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2.5 Inquadramento dellaricerca proposta (in ambito nazionale ed inter nazionale)

Le piante rappresentano una grande fonte di molecole biologicamente attive, le quali, oltre a costituire una difesa chimica da stress biotici ed abiotici per la pianta
stessa, possono svolgere attivita preventiva e terapeutica nei confronti di numerose patologie nell'uomo e negli animali. Tra queste, particolarmente interessanti sono
il resveratrolo, le catechine ed i loro derivati (molecole target: MT).

Il resveratrolo appartiene alla famiglia degli stilbeni e costituisce il principale gruppo di fitoalessine nelle Vitaceae. E prodotto dalla pianta in risposta ad infezioni
fungine o a stress abiotici (come ozono, metalli pesanti, radiazioni UV). Negli ultimi dieci anni molta attenzione e stata rivolta agli effetti benefici del resveratrolo
sulla salute umana: ha proprieta antiossidanti, chemiopreventive e chemioterapeutiche verso diverse forme tumorali (Savouret e Quesne, 2002); € un efficace
fitoestrogeno nelle terapie ormonali sostitutive della postmenopausa e nei tumori del cervello e della prostata ormone-dipendenti; recentemente, é stato dimostrato
cheil resveratrolo inibisce la replicazione del virus A dell'influenza.

Il resveratrolo e contenuto nelle radici di Polygonum cuspidatum, pianta ampiamente usata nella medicina tradizionale cinese e giapponese. Ad oggi questa specie
rappresenta la principale fonte commerciale di resveratrolo anche se € stata riportata nell'estratto presenza di ioni metallici (Cu2+ etc) potenzialmente tossici all'uso
terapeutico.

Anche Vitis vinifera accumula resveratrolo, in particolare nei raspi, nelle foglie, nelle bacche e nel vino, anche sein piccola quantita. Questi ritrovamenti sono di
grande interesse data |'estensione della sua coltivazione e I'importanza dell'uva e del vino nella dieta mediterranea.

Le catechine rappresentano i principali flavanoli presenti in natura. Tra le catechine, le epigallocatechine gallate (EGCG), e le epigallocatechine (EGC) sono tra le
piti rare, ma biologicamente piu attive. Le catechine presentano proprieta chemiopreventive e antiproliferative nei confronti di diverse forme neoplastiche
(Rosengren, 2003).

La principale fonte commerciale di catechine €, al momento, il té verde (Camellia sinensis); per quanto riguarda V. vinifera, variabili quantita di catechine, a
seconda della cultivar, si riscontrano nella bacca.

Le MT sono attual mente oggetto di grande attenzione per la formulazione di prodotti farmaceutici e nutraceutici; considerando |'importanza economica di queste
molecole, i problemi legati allaloro variabile e spesso scarsa concentrazione nelle piante e i danni derivanti dal o sfruttamento intensivo delle risorse vegetali,
risulta sempre piti importate sperimentare metodi biotecnologici per laloro produzione su larga scala e da fonti naturali con caratteristiche piu controllate. Tuttavia,
afronte di un ampio dibattito sugli effetti biomedici delle MT, gli studi sulle vie alternative per la produzione di questi metaboliti su larga scala sono

compar ativamente relativamente scarsi.

| sistemi invitro e, tra questi, le colture cellulari, costituite da una popolazone cellulare uniforme e in rapida crescita, possono permettere una produzione di
metaboliti in continuum, indipendentemente da molti fattori quali: a) tipo di organo, b) grado di sviluppo raggiunto dalla pianta c) clima e stagionalita (Pasqua et al.
2004) evitando, nel contempo, i problemi legati al potenziale inquinamento da pesticidi ed erbicidi, metalli pesanti e micotossine.

L'industria ha gia sfruttato le colture cellulari per ottenerei mportantl molecole antitumorali come tassolo (nome commerciale Paclitaxel), podofillotossina,
vinbalstina e vincristina. Ad oggi, sono stati allestiti con successo bioreattori contenti colture di Digitalis per la produzione di digitossina, colture di Catharanthus
per la produzione di alcaloidi indolici (Roberts e Shuler 1997) e colture di Lithospermum per la produzione di shikonina.

Per la specie Vitis vinifera, la metodologia delle colture cellulari, gia sperimentata per alcune cultivar, fa ben sperare ad una piu vasta applicazione. Limitandosi ai
principali risultati di letteratura, colture cellulari della cv. Gamay Freaux hanno mostrato produzione di catechine gallate e derivati glicosilati degli stilbeni
(Decendit et al. 2002) mentre resveratrolo e stato prodotto da colture cellulari della cv. Barberain condizioni di stress abiotico come I'acido giasmonico ed i suoi
sali, I'ortovanadato di sodio eil chitosano (Tassoni et al. 2005). Inoltre, € stato dimostrato che i protoplasti ottenuti per digestione enzimatica di foglie di Vitis
vinifera producono resveratrolo duranteil periodo seguenteil loro isolamento (Commun et al. 2003).

Colture cellulari e protoplasti di V. vinifera sembrano, pertanto, essere sistemi in vitro ideali per incrementare la produttivita delle MT.

In questa ottica, e utile ricordare le soluzioni tecnol ogiche che sono state sperimentate nel corso della ricerca sperimentale finalizzata alla messa a punto di un
processo industrializzabile per la produzione del tassolo (Roberts e Schuler; 1997).

11 passaggio dalla scala di laboratorio a quella industriale richiede di affrontare in modo combinato problemi di natura biochimica e ingegneristica. Lo scale-up
della produzione chiama in gioco pH, temperatura, aerazione, concentrazione dei nutrienti, presenza di sforz di taglio, caratteristiche dell'inoculo e la sterilita della
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coltura. Nella ricerca sulle condizioni operative per la crescita delle cellule, la relativa produzione dei metaboliti target e la stabilita di questi ultimi si trovano
condizoni di ottimo non coincidenti e si € costretti a ricorrere a sofisticate soluzioni tecnologiche per evitare soluzioni di compromesso subottimali.

In letteratura sono discussi bioreattori di diverse tipologie, caratterizzati dallo sviluppo di sforz di taglio limitati e pertanto idonel alle sensibili colture cellulari (di
tipo Rushton, centrifugo, Wilson e airlift).

La coltura richiede la disponibilita di diversi componenti, che devono essere appowvigionati, mentre ne produce altri che devono essere allontanati. In particolare,
deve essere tenuto in considerazione il ruolo sul metabolismo cellulare di alcuni gas (ossigeno, CO2, etilene nel suo ruolo ormonale); la dipendenza dell'efficienza
del trasferimento di questi gas dal volume della coltura richiede la messa a punto di sistemi di controllo della composizione della fase gassosa. Anche la
concentrazione dei nutrienti e degli elicitori in soluzione richiede di essere controllata, facendo propendere per una coltura condotta in fed-batch. Infine, il prodotto
deve essere rimosso e la migliore efficienza si ottiene realizzando questa rimozione in situ.
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2.6 Sintesi del programma di ricer ca e descrizione dei compiti dei singoli partecipanti

Lo scopo della ricerca proposta e sviluppare strategie biotecnologiche innovative per ottenere da colture cellulari e da protoplasti di Vitis vinifera, una produzione su
larga scala di molecole bioattive: resveratrolo e derivati glicosilati, catechine e derivati gallati (nel seguito indicati come molecole target, MT).

Le colture cellulari in sospensione ed i protoplasti di Vitis vinifera possono offrire diversi vantaggi rispetto alla pianta; infatti, le prime consistono di una popolazione
cellulare uniforme, che puo produrre metaboliti in continuum, indipendentemente dal clima, dalla stagione e dal grado di sviluppo della pianta. | secondi, i
protoplasti, cellule private della parete mediante degradazione enzimatica, rappresentano un sistema in vitro facilmente condizionabile e sensibile ai trattamenti
esterni. Inoltre possono essere facilmente ed in grande quantita recuperati dalle foglie, che rappresentano I'organo di scarto del processo vitivinicolo. Tanto le
colture cellulari in sospensione di Vitis vinifera quanto le colture di protoplasti possono essere opportunamente stimolate ad iperprodurre le MT mediante
|'ottimizzazione del sistema di coltura e l'utilizzo di elicitori. E' inoltre possibile incrementare la produzone di un composto o di piti prodotti contemporaneamente,
eventualmente ricorrendo a reazioni di biotrasformazione di precursori a basso costo, aggiunti alle colture.

11 gruppo di ricerca proponente ha gia allestito ed ottimizzato colture cellulari in continuum di diverse cultivar di Vitis vinifera (Alphonse Lavallée, Italia, Malvasia,
Sauvignon Blanc, Cabernet Sauvignon, Cesanese d'Affile) ottenute da espianti prelevati da piante coltivate nei campi dell'lstituto Sperimentale per I'Enologia di
Velletri (MIPAF). Per queste cultivar € stata ottimizzata la produzione di biomassa cellulare, variando la composizione dei mezz di coltura e dei regolatori di
crescita. Linee cellulari selezionate, con un ciclo di crescita di 15-20 giorni, sono attualmente propagate in coltura liquida (temperatura 26°C, agitazione 100 rpm,
luce continua). Le linee cellulari ottenute hanno mostrato un alto grado di variabilita nella produzione delle molecole target, dipendente dalle diverse cultivar
saggiate. Uno studio preliminare (dati non pubblicati) ha evidenziato che |a stimolazione con il metilgiasmonato ha indotto, in alcune linee cellulari di specifiche
cultivar, una maggiore produzione di resveratrolo rispetto ai controlli, con livelli che variano da 0.2 a 0.4 mg per g di peso secco di cellule. Parallelamente, in seno
al medesimo gruppo di ricerca sono stati ottenuti risultati preliminari (non ancora pubblicati) riguardanti promettenti condizioni per lo sviluppo di un processo di
produzione del t-resveratrolo da protoplasti ottenuti da foglie di Vitis vinifera cv. Pinot Noir (Scuola Enologica e CIRVE di Conegliano, TV), individuando un
processo di produzione di una sospensione ad alta densita in protoplasti vitali (comprende condizionamento, frammentazione non distruttiva, infiltrazone sotto vuoto
eidrolis) ed ha preliminarmente valutato la capacita di tali condizioni di assicurare unaresain resveratrolo superiore a quelle riportate in letteratura
(concentrazione di t-resveratrolo di 106 microg/g di materiale fogliare sospeso; miglior risultato: 180 microg/g).

Nell'ambito del progetto si intende utilizzare colture cellulari e protoplasti ottenuti da diverse cultivar di Vitis vinifera. Le cultivar Alphonse Lavallée, Italia,
Malvasia, Sauvignon Blanc, Cabernet Sauvignon, Cesanese d'Affile, Pinot Noir e Raboso Piave, prevalentemente a bacca rossa, producono sia uve da tavola sia uve
destinate alla vinificazione e sono state selezionate perché di interesse nazionale ed internazionale.

Gli obiettivi della presente proposta di ricerca si possono riassumere nei seguenti punti:

1. Ottimizzazione della produzione di biomassa cellulare in colture in sospensione, che sara raggiunta variando opportunamente mezz di coltura e regolatori di
crescita a partire da espianti fogliari e caulinari delle diverse cultivar.

2. Ottimizzazione in batch (scala di laboratorio) della produzione dei metaboliti secondari target mediante elicitori (metilgiasmonato, chitosano, acido salicilico),
usati singolarmente o in combinazione;

3. Scale-up in bioreattore del processo di produzione dei metaboliti target delle colture piu produttive;

4. Produzione di molecole target, o di precursori, da protoplasti, ottenuti mediante idrolisi enzimatica della parete, da materiale di scarto (foglie) della filiera
vitivinicola medianteil contributo di azioni di pre- e post-€licitazione con mezz fisici, chimici, biotici e combinati.

5. Ottimizzazione delle procedure estrattive per il recupero delle molecole target

La prima fase della ricerca consistera nell'individuare le condizioni sperimentali ottimali alla crescita di biomassa cellulare di tutte le otto cv. di Vitis vinifera prese
in considerazione nel progetto.

La seconda fase della ricerca si propone di individuare le modalita ottimali di produzione di MT da sospensioni di cellule effettuando una esplorazione, mediante
sperimentazione fattoriale, sulle otto cultivar e sulle modalita di elicitazione prese in considerazione dal progetto. | risultati di questa sperimentazione,
congiuntamente a quelli ottenuti nella attivita precedente, consentiranno di selezionare la cv piu promettente, in termini di risultati quali-quantitativi rispetto alle MT:
su quest'ultima si sviluppera il passaggio di scala della coltura in fermentatore descritto al prossimo punto.

Durante questa fase verra anche valutata |'efficacia per il miglioramento della produttivita determinata dall'aggiunta di precursori delle MT al terreno di coltura. A
questo scopo verranno utilizzati fenilalanina, acido 4-idrossicumarico ed acido gallico (come precursore delle catechine gallate).

Nella terza fase dellaricerca si effettuera il passaggio di scala della coltura cellulare piu stabile e produttiva in MT aumentandoneil volume utilesinoa 1.5L in
fermentatore. Lo scale-up del processo dal livello di laboratorio a quello pre-industriale sara condotto considerando le interazioni tra le problematiche biochimiche
(metabolismo cellulare) ed ingegneristiche (controllo delle condizioni ambientali di coltura).

| principali punti che verranno presi in considerazione per I'indagine sono: |'aerazione (portata e composizione della fase aeriforme), la velocita e le modalita di
agitazione (tipologia di impulsore), I'eta e la concentrazione della biomassa vegetale.

Considerato che l'inoculo deve costituire una proporzione significativa del volume della coltura, si intende effettuare la coltivazione in modalita fed-batch, per
consentire I'awio con un inoculo di volume limitato e mantenere in soluzione una concentrazione ottimale dei nutrienti. Quando il fermentatore sara colmo, si
provvedera allo scarico parzale non omogeneo della coltura e all'analisi, separatamente, della biomassa e del terreno di coltura per |a valutazione della produttivita
in MT. Il residuo di sospensione di biomassa costituira I'inoculo per una nuova fase di fed-batch (fed-batch ripetuto), che permettera di valutare il mantenimento,
oltre che della sterilita, della vitalita e della produttivita della coltura; questa condizione di lavoro a ripetizione periodica, che verra protratta sino a quando i
risultati di produzione da essa offerti saranno giudicati interessanti, fornira elementi di valutazione per il passaggio ad una (eventuale) coltura semi-continua
mediante filtrazione in situ semi-continua, da realizzars successivamente alla conclusione di questo progetto di ricerca.

La quarta fase della ricerca consistera nel valutare seil recupero e trattamento della foglia della vite, I'unica frazione del processo vitivinicolo ad oggi scartata, sia
promettente per ottenerne MT. Questa ricerca, per la quale & necessario disporre di foglie fresche, verra svolta grazie alla disponibilita del materiale fornito dalla

3



SE/CIRVE di Conegliano durante la stagione estiva. Per una continuita del progetto, durante la stagione invernale si ricorrera a materiale vegetale cresciuto in serra
(gia predisposta dall'unita di ricerca).

La metodica messa a punto nel corso dell'analisi preliminare prevede, in successione, il condizionamento del materiale fogliare, la sua infiltrazione con un mezzo di
idrolisi opportuno e la sua digestione; durante quest'ultima fase |a parete della cellula viene degradata e questo stress induce la cellula stessa a produrre
resveratrolo come risposta di difesa. Le MT vengono recuperate in parte dalla biomassa ed in parte dal mezzo di sospensione.

11 gruppo di ricerca intende indagare le possibilita di ottenere risultati economicamente interessanti da questo processo agendo nelle direzioni descritte di seguito:

a) semplificazione del mezzo di digestione ed dlicitazione (sostituendo il tampone MES con uno pit convenzional e ed economico);

b) riduzone della concentrazione dell'enzima (studiandone ed ottimizzandone le condizioni di stabilitain relazione al pH, agli sforz di taglio, alla presenza di
interfacce gas-liquido);

C) ottimizzazione del funzionamento del digestore rotativo in relazione al rapporto solido/liquido, alla velocita di rotazione, al rapporto di snellezza ed alla dotazione
di frangiflutti e di specifici dispositivi di ossigenazione e di illuminazione;

d) ottimizzazione delle condizioni di €licitazione indagando I'effetto degli €licitori proposti, sia in termini di composizione, siain termini di ottimale somministrazione
(prima o durante la fase di digestione del materiale fogliare).

La quinta fase della ricerca consistera nella valutazione dell'idoneita di tecniche di adsorbimento su resina al recupero delle MT.

Atal fine sara necessario identificare |'adsorbente ed il solvente piti adatti a realizzare I'estrazione. Lo screening dei possibili candidati verra eseguito valutando
sperimentalmente il potere adsorbente, la selettivita rispetto ad eventuali composti indesiderati presenti in soluzione, |'efficacia del recupero tramite desorbimento.
Una volta identificati il materiale adsorbente ed il solvente per il recupero, verranno caratterizzate |e cinetiche di adsorbimento e di desorbimento, monitorando la
variazione di concentrazione del TC in piccoli volumi di soluzionein cui siano presenti quantita note di adsorbente in sospensione. Successivamente le particelle
contenenti |'adsorbato verranno separate dalla soluzione e sospese nel solvente per I'estrazione: il monitoraggio delle variazioni della concentrazione del TC
consentira di valutare la cinetica del desorbimento.

Qualorai risultati ottenuti risultassero premettenti, sara realizzata una colonna di adsorbimento in scala di laboratorio.

Sarainoltre valutato: a) il tenorein MT delle sospensioni di biomassa ottenute, determinato facendo ricorso ad analisi HPLC; b) la vitalita delle cellule e protopl asti
in coltura, mediante emocitometria con colorazione; ¢) |'attivita antiossidante complessiva dei prodotti ottenuti, valutata come acido gallico equivalente, mediante il
metodo FRAP.

Programmazione temporale del lavoro

Il primo anno sara dedicato alle indagini preliminari riguardanti entrambi i processi (cellule in sospensione, di cui ai punti 1, 2 e 3 e protoplasti, punto 4. In
particolare verra ottenuta biomassa cellulare in coltura stabilizzata da Pinot Nero e Raboso Piave; verranno valutate le migliori condizioni di produzione mediante
elicitazione delle cellule in coltura gia ottimizzate, verificando anche I'efficacia della disponibilita di precursori delle MT; e verranno valutate le condizioni ottimali

di scale-up in fermentatore per la coltura al momento presente piu produttiva, con riferimento a aerazione e agitazione. Verra messa a punto la conduzione in batch e
fed-batch, eventual mente dando luogo ad alcune ripetizioni di quest'ultimo. Per quanto riguarda la coltura di protoplasti, verranno ottimizzate le condizoni di
digestione e di €licitazione e la ottimale collocazione spazio/temporale di quest'ultima nel processo.

Nel secondo anno, I'attivita di ricerca si concentrera sulla linea cellulare che presentera la maggiore produttivitain MT, e per tale coltura si dara luogo a produzoni
in fed-batch ripetuto. Per quanto riguarda I'uso di protoplasti, come metodol ogia alternativa alla produzione delle MT, si cerchera di ottimizzare struttura e
condizioni di esercizio dell'impianto.

Compiti dei partecipanti allaricerca

Prof. Marco Bravi: 1l proponente sara responsabile dell'intera organizzazione del lavoro e, in aggiunta, si occupera personalmente: della progettazione dell'impianto
sperimentale di digestione della materia vegetale per la produzione ed elicitazione dei protoplasti; della progettazione delle modifiche da apportare al fermentatore
di cui il laboratorio sotto la sua responsabilita € dotato; della messa a punto della strumentazione per |e prove in fermentatore e dell'interfacciamento del
fermentatore stesso con un sistema software di suo sviluppo per il controllo ed il monitoraggio remoto. Inoltre mettera a punto personalmente i modelli matematici
fenomenologici relativi alla digestione del materiale foliare e della crescita della biomassa sospesa/produzione dei metaboliti.

Prof.ssa Gabriella Pasgua: sara responsabile delle prove esplorative in piccola scala su sospensioni cellulari e del trasferimento di know-how per il loro scale-up in
fermentatore.

Prof. Galliano Variali: sara responsabile delle determinazioni analitiche di routine on-site sulla base della sua grande esperienza e titolarieta trentennale del corso
di Srumentazione dell'Ingegneria Chimica.

Prof. Barbara Mazzarotta: sara responsabile dell'analisi dimensionale delle apparecchiature di digestione e delle valutazioni di costo dei processi messi a punto.
Prof. Raffaele Ilio De Dominicis: sara responsabile delle determinazioni attinenti la vitalita cellulare per microscopia e colorazione.

Dott. Giovanni Bianchi: sara responsabile della preparazione del materiale espianti (elicitazione e precursori).

Dott.ssa Nadia Mulinacci: sara responsabile delle determinazioni analitiche di riferimento ed a largo spettro.

Dott. Alessio D'Urso (Dottorando di Ricerca): sara responsabile della conduzione delle prove sperimentali nei bioreattori in scala pilota,

Dott.ssa Anna Rita Santamaria: sara responsabile della conduzione delle prove esplorative in scala di laboratorio.

Dott. Fulvio Fiorillo: sara responsabile della conduzione delle attivita di estrazione dei metaboliti e delle analisi chimiche relative alle prove in scala di laboratorio.

3. Elenco delle migliori pubblicazioni negli ultimi 5 anni

A) Pubblicazioni su riviste scientifiche
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-Tocopherol-Enriched Qil from Grape Seeds by Supercritical CO2. Optimisation of the Extraction Conditions.
JOURNAL OF FOOD ENGINEERING ISSN: 0260-8774 In press

2. BRAVI M., DI CAVE S, MAZZAROTTA B., VERDONE N. (2003). Relating the attrition behaviour of crystalsin a stirred vessel to their mechanical properties.
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D) Altro (pubblicazioni non previste nel punti precedenti)

4. Richiesta di finanziamento del progetto

Note (specificare in dettaglio le spese)

4.1 A) Totale spese per |'acquisto di € Microscopio a fluorescenza (3000)
apparecchiature scientifiche 8.000 pompa per evaporatore KMF (1800)
Bilancia analitica (3200)

4.2 B) Spese generali per laricerca € mezz di coltura, reagenti, solventi, colonne e precolonne HPLC, standard puri, costi di manutenzione
15.500 strumenti (HPLC, Spettrofotometro, microscopio, gascromatografo)




AAAAAAAAA421 Materiali di consumo e
manutenzione strumenti

AAAAAA (specificareil tipo di materialee
la strumentazione utilizzata)

AAAAAAAA422Missioni - Seminari €
4.500
AAAAAAAA 4.2.3 Raccolta, codifica e £
elaborazioni dati
AAAAAAAA424AItrevoci:A A £
TOTALE A+B 28.000
4.3 C) Collaborazioni di ricerca (I'importo € Contratto A: "Messa a punto ed adattamento all'utilizzo in fed-batch del fermentatore

; - A 12.400 Braun Biotech Biostat in possesso dell'unita di ricerca”
gﬁozene%:)l.SSO & - lordeal mese, per un max Contratto B: "Ottimizzazione del sistema di coltura ed il mantenimento delle diverse linee
cellulari"

S PREGA DI MANTENERE LA DUPLICITA' DELLE DESTINAZIONI DELLE VOCI
CONTRATTUALI IN QUANTO S TRATTA DI ATTIVITA' CHE RICHIEDONO
COMPETENZE DIFFERENTI!

4.4 Ultimi tre anni di finanziamenti ottenuti sulla quota 60% di Ateneo

2002: Nessun finanziamento

2003: Nessun finanziamento

Anno Fondo assegnato Fondo non ancor a utilizzato
443 2004 Voce AA A 4000  Voce AAA355
A VoceBA A 5000  VoceBAA267

A Voce CA A 9.300 Voce CA A9.300

11 collaboratore esterno € attualmente in fase di selezione.

4.5 Consuntivo scientifico per I'ultimo anno di finanziamento ottenuto (risultati e pubblicazioni relative)

La ricerca svolta nell'ambito del programma “ Controllo in linea dei processi alimentari mediante strumenti di analisi sensoriale artificiale” s & sinora incentrata
sull'utilizzo del naso elettronico in un importante settori dell'industria alimentare: quello enologico. Essa aveva lo scopo di accertare come le caratteristiche dei nasi
elettronici (i quali non forniscono come risposta un'analisi elementare del campione ma, piuttosto, una informazione di comei composti presenti nel campione
concorrono a formare una “ impronta aromatica” ) possano consentire la realizzazione di strumenti diagnostici intelligenti in grado di affiancarei panel di analisi
sensoriale laddove le caratteristiche di questi ultimi non sono completamente adeguate e di sostituirli dove I'impiego di questi ultimi sarebbe troppo oneroso.
Laricerca e stata condotta in tre fasi. Nella prima fase si intendeva caratterizzare la reazione dello strumento alle variazioni aromatiche del mosto-vino, allo scopo
di identificarneI'idoneita all'uso come strumento rapido di diagnostica precoce delle derive sensoriali anomale occorrenti durante il processo di vinificazione;
obiettivo di questa indagine era stabilire se il naso elettronico potesse consentire di valutare in tempo reale la necessita di interventi di correzione sul prodotto.

Nella seconda fase s mirava a caratterizzare la risposta dello strumento alle variazioni di profilo aromatico occorrenti tra vini appartenenti alla stessa DOC;
obiettivo di questa indagine era valutare se il naso elettronico potesse svolgere un ruolo nelle procedure di val utazione che accompagnano |'assegnazone della DOC
efornire un riferimento strumentale invariante alle indagini richieste dalla risoluzione di contenziosi.

Nella terza fase, s mirava a caratterizzare la variazione dell'impronta sensoriale percepita dallo strumento per vini caratterizzati dalla stesso profilo di composizione
in componenti aromatici ma a differente intensita degli stessi; obiettivo di quest'ultima fase dell'indagine era indagare la stabilita della risposta dello strumento
sensoriale artificiale in relazione alla tipologia dell'impronta e la capacita di evidenziarne la sola differenza di intensita.

| risultati della prima fase della ricerca hanno mostrato che il naso elettronico € agevolmente in grado di percepire I'evoluzione del mosto in vino e che, se gran parte
della separazione tra mosto e vino & dovuta al differente tenore di etanolo (evidenziato dall'analisi delle componenti principali) essa puod essereriferita anche alla
differente acidita volatile e, in particolare, al grado di avanzamento della fermentazione malolattica.

| risultati della seconda fase della ricerca hanno mostrato che il naso elettronico € in grado di evidenziare |la differenza tra vini della medesima cultivar e le derive
sensoriali che questi vini subiscono a seguito dell'apertura; questi risultati, ottenuti su vino DOC “ Verdicchio dei Castelli di Jesi” , sono stati confermati anche su
vini sintetici.




Nellaterza fase dellaricerca si € valutata la capacita del naso elettronico di evidenziare la diluizione di composizione di tutte le componenti del vino con I'esclusione
di quella alcoolica. Anche in questo caso la risposta e stata positiva; il naso elettronico ha mostrato di riconoscere le differenze tra vini tal quali (dil. 100:0), vini
diluiti in rapporto 80:20 e vini diluiti in rapporto 50:50. Per tutti i campioni di vino esaminati i risultati (analizzati mediante PCA) mostrano una curiosa
fenomenologia: ossia che il naso elettronico percepisce una impronta aromatica globalmente pit prossima trai vini non diluiti e quelli diluiti in rapporto 50:50
piuttosto che quelli a diluizione intermedia 80:20 e quelli non diluiti o diluiti in rapporto 50:50. | risultati della ricerca sono attualmentein corso di analisi al fine di
essere pubblicati.

Laricerca e attualmente in corso per la parte concernente I'analisi dell'immagine. E' stata messa a punto una piccola stazione sperimentale per la diagnostica per
immagini dei prodotti alimentari con la possibilita di estenderne I'utilizzo anche ad altri settori, come ad esempio quello biotecnologico e quello del particle
processing. A seguito della realizzazione della stazione é stato identificato (in ImageJ) il software ottimale per questo utilizzo in questo diversificato insieme di campi
di utilizzo, una scelta che coniuga le prestazioni elevate e la funzionalita con |'economia determinata dall'essere Open Source.

Questa stazione & stata sinora utilizzata per la caratterizzazione della distribuzione dimensionale della pasta alimentare (rigatoni e fusilli) al fine di identificare un
modello predittivo delle piastre di componsazione da utilizzare nelle trafile di estrusione. La stazione € in procinto di essere utilizzata per la identificazione delle
cinetiche di degradazione di biomassa vegetale utilizzata per |'isolamento di protoplasti destinati alla produzione di fitoalessine con impiego previsto come additivi
nutraceutici (destinati all'industria alimentare) e composti farmaceutici ad attivita antitumorale (per I'industria farmaceutica).

A questa seconda parte della messa a punto della stazione sperimentale verra destinata I'attivita prevista del contrattista finanziato nell'ambito della ricerca e non
ancora utilizzato.

5. Parere del Dipartimento/l stituto/Centro di appartenenza del responsabile

antestual mente alla domanda di Ateneo, il proponente sta presentando anche domanda di FacoltA 2A A
N
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