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Nella ricerca di parametri di riscontro dell'invecchiamento
in botti di legno dei distillati, la chimica analitica si &
orientata verso il dosaggio di quei composti di scissione
della lignina che sono assenti o presenti solo in tracce nei
distillati freschi (1, 2, 3, 4). Tra questi composti hanno
grande importanza le aldeidi fenoliche, gli acidi fenolici,
alcuni lattoni e alcuni fenoli (5).

11 meccanismo principale di estrazione e degradazione della ,
lignina sembra essere una idroalcelisi in condizioni blanda |
mente acide, seguita da reazioni di trasformazione mOQWmﬁﬁmﬂ
to di tipo ossidative (6, 7). L'utilizzo di tecniche di can
tina con stoccaggi in botti huove od usate, tostate o meno,
per periodi di permanenza diversi, rende arduo il contrello
analitico dell'invecchiamento, per lo meno per quanto riguarda
l'analisi del prodotto finito. La costanza del rapporto
{siringaldeide/vanillina) nei distillati invecchiati in rovere
ha permesso la messa a punto di un efficace metode di indagine
sull 'aggiunta di vanillina (8). Il gruppo di lavore di Puech

e coll. ha inoltre individuato possibili altri parametri di
controllo dell'invecchiamento dei cognac (9).

Nel corso del nostro studio sono state messe a punto delle
tecniche analitiche per la ricerca ed il dosaggio di queste
sostanze mediante H.P.L.C.-Diode Array Detector, con colonne
microbore a fase inversa (C18); le metodiche preparative
seguite sono sostanzialmente derivate da quelle dei gruppi di
ricerca finlandesi delloc State Alcohol Monopoly (10, 11).
L'utilizzo delle colonne microbore riduce sensibilmente i

tempi di analisi. La conferma della presenza dei componenti
volatilizzabili principali & stata ottenuta per Gascromatogra
fia-Spettrometria di Massa.

Questa indagine preliminare ci permette di fare alcune consi
derazioni su distillati italiani di differente origine e
provenienza, invecchiati in legno di tipe diverso
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Presso il nostro Istituto & in corso attualmente un programma

di ricerca pluriennale sull'invecchiamento dei distillati in
botti di rovere. All'interno di questo lavoro sono state messe
a punto e sperimentate alcune metodiche.analitiche finalizzate
allo studio delle cinetiche di estrazione e trasformazione dei
composti di cessione del legno.

E' noto infatti (1,2) come durante la maturazione dell'acqua
vite abbia luogo un'estrazione preferenziale di alcuni compesti,
che vengono successivamente degradati in maniera pilt o meno
intensa, andando a partecipare al sapore ed all'aroma degli
alcolici. Lo strato interno della botte si impoverisce nel

tempo di lignina, di sostanze tanniche e di sostanze resinose
(gueste—uttime possone—a a qu
—de T aTuUE w6}, mentre non Vengono lisciviate la cellulosa e

1'emicellulosa.

. . - - 3 . - A \
[:L'emlcellulosa subisce invece una par21algmlgrol151 con—feorma— -

L et

t+ostor./1 tannini conferiscono un gusto astringente alle acque
viti giovani, che via via migliora con 1'ossidazione che si
associa alla stagionaturaf?

Flo. 4 |+ -
Nella ricerca di parametri di riscontro dell'invecchiamento in
botti di legno, la chimica analitica si & orientata verso il
dosaggio di quei composti di scissione della lignina che sono

assenti o, taluni, presenti solo in tracce nei distillati

freschi (3,4,5,6).



Tra questi composti hanno grande importanza le aldeidi fenoli

che, gli acidi fenolici, alcuzé lattoni e alcuni fenoli (7)
f‘ﬂift Cotir .-:}A/i aLeles a‘ifzt/ 7 L T b

Tra questl, e’'soglie d1 percezione olfattiva 1n alcoo¥ a 40“

sono estremamente basse (1) per la vanillina (0.01 mg/1)..Anche

bkt —p - 01 € e

per i due isomeri del(;~but11 ~4-metildiidro- 2(3H uranone o)
A7e).5 Aoy 0.05 44 /()

"whisky lattone'" sono di molto inferiori a 1 mg/1l (B8) ed inoltre

-

vengono modificate dalla presenza di furfurolo, mentre pil ele
vate sono le soglie olfattive dell'aldeide coniferilica (3 mg/1),
siringica (50 mg/l), sinapica (300 mg/l), per l'acido vanillico
(30 mg/l)e per l'acido siringico (240 mg/1) (1).
Non sL.s&“se esistano sinergismi tra di loro o con altre so
\Msta;ze tali da influenzare l'aroma.

In questa comunicazione faremo riferimento in particolare
all'analisi degli acidi e delle aldeidi fenoliche, mediante
H.P.L.C.-Diode Array Detector, con 1'utilizzo di colonne
microbore a fase inversa (Cl8).

Flénled>
Nel caso del rovere la matrice da esaminare contiene un numero
abbastanza limitato di sostanze fenoliche semplici. Questo
permette di ridurre la preparazione del campione ad una evapo
raziene in condizioni tali da ottimizzare il recupero delle
sostanze desiderate. La concentrazione del campione si rende

necessaria sia per aumentare la sensibilitd dell'analisi, sia

per eliminare 1'etanolo, che in questo tipo di bevande ha
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concentrazioni tali da causare un allargamento dei picchi che
altera la separazione.
F6 4l
Le condizioni cromatografiche sono state scelte in modo tale
da avere una buona sensibilitd complessiva del metodo, al fine
di seguire anche le fasi iniziali dell'etanolisi, che di soli
to sono trascurate: le analisi in letteratura si riferiscono
usualmente a campioni con almeno un anno di invecchiamento.
?\A‘
BOTA M ([ ¢4 Gfg(f'\
Con tali premesse si & inoltre puntato al pieno utilizzo del
detector a fotodiodi e del sistema di acquisizione-elaborazio
- 4l ; : I
ne dati//Abbiamo usato lo stesso gradiente per la determinazio
ne sia degli acidi che delle aldeidi fencliche, che vengono
perd dosati separatamente. Durante ogni eluizione vengono si
(ISR
multaneamente acquisiti otto cromatogrammi: il primo & il
cosiddetto "segnale pilota™, che registra l'assorbimento medio
tra 230 e 330 nm. e viene utilizzato per ottenere una impronta
qualitativa del campione in esame. I sei successivi sono utiliz
zatl per la quantificazione, e sono a diverse lunghezze d'onda,
con larghezza di banda di 4 nm., centrate sui massimi di assor
bimento dei principali composti in esame. L'ottavo segnale
acquisito & la media dell'assorbimento tra 500 e 600 nm, che

viene utilizzata come lunghezza d'onda di riferimento e sottrat

ta dai precedenti.

UfCL:f-'i.oL.v’L(,
\ LIML?\ & il \u *ﬁﬁ'-:?' e R AN +<;_fff-‘x - f”{' C':C"“f'“b

e 5 i f it b g
t ”‘
_’_L f"':"'"!* oj'; ACU [ Wi, C{J S/w AN 4 oo /



I sei segnali utilizzati per il calcolo quantitativo vengono

integrati automaticamente ed i calcoli vengono effettuati
sempre in modo automatico, con il metodo dello standard interno,
utilizzando una opportuna tavola di calibrazione. La risposta
del detector & sostanzialmente lineare nel campo di analisi

}H l]é) per tutti i composti considerati. La tavola di calibrazione
fa quindi uso di interpolazione rettilinea. (jﬁga
Lo standard interno per l'analisi delle aldeidi & lo stesso
indicato da Lehtonen P. (9), mentre per gli acidi abbiamo scelto
l'acido 2,5-diidrossi-benzoico (o acido gentisico), a differenza
di altri lavori che utilizzano aldeidi (10). L'acido gentisico
sembra molto adatto per questo scopo: esso infatti e chimicamen
te del tutto simile ai composti in esame, ha un tempo di riten
zione intermedio, ed ha uno spettro di asscrbimento tale da
permettere la sua quantifiéazione in maniera selettiva rispet
to ai composti che cadono nelle vicinanze, in particolare
l'acido protocatechico ed i residui di furfurolo. Esso inoltre
non & mai stato identificato come presente nei distillati

invecchiati in rovere, Hé—éeaaﬂéTﬁné_d1_alL;i—L&varT~£inQLg_d

puUbbTIcCaei.
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Su alcune soluzioni standard a 70° alcolici e portate a pH=4

-

con acido acetico sono state effettuate le prove di recupero
e di ripetibilitd del metodo, con ottimi risultati. 5i &
inoltre déterm%nato il limite di sensibiita del met odo, consi
derando come tale la concentrazione della sostanza che porta

ad un picco di altezza compresa tra 0.3 e 0.5 mAU, cioé pari

L
d i
NN
ﬂ%z jﬂﬂ' ad almeno 5 volte il rumore di fondo. La differenza di sensibi
x —
L . 1 -
he? litd ottenuta tra acidi ed aldeidi & dovuta in parte ai diversi

coefficienti di esuﬁzione molare, ed in parte ai diversi fat
tori di concentrazione della fase preparativa.

Tutte le sostanze in esame sono reperibili in commercio, con
l'eccezione delle aldeidi cinnamiche: per esse si & dovuto
ripiegare all'utilizzo di unita di misura convenzionali: i
risultati sono stati espressi considerando l'assorbanza di tali
sostanze a 340+2 nm eguale a quella dello standard interno
(m-OH-benzaldeide) a 255+2 nm. Anche il recupero & stato consi
derato eguale a quello dello standard interno.

Ogni composto & identificato in base al tempo di ritenzione e
in base al rapporto tra le assorbanze a due diverse lunghezze
d'onda. Quando il rapporto non & rispettato, si controlla lo
spettro di assorbimento tra 210 e 400 nm., per valutare se il
composto in esame & quello ricercato ed eventualmente per pre
cisare 1'influenza di eventuali impurezze sul dato quantitati
vo. Tale controllo & 1'unica parte non automatizzata dell’ana

lisi.
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In aggiunta alle determinazioni descritte, sono state quantifi
cate anche le due aldeidi furfurolo e 5-idrossimetil-furfurolo.
Queste ultime derivano dai carboidrati, rispettivamente dai
pentosi e dagli esosi, e sono anch'esse quindi dei prodotti
derivati del legno, anche se il furfurolo & gia presente in
quantitad apprezzabili nel distillate fresco. E' da notare
inoltre come entrambi, ma in special modo il 5-idrossimetil-
furfurolo, siano presenti in altissima concentrazione nei
caramelli coloranti. Nel nostro caso le analisi riportate si
riferiscono sempre a campioni non addizionati di caramello.
Per queste due sostanze & stato approntato un metodo H.P.L.C.
molto veloce, di analisi diretta previa diluizione a 10°
alcolici,{}on eluizione isocratica con la miscela di H3PO4

= M (84%) e CH3CN (16%), quantificazione a 280+2 nm. con

i

il metodo dello standard esterno; L'analisi dura scltanto tre

10

minuti.

Infine sono stati cercati, per ora solo a livello qualitativo,
alcuni derivati di delta-idrossiacidi, della famiglia delle
cumarine, di cui in particolare uno, la scopoletina, & stato
piu volte messo in relazione con l'invecchiamento in rovere
dei distillati (6,11).

Abbiamo parlato fino ad ora della parte strettamente metodolo
gica. Come gia precisato nell’'introduzione, la messa a punto
di queste metodiche & finalizzata allo studio del rovere, che

¢ utilizzato per 1'invecchiamento della quasi totalita dei

distillati.
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Nelle tre figure consecutive ..... si possono vedere i profili
dei cromatogrammi (segnali pilota) relativi all'analisi delle
aldeidi (in alto) e degli acidi (in basso) per tre distillati
inveccchiati in botti di rovere Limousin nuova per 14 mesi, e
in rovere canadese (gia utilizzata in precedenza per lo sherry)
per 2 e 28 mesi. Da notare la marcata riduzione delle aldeidi
coniferilica e sinapica in funzione dell'invecchiamento.
Si & voluto perd indagare anche 1'applicabilita di queste
metodiche ad altri disti1lati/;:rsen++¢hrﬁ:mmmﬂqﬁg§ provenienti
da diverse distillerie ed uti;}zzanti botti di legni divgrsi,
quindi con lignine chimicamente diverse che danno luogo a
differenti colorazioni ed aromi, pill o meno marc&ti, e sempre
nettamente distinguibili da quello di quercia. Sono quindi
stati analizzati,(%eaﬂiL—conL;e;%Ode—TﬁTTT“ng“spefrfT‘thﬁz““
sftiE"}LidenbiPicaz%onewde+~cemposP%w%nmesame) vari distillati
invecchiati in fusti di gelso, ciliegio, frassino, acacia, man
e T
dorlo, pero,ﬁginepro e-@el?.
La variabilita da legno a_legno & enorme, ed in alcuni casi il
solo profilo (segnale pilota) & sufficiente all'identific%?one
del legno utilizzato.
P—;ei due casi di campioni di stesso legno, provenienti da ditte
diverse e a diverso invecchiamento, i profili cromatografici
si sono rivelati estremamente simili tra di loro. Questo ci fa
ragionevolmente supporre, come del resto gid accade per il

rovere, che il profilo generale del cromatogramma sia abbastanza

riproducibile e caratteristico del tipo di legno in esame.



In alcuni casi i composti che-abbiamo cercato si sono ri
velati essere tra i picchi principali del cromatogramma

“9 Lo 21 2L 23
(rovere, frassino, acacia, pero, ginepro, melo), come
pure non trascurabili si sono rivelfate essere le pre
senze di questi composti nel ciliegio; quantitd di cumarine
estremamente superiori a tutti gli altri legni sono state
(O-b“\ob\;}(a( B PR !_; Ff_f_',.-,’ (.a‘r.-.'_.z./.p )

Uﬁ

trovate nel gelso.

»
€G Lempxt

}SZfT %—> Nel mandorlo questi composti sono assolutamente secondari
dal punto di vista quantitativo rispetto alle altre sostanze
presenti nel cromatogramma; & da notare che in questo caso,
con 1'eccezione di due picchi con assorbimenti nel visibile
e legati quindi al colore dell'estratto, tutti i picchi
principali del mandorlo presentano profilo spettrale presso
ché identico, con un massimo centrato nell'intorno dei 284
nm.

.

4\L/ %—b .

1. Per fare un esempio tra legni aventi profilo molto simile,
tutti i roveri si distinguono dal frassino da noi analizzato

per avere una prevalenza di siringaldeide-acido siringico su

1
A

vanillina-acido vanillico (12), che & invertita nel frassino.
5i nota anche, per citare le cose pil evidenti, la concomitan
za di sostanze strutturalmente simili, quali acido p-cumarico,
p-OH-benzoico e p-OH-benzaldeide in gelso, ciliegio e pero,

o di acidi ferulico e vanillico, di coniferaldeide e vanillina
in rovere, frassino e melo.

La somiglianza tra rovere e frassino & ribadita dall'analisi

del S5-idrossimetil-furfurolo, riscontrato solo-nelle acqueviti

‘ , \
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provenienti da queste due essenze legnose. !
Anche limitandosi ai composti da noi identificati (senza
avvalersi quindi di informazioni provenienti dalle altre
caratterizzazioni, gascromatografiche etc.) sembra essere
praticabile una distinzione dei legni sia datl punto di
vista del tipo di sostanze presenti, sia dal punto di

vista quantitativo.
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ACIDI NE! DISTILLAT]

50 ML DISTILLATO *+ 5 ML soruz. ACIDO GENTISICO (50 mc/L)
EVAPORARE SOTTO vuoTo A 35°C Fino A cA.10 ML SENZA FLUSSARE ARIA

FILTRARE A 0.22 um (FILTRI MILL1PORE GVHP 01300)

ALL’aNALIST HPLC

T

LT, I ana- | A con- EAC/)\A %! SENSIBIL]
: ! LITICA | TROLLO : (TA' (ue/U)
Ac,GALLICO 2733 | 280} 2554 | w0 | s
Ac.PROTOCATE@ CO E 4,208 E 255.4 E 280.4 i 42.6 E 5
Ac.GENTISICO E 4,634 i 322.4 s 306.4 5 68.2 E 15
Ac.p-OH-BENZOICO s 5.701 E 255, 4 E 280.4 E 20,0 E 2
Ac.VANILLICO S 6.971 E 255.4 5 280.4 E 48.0 f 3
Ac.SIRINGICO ; 7.659 | 280.4 i 255.4 E 55.8 5 5
Ac.p-CUMARICO 8,902 | 306.4 1 322.4 ' 72.6 i 2
. 1 1 1 1 |
Ac,FERULICO 1 10,009} 322,4 ) 3404 ! 61,2 : 3
1 i I | 1
Ac.BENZOICO ¢ 10,741} 228.4 2554 6.30 | 3
1 I I ] |

f
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ST D1 FENOLICHE NEI DISTILLATI

g .

£ o+ S m soLuz. w-OH-BENZALDEIDE (40 We/L) + 2:3 m
‘"g',s A (o.5.A PH 12)

@F g":“uwﬂ“‘ﬁ soTT0 vuoTo A 35°C FINO A 3-4 ML, SENZA FLUSSARE ARIA
. _

k;rruuzzms CON ACIDO CLORIDRICO 5 M, assciuncere 0.5 me ETOH,
PORTARE A 5 ML

|

FiLTrRARE A 0.22 um (FILTRI MitLipore GVWP 01300)

7
§
:%'.
2

AL ’aNaList HPLC

i : ; A :
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P-OH-BENZALDEIDE } 7.053 | 280.4 | 306.4 | 27.4 i 0.5
VANILLINA } 8,498 | 280.4 | 306.4 i 90.7 { 0.5
M-OH-BENZALDEIDE 1 7,900 | 255.4 | 306.4 i 24.8 1 0.5
SIRINGALDE IDE : 9.365 1 306.4 | 280.4 § 53.0 i 0.5
SALICILALDEIDE 111,737 § 255.4 i 340.4 | 20,0 | 1.0
CONIFERILALDEIDE 1 11,320 ; 340.4  306.4 | 64.0 i w.p.
SINAPALDEIDE i 11.650 | 340.4 1 306.4 i 50.7 ! w.p,
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“,,fy'AsALlsruéLc ACIDI FENOLICI E ALDEIDI FENOLICHE

/.

L.C. HEWLETT Packarp 1090 L con DIODE ARRAY DETECTOR + WORKSTATION
PReCOLONNA ODS-HYPERSIL (C18). 5sumM, 20 x 2.1 MM

CoLonNA  ODS-HYPERSIL (C18). 5/uM, 200 x 2.1 MM

T, coLonna = 40°C

V, inteTTATO = 10 SUL

SoLuzione A = HzPOy 107> M

SoLuzione B = CHz CN

FLusso = 0,600 ML/MIN

GRADIENTE LINEARE 0-34 % B in 17

SEGNALI ACQUISITI: A (SEGNALE PILOTA)
B 228.4 contro 550,100
C 255.4 " "
D 280.4 " o
E306.4 " g
F322.4 ° "
G 340.4 " "
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ok RIPRODUCIBILITA’ NELL’ANALISI DEGL ACIDI FENOLICI

ACIDO cone, (Me/L) | Rrecupero 3 | D.S. % |n° MisuRE
GALLICO 1,233 99.8 4,5 8
PROTOCATECHICO 1.063 98.6 2.8 8
GENTISICO 4,896 97.1 3.0 8
p-OH-BENZOICO 1.001 93,8 2.5 8
VANILLICO 1,024 9.8 4.6 8
SIRINGICO 1,012 93,5 3.4 8
p-CUMARICO 0.400 1002 4,6 8
FERULICO 0,412 96.7 8.7 8
BENZOICO 3,400 96.1 4,3 8




/%6CUPERO E RIPRODUCIBILITA’ NELL’ANALISI DELLE ALDEIDI FENOLICHE

ALDEIDE conc. (Ma/L) | Recupero % D.S. 7o |N° MISURE.
PROTOCATECHICA 0,705 88.5 4,6 5
p-0H-BENZOI CA 1.008 99,1 2.1 12
M-OH-BENZOI CA 1,035 99.6 2.7 12
VANILLICA 0.849 99,9 2.1 12
SIRINGICA 1,493 100.9 2.8 12
SALICILICA 5,126 99,2 2.2 12
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NILLINA: E) SIRINGALDEIDE: H) CONIFERALDEIDE: D) SINAPALDEIDE: 1) Ac. GALLI-
€0: 3) Ac. GENTISICO (INTERNAL STANDARD): 4) Ac, PARAIDROSSIBENZOICN: 5) Ac.

VANILLICD: Ac. SIRINGICO: Y) ACETOVANILLONE: W) ACETOSIRINGONE: 1) SCOPOLE-
TINA.
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NILLICO: 6) Ac. SIRINGICO: 8) Ac. FERULICO: Y) ACETOVANILLONE: W) ACETOSIRIN-
GONE: 14) SCOPOLETINA + x.
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