes pickled at the so-called technological maturity in a vi-
neyard located at Manduria (Taranto). Nine different maceration techniques were applied. Results showed that the
addition of tannins from skins and seeds and the saignée allowed to obtain high phenolic concentrations in wines.

Among the methods used to assess the antioxidant activity, p-carotene seems to be effective.

Key-words: virgin olive oil, lipid oxidation, polyphenols, antioxidant compounds, wine.

1. Introduzione

Gli antiossidanti sono sostanze presenti in bas-
se concentrazioni negli alimenti e nel corpo in
grado di diminuire drasticamente o prevenire i
processi di ossidazione a carico di substrati os-
sidabili (Aruoma, 1994). Le industrie alimenta-
ri pongono in commercio alimenti contenenti
sostanze antiossidanti al fine di prevenire il de-
terioramento qualitativo dei prodotti, mantene-
re il loro valore nutrizionale ed aumentare la
shelf life. Gli antiossidanti hanno un particolare
interesse dal punto di vista salutistico per la pro-
tezione che offrono nel contrastare gli effetti ne-
gativi delle specie reattive dell’ossigeno che por-
tano a malattie degenerative. Gli antiossidanti
agiscono a differenti livelli nella sequenza di os-
sidazione che coinvolge le molecole lipidiche in-
tervenendo nel ridurre la concentrazione di os-
sigeno, intercettare I’ossigeno singoletto, preve-
nire la fase di iniziazione dell’autossidazione
bloccando i radicali liberi legandosi ai cataliz-
zatori ionici metallici, decomporre i prodotti pri-
mari a composti non radicalici e interrompere
la fase della reazione a catena prevenendo la
continua sottrazione di idrogeno dal substrato.
Naturalmente il processo di ossidazione dei li-
pidi dipende anche dalla composizione in acidi
grassi (grado di insaturazione), dalla presenza di
pro-ossidanti e dalle condizioni di conservazio-
ne dell’alimento. Gli antiossidanti naturali as-
sunti giornalmente con la dieta comprendono
composti fenolici e polifenolici, chelanti, vita-
mine ed enzimi antiossidanti come carotenoidi
e carnosina. L’inserimento nella dieta di pro-
dotti vegetali ricchi in sostanze antiossidanti
comporta degli indubbi benefici nutrizionali per
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la diminuzione del rischio di molte malattie qua-
li cardiovascolari, cancro, cataratte e altre de-
generative che portano a processi d’invecchia-
mento (Shahidi, 1997).

2. Ossidazione lipidica

Lossidazione dei lipidi contenuti in un alimen-
to ¢ una degradazione a carico degli acidi gras-
si insaturi presenti nei gliceridi del grasso, i qua-
li reagiscono con 'ossigeno atmosferico, per au-
tossidazione chimica, azione delle lipossigenasi,
fotossidazione, ecc. L’autossidazione ¢ il proces-
so di ossidazione piu importante dei grassi e si
sviluppa in tre diverse fasi: iniziazione, propa-
gazione e terminazione. Nella fase di iniziazio-
ne, si ha la formazione di un radicale dell’acido
grasso insaturo, in seguito alla perdita di un ra-
dicale H*, a livello del carbonio in posizione o
rispetto al doppio legame. Questa preferenza
del sito di radicalizzazione ¢ dovuta alla vici-
nanza del doppio legame che rende piu labile il
legame C-H, probabilmente a causa della for-
mazione di un sistema di risonanza che coin-
volge gli elettroni del doppio legame e rende
“stabile” il radicale dell’acido grasso. Pertanto
la suscettibilita di un olio o grasso all’autossi-
dazione aumenta all’aumentare del numero di
insaturazione.

Il distacco del radicale H* & catalizzato dal-
la presenza di metalli, luce o calore ed avviene
secondo la seguente reazione:

R-H —R* + H*

Il radicale R* reagisce con I’O, dell’aria for-
mando un radicale idroperossido:
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R' + 0, »=ROO"

Questo radicale ¢ instabile e reagisce con
un’altra molecola di acido grasso insaturo for-
mando I'idroperossido e un nuovo radicale del-
I’acido grasso:

ROO" + R,H -ROOH + R*

La formazione degli idroperossidi una volta
iniziata procede secondo una reazione a catena
(propagazione), facendo aumentare il numero
di perossidi presenti nel grasso. La fase di ter-
minazione avviene quando due molecole radi-
caliche reagiscono tra loro dando luogo a pro-
dotti non radicalici:

ROO* + ROO* -RO0O-O0OR
ROO*®* + R* =ROO-R

RO* + RO* —RO-OR

RO* + R* =RO-R

R* + R* =R-R

prodotti
non radicalici

Gli idroperossidi costituiscono i prodotti pri-
mari dell’ossidazione degli acidi grassi insaturi
e sono composti inodori ed insapori. La loro
presenza indica I'inizio del processo di ossida-
zione che continua mediante una serie di rea-
zioni portando ad aldeidi, chetoni, acidi e idro-
carburi, principali responsabili di odori e sapo-
ri di “rancido” e di “vecchio” che abbassano la
shelf-life e il valore nutrizionale e commerciale
del prodotto. Inoltre, gli idroperossidi possono
prendere anche una via diversa, infatti reagen-
do di nuovo con ’ossigeno formano prodotti se-
condari quali epossiperossidi, chetoidroperossi-
di, perossidi ciclici e idroperossidi biciclici che
potrebbero influenzare negativamente le carat-
teristiche sensoriali e salutistiche dei prodotti
alimentari.

Gli alimenti possono contenere sostanze an-
tiossidanti che sono in grado di bloccare la rea-
zione di ossidazione al livello iniziale, limitando
la propagazione secondo le seguenti reazioni:

Antiox-H + ROO®* —Antiox* + ROOH
Antiox-H + R* —Antiox*" + RH
Antiox® + Antiox® — Antiox-Antiox

Questi comportano I'inattivazione di proos-
sidanti nel mezzo, come ad esempio con il mec-
canismo di scavenging dell’ossigeno singoletto o
chelatori degli ioni metallici. Queste reazioni
portano a ritardare 1'inizio dell’ossidazione e ad
allungare il periodo di induzione. Gli antiossi-

danti possono anche donare un atomo di idro-
geno o un elettrone ai radicali prodotti dagli aci-
di grassi insaturi stabilizzando la sostanza gras-
sa dell’alimento dai processi ossidativi.

3. Implicazioni salutistiche dei prodotti di ossi-
dazione

I radicali liberi possono comportare nell’orga-
nismo una serie di malattie e di danni a carico
di vari tessuti e processi di invecchiamento. Gli
ossidanti e i radicali che influenzano varie ma-
lattie sono specie molto reattive formate da os-
sigeno tripletto, acqua e molecole lipidiche in-
sature. Pertanto, la perossidazione lipidica rap-
presenta un problema non solo per gli oli edi-
bili e I'industria alimentare ma anche per 1’or-
ganismo. Un eccesso di produzione di specie ra-
dicaliche dell’ossigeno, in particolare di radicali
idrossilici, possono interessare le membrane cel-
lulari lipidiche e produrre perossidi e specie
reattive dell’ossigeno (ROS) che sono legati a
una serie di malattie che provocano I’accelera-
zione dei processi d’invecchiamento (fig. 1).

E ben noto che la malonaldeide (MDA) e la
4-idrossinonenale (4-HN) interagiscono con
componenti biologici e con quelli contenuti ne-
gli alimenti come proteine, ammino acidi, am-
mine e DNA. Queste reazioni sono implicate in
processi di invecchiamento, mutagenesi e carci-
nogenesi nel corpo (Crawford, 1967; Basu et al.,
1984; Fujimoto et al., 1984), mentre negli ali-
menti influenzano negativamente I’aroma, la
struttura e il colore. Inoltre, questi composti ab-
bassano il valore nutrizionale dei prodotti per
la distruzione degli acidi grassi essenziali e del-
le vitamine liposolubili e per la loro tossicita. Al
fine di controllare i negativi effetti della ranci-
dita ¢ raccomandato I’aggiunta di antiossidanti

Artrite
Aterosclerosi
Cancro

Danni da radiazioni
Diabete
Infezioni
Infiammazioni
Invecchiamento
Ischemia
Parkinson
Shock

Carboidrati (sistema immunitario)

Glutatione (diminuzione vitalita cellulare)
DNA (mutazioni) < ROS
Proteine (sistemi di trasporto) A
PUFA (danneggiamento membrane)

i

Figura 1. Substrati di azione dei ROS e implicazioni saluti-
stiche.

Figure 1. Substrates of ROS action and health implications.
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negli alimenti. Inoltre, il consumo di antiossi-
danti negli alimenti o come integratori nella die-
ta puo essere consigliata al fine di contrastare
le cause primarie di aterosclerosi, cancro e ma-
lattie degenerative d’invecchiamento.

4. Antiossidanti naturali

Le piante sono ricche in sostanze antiossidanti
quali tocoferoli, vitamina C, carotenoidi e com-
posti fenolici. Nelle piante i fenoli hanno la fun-
zione di “riparare” le lesioni dei tessuti provo-
cate da eventi fisici o da agenti patogeni me-
diante reazioni di ossidazione e combinazione
con proteine ed altri componenti a costituire
una specie di barriera protettiva. Inoltre, i poli-
fenoli con le loro caratteristiche di amaro e pun-
gente scoraggiano l’attacco di insetti ed anima-
li superiori come erbivori ed uccelli. I prodotti
intermedi della fotosintesi possono produrre an-
che alti livelli di ossigeno, radicali liberi e di
ROS, pertanto, le piante utilizzano una miriade
di composti antiossidanti per assicurare la loro
sopravvivenza. Molti di questi composti hanno
una similitudine nella struttura molecolare in
quanto presentano almeno un anello aromatico
e un gruppo idrossilico.

Questi composti comprendono acidi fenoli-
ci, flavonoidi e isoflavoni, esteri gallati (tannini
idrolizzabili), lignani, cumarine, stilbeni, flavo-
noni e proantocianidine oligomere. Questi com-
posti producono una serie di sostanze antiossi-
danti che, agendo con meccanismi diversi, co-
stituiscono un sistema di difesa contro I’attacco
dei radicali liberi. La tabella 1 riporta una lista
di alcuni antiossidanti naturali e la loro matri-
ce di provenienza (Shahidi, 1997). Gli antiossi-

Tabella 1. Composti antiossidanti e matrice di provenienza.

Table 1. Antioxidant compounds and source.

danti naturali pill conosciuti e piu importanti
per I'industria alimentare e per la salute uma-
na sono i tocoferoli, vitamina C e carotenoidi
(Packer, 1996). Erbette e spezie quali rosmari-
no, origano, aglio, peperoncino ed altre e i loro
estratti hanno mostrato la capacita di estende-
re la shelf life di vari alimenti (Shahidi et al.,
1995; Gambacorta et al., 2007). Sono stati iden-
tificati principi attivi e sostanze antiossidanti di
composti naturali del rosmarino, crusca del ri-
so, te verde, semi di sesamo, semi di canola e
ginger (Wu et al., 1982; Ramarathnam et al.,
1989; Amarowicz e Shahidi, 1996; Fukuda et al.,
1985; Wanasundara et al., 1994; Jitoe et al., 1992;
Kasuga et al., 1988). Alcuni di questi estratti ri-
cavati dal rosmarino e dal t& sono miscelati con
tocoferoli e con palmitato ascorbico e commer-
cializzati con successo in Europa, Giappone e
Nord America, nonostante il maggior costo ri-
spetto agli additivi sintetici. Anche certi oli ve-
getali, come ad esempio I’olio vergine di oliva,
contengono sostanze antiossidanti e fungono
da protezione contro i processi di ossidazione
se aggiunti ad altri oli o ad alimenti ricchi di
grasso. Inoltre, diversi vegetali come il rava-
nello, senape, rapa, cavolo e cipolla presenta-
no un moderato effetto stabilizzante nei con-
fronti dei lipidi alimentari. Studi epidemiologi-
ci e clinici hanno provato che gli antiossidanti
fenolici presenti nei cereali, frutta e vegetali
sono i principali fattori che contribuiscono a ri-
durre significativamente I'incidenza di malattie
croniche e degenerative nelle popolazioni che
seguono una dieta ricca di questi alimenti. Gli
esperti del settore consigliano un’assunzione di
5 volte al giorno di alimenti a base di cereali
e verdura.

Composti antiossidanti

Matrice di provenienza

Vitamina E (tocoferoli e

Oli di semi, olio di palma, nocciola, uova, prodotti caseari, cariosside di grano,

Frutti e vegetali, uva, agrumi, germogli, peperone verde, patate, ecc.
Vegetali a foglia scura, carote, patate dolci, pomodori, albicocche, agrumi, cavo-

Frutti e vegetali, oli di semi, uva, melanzane, peperoni, agrumi, pomodori, ecc.

tocotrienoli) vegetali, cereali, margarine, ecc.
Vitamina C
Carotenoidi
lo verde, rape verdi, olio di palma, ecc.
Flavonoidi/isoflavoni
Acidi fenolici e derivati fenolici  Oli di semi, oli vergini di oliva, cereali, ecc.
Catechine Te verde, uva, oli di semi, ecc.
Estratti

crusca di riso, ecc.

Estratti da te verde, rosmarino, salvia, chiodi di garofano, origano, timo, avena,
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5. Azione degli antiossidanti

Un “antiossidante ideale” deve possedere delle
appropriate caratteristiche se deve essere ag-
giunto agli alimenti. Esso deve: (a) essere sicu-
ro; (b) non impartire colore, odore e gusto; (c)
essere efficace a basse concentrazioni; (d) ri-
manere dopo il processo di produzione dell’ali-
mento; (e) essere stabile nel prodotto finito; (f)
essere solubile nella fase lipidica; (g) essere fa-
cilmente disponibile a basso costo; (h) essere
“naturale”, in modo da riportarlo in etichetta,
ed attrarre il consumatore (Cuppett et al.,
1997). E stato generalmente mostrato che i
composti antiossidanti derivanti dalle piante
sono fenoli classificabili nei seguenti composti:
tocoferoli, carotenoidi, acidi fenolici (derivati
degli acidi benzoico e cinnamico), flavonoidi e
diterpeni.

5.1 Tocoferoli

I tocoferoli possono agire come antiossidanti
mediante due meccanismi quali donatore o ac-
cettore di elettrone in seguito alla rottura della
catena. Il meccanismo di accettore di elettrone
comprende lo scavenging o quencing dell’ossi-
geno singoletto (Scott, 1985). Nel meccanismo
di donatore di elettrone i tocoferoli competono
con gli acidi grassi insaturi per i radicali peros-
sidici (ROO?"), riducendo la formazione del ra-
dicale dell’acido grasso (R*) che avviene quan-
do il ROO" reagisce con un RH, rallentando la
fase di propagazione dell’autossidazione. I to-
coferoli possono effettivamente competere con
il RH per il ROO* mediante un pronto trasfe-
rimento di un atomo di idrogeno al radicale
idroperossidico formando I’idroperossido (Fran-
kel, 1991) e convertendosi prima in prodotti ra-
dicalici intermedi (semi-chinoni) e successiva-
mente in un prodotto finale non radicalico piu
stabile (tocoferil chinone) (fig. 2).

Il tocoferil chinone e il semichinone posso-
no reagire con il radicale dell’acido grasso R®,
competendo con l'ossigeno tripletto, a ricosti-
tuire P’acido grasso (RH) e rallentando la fase
di propagazione a catena dell’autossidazione.
Poiché a pressione atmosferica la reazione tra il
radicale R* e l'ossigeno tripletto ¢ maggior-
mente favorita rispetto a quella tra 1’ossigeno
del chinone e il radicale R*, questo tipo di atti-
vita antiossidante (AA) esercitata dai tocofero-
li avviene principalmente in sistemi biologici o

HO 2[H]
H3C o C16H33 2 2[H] H C C16H33

3

ROOH
A \\IROOH RO / B

3 3

C D
Figura 2. Ossidazione dell’a-tocoferolo (A) ad o-tocoferil

chinone (B) attraverso gli intermedi semi-chinonici (C, D).

Figure 2. (A) a-tocopherol oxidation to (B) a-tocopheryl
quinone through semi-quinone intermediates (C, D).

in sistemi caratterizzati da basse concentrazioni
di ossigeno (Frankel, 1991).

I tocoferoli possono controllare i processi di
ossidazione agendo anche sull’ossigeno singo-
letto. L’abilita di “oxygen-scavenging” dei toco-
feroli avviene attraverso due meccanismi: spe-
gnimento (quencing) dell’ossigeno singoletto
(fig. 3; Clough et al., 1979) e reazione irreversi-
bile con l’ossigeno singoletto a formare una se-
rie di prodotti (fig. 4; Grams et al., 1972).

5.2 Caroteni

I caroteni, ed in particolare il B-carotene, sono
efficaci a “spegnere” l’ossigeno singoletto se-
condo la seguente reazione:

'0, + p-Carotene > *0, + 3p-Carotene

La velocita di quencing ¢ dovuta al numero di
doppi legami coniugati che consente la deloca-

CH,

HO

H,C 0

Figura 3. Reazione dell’a-tocoferolo (A) con I'ossigeno sin-
goletto a dare I'idroperossidienone (B).

Figure 3. Reaction of (A) a-tocopherol with singlet oxygen
to give (B) hydroperoxydienone.
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Figura 4. Reazione dell’a-tocoferolo (A) con 'ossigeno sin-
goletto a dare I’a-tocoferil chinone (C) ed il chinone epos-
sido (D) attraverso 1’a-tocoferil endoperossido (B).

Figure 4. Reaction of (A) a-tocopherol with singlet oxygen

to give (C) a-tocopheryl quinone and (D) quinone epoxide
through (B) a-tocopherol endoperoxide.

lizzazione degli elettroni spaiati provenienti dal-
lossigeno singoletto nella catena (Foote et al.,
1970). Pertanto, ’AA dei carotenoidi ¢ dovuta
ai loro sistemi polienici coniugati in grado di de-
localizzare gli elettroni spaiati delle specie radi-
caliche libere e perossidiche (Burton e Ingold,
1984; Terao, 1989).

5.3 Acidi fenolici

Gli acidi fenolici possiedono AA. Gli ortodife-
noli come caffeico, idrossitirosolo e oleuropeina
presentano una forte AA rispetto a quella di
acidi fenolici con meno impedimento sterico co-
me il tirosolo (Chimi et al., 1991). I derivati del-
l’acido cinnamico (caffeico, ferulico, sinapico e
p-cumarico) presentano una maggiore AA ri-
spetto ai derivati dell’acido benzoico (p-idrossi-
benzoico, vanillico, siringico e 3,4-diidrossiben-
zoico) (Marinova et al., 1994). Gli antiossidanti
fenolici agiscono inibendo I’ossidazione lipidica
mediante cattura del radicale perossido secon-
do due meccanismi:

ROO* + ArOH — ROOH + ArO*
RO*®* + ArO* — ROOAr

Nel primo meccanismo il radicale idroperos-
sido ROO" sottrae un idrogeno radicalico dal-
Pantiossidante a dare un radicale aromatico
ArO*® e lidroperossido ROOH. Nel secondo
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meccanismo i due radicali si combinano for-
mando un dimero non radicalico. I fenoli carat-
terizzati da impedimento sterico presentano una
maggiore AA poiché la velocita delle reazioni
che portano alla produzione di specie non radi-
caliche ¢ superiore rispetto a quelle che porta-
no alla produzione di radicali. Al contrario, la
mancanza di impedimento sterico favorisce la
produzione di radicali riducendo, conseguente-
mente, ’AA dei fenoli (Chimi et al., 1991). Le
molecole contenenti almeno due gruppi fenoli-
ci idrossilici vicinali presentano un’alta AA.
Inoltre, la presenza nella molecola di un grup-
po carbonile, come un acido aromatico, un este-
re o un lattone, aumenta I’AA. Infine, I'impedi-
mento sterico di un idrossile fenolico da parte
di un gruppo inerte, come ad esempio un me-
tossile in posizione vicinale, aumenta ’AA.

5.4 Flavonoidi

I flavonoidi sono una grande classe di compo-
sti, ubiquitari nelle piante e abitualmente pre-
senti come glucosidi e, a volte, come agliconi.
Essi contengono diversi gruppi idrossilici feno-
lici attaccati agli anelli della struttura (A, B e
C). Le variazioni strutturali all’interno degli
anelli determinano la classificazione dei flavo-
noidi in diverse famiglie. I flavonoidi esplicano
I’azione antiossidante agendo come donatori di
idrogeno o chelando i metalli. La posizione e il
numero degli idrossili sugli anelli influenza la
loro AA: a) la presenza di un gruppo OH in po-
sizione orto nell’anello B determina una forte
AA; b) la sostituzione di un gruppo OH in po-
sizione orto nell’anello B conferisce una mino-
re AA, ma se accompagnata da un addizionale
gruppo OH in posizione para determina un au-
mento dell’attivita; c) la presenza di due grup-
pi OH vicinali (o-diidrossilati) nell’anello B
contribuisce al’AA (3’,4’-diidrossile); d) la pre-
senza di due gruppi OH in posizione meta nel-
I’anello A contribuisce al’AA (meta 5,7-dii-
drossile). Inoltre, la presenza di un doppio le-
game tra i carboni 2 e 3 dell’anello C contri-
buisce all’AA. Gli agliconi presentano una mag-
giore AA dei corrispondenti glucosilati per la
mancanza di un gruppo OH in posizione 3 nel-
I’anello C (Das e Pereira, 1990). I flavonoidi in-
tervengono nel controllo dell’ossidazione dei li-
pidi mediante la chelazione di ioni metallici (ra-
me). Questo intervento dipende da alcune con-
dizioni: a) le molecole devono avere piil gruppi
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idrossilici (una configurazione 3’4’-diidrossi
conferisce una forte AA); b) le molecole devo-
no avere un gruppo carbonile in posizione 4; c)
le molecole devono avere un gruppo idrossile
in posizione 3 e/o 5 (Hudson e Lewis, 1983). La
contemporanea presenza del gruppo carbonile
in 4 e del gruppo ossidrile in 3 o 5 conferisce
azione chelante nei confronti dello ione rame
(fig. 4) (Dziedzic e Hudson, 1984).

L’azione chelante nei confronti dei metalli si
ha anche per gli orto-difenoli (posizione 3’4’
dell’anello B dei gruppi idrossilici).

6. Caratterizzazione della frazione fenolica e
valutazione dell’attivita antiossidante di oli vergini
di oliva monovarietali del territorio Dauno

6.1 Introduzione

La frazione fenolica ha un impatto positivo sul-
le caratteristiche qualitative dell’olio vergine di
oliva e il contenuto ¢ subordinato a diversi fat-
tori: cultivar, tecniche agronomiche, grado di
maturazione delle olive, tecnologie di estrazio-
ne e tempi e modalita di conservazione dell’o-
lio. Inoltre, i fenoli sono dei potenti antiossidanti
fungendo da chelanti degli ioni metallici (es.
Cu**) e da radical scavenger interrompendo la
reazione a catena della perossidazione lipidica.
Alcuni composti fenolici, come 1’oleuropeina,
aumentano la produzione di ossido nitrico (fat-
tore di rilassamento vascolare), mentre altri, co-
me il tirosolo, inibiscono la formazione di ossi-
steroli e la perossidazione della componente li-
pidica delle LDL, bloccando la genesi di malat-
tie cardiovascolari (Visioli et al., 2002). E inol-
tre ormai accertato che i polifenoli, ed in parti-
colare gli orto-difenoli, apportano il maggiore
contributo alla stabilita ossidativa nell’olio di

Cu

Figura 5. Meccanismo di chelazione
di flavanoni (A) e flavoni (B).

Figure 5. Chelating mechanism for
(A) flavanones and (B) flavones.

oliva vergine (Aparicio et al., 1999), e studi con-
dotti sulla sua shelf-life hanno dimostrato un
cambiamento della composizione fenolica nel
tempo (Cinquanta et al., 1997). Non meno im-
portante ¢ il contributo fornito dai fenoli nella
formazione del gusto tipico dell’olio vergine di
oliva, con le sfumature di “amaro” e “piccante”
dovute principalmente ai derivati dell’oleuro-
peina e del ligstroside (Visioli et al., 1998; An-
drewes et al., 2003).

In questo lavoro si riportano alcuni risultati
di uno studio condotto sul profilo fenolico e po-
tere antiossidante di alcuni oli monovarietali del
territorio Dauno.

6.2 Materiali e metodi

Gli oli sono stati estratti da olive provenienti da
due oliveti sperimentali di Cerignola (Casaliva,
Cellina di Nardo, Grignano, Nociara, Ogliarola
barese e Termite di Bitetto) e di Torremaggio-
re (Cellina di Nardo, Coratina, Frantoio, Lecci-
no, Moraiolo e Nociara). Al raggiungimento del-
la maturazione tecnologica, le olive di ciascuna
cultivar sono state raccolte a mano per bruca-
tura e sottoposte entro le 36 ore ad estrazione
meccanica dell’olio mediante un minifrantoio
continuo a due fasi. I campioni di olio sono sta-
ti conservati in bottiglie di vetro da 1 litro al
buio ed a temperatura ambiente fino al mo-
mento delle analisi.

Analisi frazione fenolica. L'estrazione dei
composti fenolici ¢ stata effettuata secondo il
metodo di Montedoro et al. (1992), con oppor-
tune modifiche. Sull’estratto fenolico ¢ stato de-
terminato il contenuto in fenoli totali per spet-
trofotometria dopo reazione con il reattivo di Fo-
lin-Ciocalteu (FC), esprimendo il risultato come
mg kg! equivalenti di acido gallico. II profilo fe-
nolico ¢ stato determinato sull’estratto metanoli-
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co per cromatografia liquida ad alte prestazioni
(HPLC) secondo il protocollo analitico utilizzato
in un precedente lavoro (Gambacorta et al.,
2006). L’identificazione dei composti fenolici ¢
stata effettuata mediante confronto dei picchi con
quelli di standard puri e dei tempi di ritenzione
relativi riportati in letteratura (Brenes et al., 2000;
Gomes-Alonso et al., 2002).

Attivita antiossidante. L’attivita antiossidante
degli oli ¢ stata determinata sottoponendo gli
estratti fenolici al test dell’ABTS-+/metamio-
globina (Miller et al., 1993).

6.3 Risultati e discussione

La figura 6 mostra il profilo fenolico con I'identi-
ficazione dei picchi di uno degli oli studiati (Co-
ratina di Torremaggiore), mentre le tabelle 1 e 2
riportano rispettivamente le composizioni fenoli-
che degli oli di Cerignola e Torremaggiore.

Tra le cultivar di Cerignola, la Casaliva ha
presentato il piu alto contenuto fenolico, segui-
ta da Cellina di Nardo, Nociara, Grignano,
Ogliarola barese e Termite di Bitetto. E stata
osservata una certa variabilita nella composi-
zione fenolica degli oli, mentre il p-HPEA-EDA
¢ risultato il componente fenolico pitt abbon-
dante in tutti gli oli. Per quanto riguarda i cam-
pioni di Torremaggiore, la Coratina ha mostra-
to il contenuto fenolico piu alto, seguita da No-
ciara, Moraiolo, Frantoio, Cellina di Nardo e
Leccino. Il comportamento della Coratina, cul-
tivar notoriamente tardiva, € da ascrivere alle
sue caratteristiche intrinseche e al basso indice
di maturazione delle olive. Le figure 7, 8 e 9 ri-
portano rispettivamente il contenuto fenolico
determinato per spettrofotometria, I’attivita an-

AL

Figura 6. Profilo fenolico della Coratina: 1) idrossitirosolo,
2) tirosolo, 3) vanillina, 4) 3,4-DHPEA-EDA, 5) p-HPEA-
EDA, 6) acetossi-pinoresinolo, 7) pinoresinolo, 8) 3,4-DH-
PEA-EA, 9) p-HPEA-EA.

Figure 6. Phenolic profile of Coratina: 1) hydroxytyrosol, 2)
tyrosol, 3) vanilline, 4) 34-DHPEA-EDA, 5) p-HPEA-
EDA, 6) acetoxy-pinoresinol, 7) pinoresinol, 8) 3,4-DH-
PEA-EA, 9) p-HPEA-EA.

tiossidante e la correlazione tra contenuto fe-
nolico e attivita antiossidante degli oli di Ceri-
gnola (A) e di Torremaggiore (B). Tra le culti-
var di Cerignola, la Casaliva ha presentato i piu
alti valori del contenuto fenolico e di attivita an-
tiossidante, mentre i valori piu bassi sono stati
trovati per la Termite di Bitetto. Per quanto ri-
guarda gli oli di Torremaggiore, la Coratina ha
mostrato valori pill alti del tenore fenolico ed
attivita antiossidante e la Leccino i piu bassi.
Per gli oli di entrambi gli oliveti la correlazio-
ne tra contenuto fenolico ed attivita antiossi-
dante ¢ risultata buona e di tipo lineare con
R =0,9644 ¢ R = 0,9840 (p = 0,01), rispettiva-
mente per Cerignola e Torremaggiore.
L’analisi statistica delle componenti princi-
pali (fig. 10) ha mostrato una netta distinzione
tra la Casaliva di Cerignola e la Coratina di Tor-
remaggiore dalle altre cultivar per il maggior

Tabella 2. Composizione fenolica degli oli di Cerignola (mg kg').

Table 2. Phenolic composition of Cerignola oils (mg kg™?).

Fenoli Casaliva Cellina Grignano Nociara Ogliarola Termite
di Nardo barese di Bitetto
Idrossirosolo 78,1 £ 6,3 0,0 0,8 +0,1 30+05 0,0 0,0
Tirosolo 63,3 +473 82 +32 47 £ 1,1 219 +1,9 7,0 £02 24 +0,1
Vanillina 4,6 £ 1,1 2512 2,5+09 22 +03 22 +£02 2,0 0,1
3,4-DHPEA-EDA 223 + 1,7 1,6 + 0,3 2,6 £0,5 40+ 04 0,0 £ 0,0 1,3 +0,2
p-HPEA-EDA 574 + 4,9 79,7 + 6,4 319 +29 62,0 £ 5.2 31,0 = 2,9 18,7 £ 2.4
1-Acetossi-Pinoresinolo 2,2 + 0,9 3,5+06 2,0+ 0,6 0,0 1,1 = 0,1 14 +04
Pinoresinolo 37,6 + 3,2 39,7 + 3,2 12,8 £+ 0,9 7,6 = 0,5 10,7 £ 0,9 7,6 £ 0,3
3,4-DHPEA-EA 164 +28 23 +02 6,8 0,5 0,9 = 0,0 3103 0,4 +0,0
p-HPEA-EA 0,1 0,0 02«00 0,6 = 0,0 1,0 + 0,1 1,1 +0,1 14 + 0,0
> Fenoli non 89,6 + 6,3 71,0 £ 5.2 64,0 £ 42 63,3 + 6,1 66,5 + 5,6 63,5 + 6,2
identificati
2 Fenoli 3716 + 22,1 208,77 + 152 128,7 + 11,6 1659 £ 152 122,7 = 19,1 98,7 + 8,2
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Tabella 3. Composizione fenolica degli oli di Torremaggiore (mg kg*).

Table 3. Phenolic composition of Torremaggiore oils (mg kg*).

Fenoli Cellina Coratina Frantoio Leccino Moraiolo Nociara
di Nardo
Idrossitirosolo 21 +02 19,1 + 19 0,7 + 0,1 0,0 0,0 1,0 £ 0,0
Tirosolo 9110 20,6 + 2,0 41 +03 8,1+02 42 +0.2 9,7 + 0,6
Vanillina 16 +0.2 25+03 2,6 02 3,700 32+02 1,7 +0.2
3,4-DHPEA-EDA 10,3 + 1,0 782 +74 0,6 £ 0,2 0,5+ 0,0 0,6 = 0,0 251 1.2
p-HPEA-EDA 434 + 2,8 1151 + 10,2 85+1,6 16,0 £ 12 22,0+ 19 91,5 £ 6,3
1-Acetossi-Pinoresinolo 24 + 0,6 64 +12 29 +0,0 23+02 3,705 0,0
Pinoresinolo 56,8 + 3,8 232 +19 734 +6,2 41 + 0,6 86,2 + 5,6 384 +29
3,4-DHPEA-EA 0,5+ 0,0 145+ 1,1 31+03 31+03 4,0 £ 0,2 2,6 +03
p-HPEA-EA 0,3+0,0 36,2 = 2,6 149 £ 12 75 +04 212 +23 3,802
>Fenoli non identificati 56,2 + 6,2 122,0 £ 9,9 109,7 + 9,6 1049 + 6,8 999 + 7.8 794 + 6,3
>Fenoli 182,7 + 152 4378 + 16,3 2205 + 21,0 150,2 £ 93 2450 «22,1 2532 + 193

contenuto fenolico e la piu elevata attivita an-
tiossidante. Queste due cv si sono invece distinte
tra loro per la diversa composizione fenolica.

6.4 Conclusioni

Gli oli dei due campi sperimentali hanno mo-
strato una grande variabilita nel contenuto e nel
profilo fenolico. La Casaliva, tra le cultivar di
Cerignola, e la Coratina, tra quelle di Torre-
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Figura 7. Contenuto fenolico totale degli oli di Cerignola
(A) e Torremaggiore (B) (mg kg').

Figure 7. Total phenolic content of (A) Cerignola and (B)
Torremaggiore oils (mg kg).

maggiore, hanno presentato il maggior conte-
nuto in fenoli totali e sono risultate ricche in
idrossitirosolo, tirosolo, 3,4-DHPEA-EDA e p-
HPEA-EDA. Invece, la Termite di Bitetto di
Cerignola e la Leccino di Torremaggiore hanno
presentato i piu bassi contenuti in fenoli e piu
ricchi in p-HPEA-EDA. E stata riscontrata una
buona correlazione lineare tra il contenuto fe-
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Figura 8. Attivita antiossidante degli oli di Cerignola (A) e
Torremaggiore (B) (%).

Figure 8. Antioxidant activity of (A) Cerignola and (B) Tor-
remaggiore oils (%).
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Figura 9. Correlazione tra il contenuto fenolico totale e I’at-
tivita antiossidante degli oli di Cerignola (A) e Torremag-
giore (B).

Figure 9. Correlation between total phenolic content and
antioxidant activity of (A) Cerignola and (B) Torremaggio-
re oils.

nolico degli oli e l’attivita antiossidante. Poiché
le sostanze fenoliche contribuiscono nella for-
mazione del gusto degli oli vergini di oliva con
le note di “amaro” e “piccante”, se si vuole por-
tare sul mercato un prodotto piu “delicato” si
potrebbero proporre oli derivanti da cultivar
meno ricche in fenoli come la Termite di Bitet-
to di Cerignola e la Leccino di Torremaggiore.

PC 1 {War, S2. 71540

Figura 10. Analisi delle componenti principali degli oli.

Figure 10. Principal components analysis of oils.
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Al contrario, se si vuole produrre un olio pil
“robusto” e contraddistinto da una maggiore
shelf-life, si potrebbero utilizzare le cultivar piu
ricche in fenoli, come la Casaliva di Cerignola
o la Coratina di Torremaggiore.

7. Influenza di differenti tecniche di macerazio-
ne sulla frazione fenolica e DPattivita antiossi-
dante del vino Primitivo

7.1 Introduzione

N

L’'importanza dei composti fenolici ¢ correlata
alla loro attivita antiossidante. Studi epidemio-
logici hanno dimostrato che il consumo di ali-
menti e bevande ricche in fenoli contribuiscono
alla riduzione della mortalita dovuta a malattie
cardiache (Cul et al., 2002), all’inibizione di in-
fiammazioni croniche e trombosi (Kinsella et
al., 1993) e la prevenzione di certi tipi di can-
cro e i benefici sono maggiori seguendo una die-
ta ricca in una particolare classe di fenoli quali
flavonoidi (Bell et al., 2000). I composti fenoli-
ci contribuiscono alla formazione della struttu-
ra, colore e gusto del vino e rendono il prodotto
idoneo all’invecchiamento. I vini rossi sono ricchi
in composti fenolici semplici e complessi princi-
palmente rappresentati da acidi fenolici, flavo-
noidi, catechine monomere e tannini (Katalinic et
al., 2004). Composizione e contenuto fenolico del-
I'uva sono influenzate da diversi fattori quali va-
rieta, terreno, tipo di allevamento, clima e grado
di maturazione. Inoltre, le tecnologie di vinifica-
zione, le pratiche enologiche e I'invecchiamento
influenzano sia la composizione e il contenuto fe-
nolico del vino che lattivita antiossidante. Per
laccertamento dell’attivita antiossidante di ali-
menti e bevande sono disponibili diversi metodi
analitici ma, in assenza di un metodo standard, la
loro affidabilitd dipende dalle condizioni speri-
mentali applicate. Il Primitivo ¢ un tipico vitigno
italiano coltivato in Puglia le cui uve vinificate in
purezza danno un vino tannico e ricco in alcol,
caratterizzato da un colore rosso-porpora e da un
aroma speziato di frutti rossi. Il vitigno Primitivo
¢ geneticamente simile allo Zinfandel california-
no e al Plavac mali croato. Nonostante I'impor-
tanza e la diffusione del vino Primitivo, le infor-
mazioni sul suo contenuto fenolico e proprieta
antiossidanti sono alquanto insufficienti. Lo sco-
po del presente lavoro ¢ stato quello di valutare
I'influenza di nove tecnologie di vinificazione sul
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Tabella 4. Composizione fenolica dei vini (mg L*).

Table 4. Phenolic composition of wines (mg L™!).

Campione Polifenoli Flavonoidi Antociani Antociani Proantocianidine Flavani reagenti
totali totali totali monomeri con la vanillina
T 2008 + 59 2226 = 74 348 + 24 65 + 15 1581 + 44 953 + 43
D 1854 + 47 1855 + 34 292 £ 23 57 £ 15 987 + 46 1082 + 48
S 2165 + 76 2115 + 58 295 + 25 87 11 1610 + 60 1293 + 51
FR 1689 + 37 1815 + 36 244 + 14 136 + 15 1481 + 29 1033 + 46
ATV 2252 + 99 2119 + 36 245 £ 23 264 + 53 2131 + 51 1366 + 55
ATVB 2291 + 44 2046 + 57 287 + 21 231 £ 17 2335 £ 55 1256 + 35
RVFM 1748 + 36 1679 + 35 278 + 15 212 + 38 2277 + 20 1017 + 54
CM 1598 + 83 1712 + 14 254 + 14 106 + 12 2088 + 66 9 64 + 30
MP 1698 + 45 1938 + 70 258 + 15 97 + 30 2490 =+ 46 1109 + 89

contenuto fenolico ed attivita antiossidante del vi-
no Primitivo.

7.2 Materiali e metodi

Campioni. Sono state allestite nove tesi, repli-
cate due volte, su uve della cv Primitivo ven-
demmiate a maturazione tecnologica da un vi-
gneto ubicato in agro di Manduria (Taranto, Ita-
lia) applicando le seguenti tecnologie di vinifi-
cazione: tradizionale (T), delestage (D), salasso
(S), follatura ritardata (FR), aggiunta di tanni-
ni di vinaccioli (ATV), aggiunta di tannini di vi-
naccioli e di bucce (ATVB), riscaldamento vi-
nacce a fine macerazione (RVFM), crio-mace-
razione (CM) e macerazione prolungata (MP).

Frazione fenolica. 11 contenuto fenolico tota-
le ¢ stato determinato spettrofotometricamente
utilizzando il reattivo di Folin-Ciocalteu (FC)
(Singleton e Rossi, 1965) e con il metodo OIV
(2006) esprimendo i risultati rispettivamente in
mg L' di acido gallico equivalenti e in indice
polifenoli totali (IPT). Le analisi dei flavonoidi

3000 60

totali, antociani totali, antociani monomeri,
proantocianidine e flavani reagenti con la va-
nillina sono state condotte secondo le metodi-
che riportate da Di Stefano et al. (1989).

Attivita antiossidante. In assenza di un meto-
do analitico standard accettato per i vini, la va-
lutazione dell’attivita antiossidante ¢ stata con-
dotta utilizzando tre diversi test: a) metodo del-
I’ABTS-+/metamioglobina (Miller et al., 1993);
b) metodo del B-carotene (Katalinic et al., 2004;
von Gadow et al., 1997) opportunamente modi-
ficato; ¢) metodo del DPPH (OIV n. ENO/SC-
MAV/03/269, 2006).

7.3 Risultati e discussione

L’aggiunta dei coadiuvanti tannici in fase di ma-
cerazione quali vinaccioli (ATV) e vinaccioli +
bucce (ATVB) e la tecnica del salasso ha com-
portato la produzione di vini con maggiore
struttura fenolica (tab. 4).

I due metodi di analisi dei polifenoli totali
utilizzati (FC e IPT) sono risultati entrambi va-

A B C
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2000 4 40 4 40 A /
1500 30 E 304 ¢
1000 20 20
500 4 10 10 4 y =0,0235x - 2,1208
R =0,9666; p = 0,001
0 0 0 T T T T
T D S FR ATV ATVBRVEM CM MP T D S FR ATV ATVBRVFM CM MP 1700 1900

1500 2100 2300 2500
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Figura 11. Contenuto fenolico totale dei vini determinati dopo reazione con Folin-Ciocalteu (A) e con il metodo OIV (B)

e loro correlazione (C).

Figure 11. Total phenolic content of wines assessed (A) after reaction with Folin-Ciocalteu and (B) with OIV method, and

(C) their correlation.
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Figura 12. Attivita antiossidante dei vini: metamioglobina/Abts (Attivita Antiossidante %) (A), p-carotene (Coefficiente

Attivita Antiossidante) (B) e DPPH (ED50) (C).

Figure 12. Antioxidant activity of wines: (A) metamioglobin/Abts (% Antioxidant Activity), (B) pB-carotene (Antioxidant

Activity Coefficient), and (C) DPPH (EDS50).
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Figura 13. Correlazione tra polifenoli totali (PT) ed attivita antiossidante dei vini: PT/ABTS (A), PT/B-carotene (B) e

PT/DPPH (C).

Figure 13. Correlation between total polyphenols (TP) and antioxidant activity of wines: (A) TP/ABTS, (B) TP/B-carote-

ne, and (C) TP/DPPH.

il ]
i T T e——
~ [ i
L
¥ - -y
2 . | -
" : . L dmes Pl el
- Aoair, narmn s et Ml sy
fere ]
o L}
Lo a0
w1
| w ik
m ATY
s ATYN
& EYFN
- = = = i S " LA
i i i e

o T L
Figura 14. Analisi delle componenti principali dei vini.

Figure 14. Principal components analysis of wines.

lidi e tra loro ben correlati (R = 0,9666; p =
0,001) (fig. 11). Per quanto riguarda I’attivita an-
tiossidante (fig. 12), ’applicazione dei tre meto-
di ha dato risultati differenti. Tra i metodi te-
stati quello del p-carotene ha mostrato la mag-
giore correlazione con il contenuto fenolico
(R =0,8924; p = 0,01) (fig. 13). Evidentemente
Pattivita antiossidante dei vini, come di altri
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prodotti alimentari, dipende non solo dal con-
tenuto fenolico ma anche dal tipo di fenoli.

L’analisi statistica delle componenti princi-
pali (PCA) ha consentito di raggruppare i cam-
pioni in 3 gruppi (fig. 14). Un primo gruppo ¢
risultato costituito dai due vini ottenuti con ’ag-
giunta di tannini esogeni (ATV e ATVB), un se-
condo da quelli ottenuti con la criomacerazio-
ne (CM), riscaldamento finale delle vinacce
(RFV), follatura ritardata (FR) e macerazione
prolungata (MP) e un terzo da quelli prodotti
con la macerazione tradizionale (T), salasso (S)
e delestage (D).

7.4 Conclusioni

La scelta della tecnica di macerazione per la
produzione del vino Primitivo dipende dagli
obiettivi che si vogliono perseguire. L’aggiunta
di tannini di vinaccioli e/o bucce potrebbe es-
sere raccomandata per la produzione di vini con
una maggiore struttura fenolica. L attivita an-
tiossidante di un vino non pud essere prevista
solo sulla base del suo contenuto fenolico. Essa
dipende anche dalla specifica composizione fe-
nolica e dal metodo analitico utilizzato. Tra i tre
metodi utilizzati quello del p-carotene sembra
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essere il piu efficace nella valutazione dell’atti-
vita antiossidante del vino. Un limite di questi
saggi ¢ rappresentato dal fatto che la capacita
riducente non riflette necessariamente I’effica-
cia antiossidante dei campioni considerati.
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