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CAPITOLO 1

Vitigni autoctoni siciliani a bacca bianca




1.1 Vitigni autoctoni siciliani

Il vitigno autoctono € una varieta di vite usata s produzione di vino, coltivato
nella stessa zona storica di origine del vitigressb; si tratta quindi di un vitigno non
trapiantato da altre aree geografiche. Il terminecono (dal grec@autosstesso,
e chthonsuolo/terra) infatti indica lI'appartenenza di goah o qualcuno ad un luogo.
Ogni vitigno autoctono presenta una sua carditsisorma e colore del grappolo,
del vinacciolo e delle foglie e da al vino alcunaratteristiche organolettiche
precise e tipiche. In Italia ci sono circa 350igrit autoctoni registrati ufficialmente e
tutte le principali regioni agricole italiane coroduzione vinicola hanno un elenco di
vitigni autoctoni locali.

Per quanto riguarda la Sicilia, i vitigni autoct@ono caratterizzati da un’elevata
variabilita e sono stati sottoposti negli anni dezdene massale da parte dei
viticoltori, che ancora oggi selezionano e moitigho gli individui ritenuti migliori.

La scelta del vitigno piu idoneo alle differentinclizioni pedo-climatiche e al
risultato enologico che si vuole raggiungere, rappnta uno dei parametri principali
che non si puo ignorare se si vuole puntare ad iglioramento degli standard
gualitativi finali.

Da un punto di vista storico, la viticoltura era giresente nell'isola prima dell’arrivo
dei coloni greci. | famosi vini siculi, come il Maartino, il Tauromenio e I'lnicynio,
cessarono quasi di essere prodotti con la conguustana, epoca in cui la Sicilia fu
trasformata nel “granaio di Roma”. Furono gli Arabriprendere la coltivazione di
uva.

| vitigni autoctoni siciliani pit diffusi sono il 8o D’Avola e il Nerello Mascalese tra
guelli a bacca rossa e il Catarratto, il Grillo’kadolia tra quelli a bacca bianca.
Esistono poi altri vitigni autoctoni siciliani minp come il Grecanico e |l
Damaschino.

La maggior parte dei vitigni autoctoni sono coltivaella parte occidentale della
Sicilia, nella provincia di Trapani, parte di q@ellli Palermo e parte di quella di
Agrigento.



1.2 Catarratto

E’ un vitigno autoctono siciliano a bacca biancaltoadiffuso, detto anche
“Catarratteddu”. Viene coltivato moltissimo nelleopincie di Trapani, Palermo e
Agrigento ma e comunque presente un po’ ovunque.

- Ambiente: Coltivato in diversi ambienti e terroir dove laevitrova habitat molto
favorevoli.

- Storia: E’ un vitigno di antichissima coltivazione ed dts@to da molto tempo in
Sicilia. Lo descrive Cupanis nel 1696 e il canonf@eremia nel 1835. Vitigno
prevalente nella seconda meta del XIX secolo, Hateswna certa contrazione a
Inizio ‘900 nella zona di Trapani a vantaggio dalidtivar “Grillo”(particolarmente
idonea alla produzione del vino “Marsala”), perugerare poi nella meta’ del secolo
SCOorso.

- Caratteristiche del vitigno: Il germoglio ha un apice cotonoso, di colore verde
macchioline arancio rossastre al margine. Le fdigkoapicali sono penta lobate, di
colore bianco verdastro, pagina superiore cotonosdoglioline basali sono penta
lobate, di colore verde giallo con note bronzatgyipa superiore da lanuginosa ad
aracnoidea. Il tralcio erbaceo ha gli internodcdiore verde con striature rossastre
sulla parte esposta al sole, parte apicale ricuteatorno da costoluto a un po’
striato. | viticci sono bifidi, a volte trifidi,dcolore verde con sfumature bronzate. La
foglia adulta € di medie a medio-grandi dimensitembo bolloso, denti medi, colore
verde intenso, seno peziolare con bordi sovrappeajina superiore da quasi glabra
a poco aracnoidea, pagina inferiore lanuginosdetraervatue, picciolo di colore
verde sulla parte non esposta, verde striato diorgs quella esposta. Il grappolo e
grosso e lungo, alato, cilindrico-conico, da medicompatto, peduncolo di colore
verde e legnoso alla base. L’'acino &€ medio-piceotoedio, pruinoso, sferoidale, di
colore verde-grigio. Il tralcio ha sezione trasedgs ellittica, superficie striata,
internodi di colore nocciola grigiastro, nodi pitus.

- Aspetti agronomici e fenologici: La vigoria € buona. La forma di allevamento € a

contro spalliera con potatura mista (Guyot) o cdrk sua moltiplicazione é ottima
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con gran parte dei portainnesti. La produttivitab@éona e costante. Ha buona
tolleranza alla peronospora, alla botrite e alf@idGermoglia verso fine marzo a
meta aprile. Matura verso fine settemfwevw.agrinnovazione.regione.sicilia.it).

- Vini DOC: Alcamo, Contea di Sclafani, Contessa EntellinajéBlivolelli, Erice
Monreale, Salaparuta, Sambuca di Sicilia, SantayMaita di Belice.

-Caratteristiche del vino: Il vino e’ di colore giallo paglierino verso il dato, il
profilo aromatico ha lievi sentori fruttati e ndlereali, al gusto si caratterizza per
I'importante alcolicita e la buona struttura, hasapore neutro, mediamente acido e

tendente al morbido, retrogusto amarognolo. (wgrinaovazione.regione.sicilia.it)

1.3 Grillo

E’ un vitigno autoctono siciliano a bacca biancaljtmdiffuso, detto anche “Riddu”.
Viene coltivato principalmente nella provincia drapani (zone di Marsala e di
Mazara del Vallo), dove costituisce il vitigno bgser la produzione del vino DOC
“Marsala”. E’ presente nelle provincie di Palermégrigento, Messina e
Caltanissetta.

-Storia: L’origine di questo vitigno € sconosciuta. Non & itrvitigni presenti nella
collezione del Barone Mendola (1868) e la primazmtelativa alla sua coltivazione
in Sicilia risale nel 1873 (Alagna-Spano,1873). @&l alcuni autori sarebbe stato
importato in Sicilia dalla Puglia dopo l'invasiodella fillossera. Il Rizzo scrive nel
dopoguerra di questo vitigno, molto diffuso neparaese gia a fine Ottocento.
-Ambiente: La parte finale della Sicilia occidentale ha comahz pedoclimatiche
eccezionali, grazie alle significative escursiogintiche fra giorno e notte, molto
importanti per lo sviluppo del potenziale aromatigde uve coltivate.

-Caratteristiche del vitigno: Il germoglio ha un apice lanuginoso, di colore eerd
biancastro con poche macchioline rossastre ai marge foglioline apicali sono
pentalobate, pagina superiore cotonosa, di colerelevchiaro biancastro, pagina
inferiore cotonosa. Le foglioline basali sono peitbate, pagina superiore da

lanuginosa ad aracnoidea, pagina inferiore da langg ad aracnoidea. Il tralcio
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erbaceo € con contorno da quasi liscio a angoldisoplore verde con striature
rossastre sulla parte esposta al sole, trattolapicarvo. | viticci sono trifidi, lunghi,
di colore verde La foglia adulta € da media a deandi forma orbicolare o
pentagonale, pagina superiore glabra, di colordevartenso, superficie debolmente
bollosa, lembo a coppa con margini molto onduldénti pronunciati, irregolari,
pagina inferiore di colore verde chiaro con nerk@atdi colore rosso vinoso, pagina
superiore glabra, di colore verde intenso. Picceoldi colore giallo verde sulla parte
in ombra e sulla parte basale del lato espostopldre vinoso sulla restante parte. Il
grappolo e di medie-grosse dimensioni, conico, spespargolo, di colore verde
rosato. L'acino € di medio-grande o grande dimemsiomtondo, buccia debolmente
pruinosa di colore verde giallo con sfumature raxsaciate. Il tralcio legnoso ha gl
internodi da medio corti a medi, sezione trasversaicolare, superficie un po’ di
colore nocciola grigiastro, nodi piu scuri.

-Aspetti agronomici e fenologici: La vigoria € buona. La forma di allevamento e ad
alberello marsalese (senza sostegno), favorisqeotatura mista (Guyot). Ha un
ottima affinita con il portainnesto “420 A”. La miottivita € media-buona, spesso
irregolare. E’ mediamente resistente all’oidio, po’ meno alla peronospora.
Germoglia verso l'ultima decade di marzo, maturaseela fine di settembre
(www.agrinnovazione.regione.sicilia.it).

-Vini DOC: Alcamo, Contea di Sclafani, Contessa EntellinajdDBlivolelli, Erice,
Mamertino di Milazzo, Marsala, Menfi, Monreale, &adruta, Sambuca di Sicilia,
Santa Margherita di Belice.

-Caratteristiche del vino: Confluisce alla costituzione dei migliori vini DOC
Marsala. Con le sue uve si producono ottimi vinanghi pronti o adatti
all’affinamento. Il suo vino ha colore giallo pagjino carico, buona aromaticita, con
sentori erbacei, floreali e note agrumate, il saporsapido, buona acidita e di una
equilibrata morbidezza, ha un ottima struttura ahivst

(www.agrinnovazione.regione.sicilia.it).



Grappolo di Catarratto

ef®oglio di Catarratto



Foglia di Grillo

Germoglio di Grillo
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1.4 Insolia (Ansonica)

E’ un vitigno autoctono siciliano a bacca biancajtodiffuso. E’ iscritto al registro
delle varieta di vite come ‘Ansonica’, ma in Sigilé conosciuto con sinonimo
‘Insolia’. Detto anche ‘Nzolia bianca’. Esiste amch frutto nero, geneticamente
differente da quella a bacca bianca. E’ coltivagtlenprovincie di Trapani, Agrigento
e Palermo, ma e presente anche in tutte le altre witicole siciliane.

-Storia: E’ un vitigno molto antico, lo descrive Capuani (1696¥tidguendo tre tipi
di “Insolia”, di cui due a bacca bianca e una achawera. Acerbi (1825) descrive una
“Nzolia bianca” con acino allungato. L’Abate Geren{iL835) riferisce pure di due
varieta di ‘Insolia’, una a bacca bianca e unaa@aaera, distinguendone, all'interno
della prima, diversi biotipi. Anche il Barone Mendo(1868) parla di diverse
Insolie’. Introdotto in Sicilia forse all’epoca liledominazione normanna, si sarebbe
da qui diffuso nel continente.

-Ambiente: Preferisce le zone collinari, esposte ai ventilengtovince di Agrigento,
Palermo e Caltanissetta.

-Caratteristiche de vitigno: 1l germoglio ha un apice aracnoideo a quasi glabtro,
colore verde, con macchioline rosso bronzate agmar Le foglioline apicali sono
penta lobate, pagina superiore da poco aracnoideas glabea, di colore verde con
zone bronzate, seni molto profondi, pagina inferiata molto aracnoideo ad
aracnoideo sulle nervature, colore verde con sfuredironzate. Le foglioline basali
sono penta lobate, pagina superiore glabra, direatlerde con sfumature bronzate,
pagina inferiore glabra, con qualche pelo lungtesugrvature. Il tralcio erbaceo é di
colore verde con striature rossastre. | viticcicsoifidi o trifidi, di colore verde con
base rossastra sulla parte esposta. La fogliasadutti medie o grandi dimensioni,
penta lobata o eptalobata, il lembo € lucido colfobita alla base,con increspature,
pagina superiore glabra, di colore verde con ppetnolare rosato, seno peziolare
chiuso, con bordi sovrapposti, pagina inferiorebrda di colore verde-chiaro con
sfumature rosso intenso denti di lunghezza vasgaldi colore verde-chiaro. Il

grappolo e di medie-grande dimensione, piramidateroco,da spargolo a medio, di
11



colore verde con sfumature rosate sulla parte &spasvolte legnoso alla base.
L’acino € di medio-grande dimensione, debolmentenoso, di forma ellissoidale,
buccia di colore giallo-rosa con tonalita arancisitdle parti esposte al sole, polpa
croccante. Il tralcio legnoso ha gli internodi medezione trasversale ellittica,
superficie striata, di colore grigio nocciola, tente al rossastro, con striature piu
scure.

Aspetti agronomici e fenologici: La vigoria e ottima. La forma di allevamento che
preferisce sono quelle espanse e a potatura n@siyo{). Ha una buona affinita con
il “ 140 Ruggeri”’. E’ sensibile all’oidio, un po’ emo alla peronospora. Germoglia tra
la prima e la seconda decade di aprile, maturaovéas fine di settembre
(www.agrinnovazione.regione.sicilia.it).

-Vini DOC: Alcamo, Contea di Sclafani, Contessa EntellinajdDBlivolelli, Erice,
Mamertino, Marsala, Menfi, Riesi, Salaparuta, Sarabdi Sicilia, Santa Margherita
di Belice, Sciacca, Vittoria.

-Caratteristiche del vino: Vinificata in purezza da un vino fine di colore ltpa
paglierino con riflessi verdolini; profumi carattrci del vitigno, al gusto ha un
sapore neutro, abbastanza sapido, buona compaealiea, un equilibrata acidita e
morbidezza. Viene spesso utilizzata in uvaggio cah Catarratto

(www.agrinnovazione.regione.sicilig.it
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Germoglio di Insolia
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CAPITOLO 2

Fermentazioni e caratteri di selezione dei lieviti
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2.1 Fermentazioni spontanee e guidate

La fermentazione dei vini avviene grazie ai lievtfhe sono in grado di trasformare
gli zuccheri, presenti nel mosto, in alcol etil@d opera di due tipi di fermentazione,
guella spontanea e quella guidata. La fermentazgepentanea € a carico dei
cosiddetti lieviti indigeni naturalmente presergiliuva, nel mosto e nel vino e si ha
un loro susseguirsi durante il processo fermerdatin primis i principali lieviti
presenti nei mosti sono di forma apiculata, memnen secondo momento prendono
il sopravvento cellule di forma ovale, ellittica alungata portando a termine la
fermentazione (Lambrechts e Pretorius, 2000).vitli@piculati (definiti anche non-
Saccharomycégsontribuiscono alla fermentazione soprattuttoqpeanto concerne le
proprieta aromatiche e impartendo profili organaletcomplessi e nuovi al futuro
vino. Essi sono scarsamente alcool tolleranti gusnttovano nel mosto nelle prime
fasi del processo fermentativo mentre, raggiuntt% di alcool prendono Il
sopravvento Baccharomyceserevisiae dotati di un buon potere alcoligeno. | ceppi

piu frequenti appartengono ai generi:

Hanseniaspora/Kloekera

Candida(ad esempicC. stellatae C. pulcherrimd (Heard e Fleet, 1986)
Metschnikowia
Pichia

Kluyveromyces.

Il lieviti non-Saccharomycesion scompaiono, ma alla fine della fermentazione
alcolica, se le condizioni lo permettono, possondglugpare nuovamente.
Tradizionalmente la presenza durante il processmeietativo dei lieviti non-
Saccharomycegengono considerati come una contaminazione, pgoitano a note
sensoriali sgradevoli causate dalla produzione rdetaboliti secondari ad altre

concentrazioni:

- acido acetico

- acetato di etile
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- acetaldeide

- acetoino
Solo recentemente diversi studi hanno messo ireaxal che alcune specie di lieviti
appartenenti al gener€andidg Kloeckerae Hanseniasporapossono influenzare
positivamente l'intero carattere del vino, miglioda le proprieta aromatiche e
impartendo profili di flavour complessi e nuovi €Et, 2008; Romano, 1997).
Durante la fermentazione possono intervenire aatthe specie, ma in misura molto
inferiore: Saccharomycodes ludwigMetschnikowia pulcherrima alcune specie del

genereBrettanomyces.

“La fermentazione in purezza’guidata € quella che avviene inoculando una i@ultu
di lievito pura in un mosto appena spremuto, perpi@ndere gia’ da’ subito il
sopravvento alla specie inoculata sugli altri migemismi spontaneamente presenti.
Generalmente nelle fermentazioni guidate si proceda linoculo di lieviti
selezionati di colture dbaccharomyceserevisiae Questa tecnica porta al controllo
microbiologico della fermentazione permettendo ,cosia migliore gestione della
fermentazione alcolica (Kunkee e Bisson 1993; Fiietp2000; Fleet, 2008) e delle
diverse caratteristiche negative che possono s@atda essa, svolgendo un ruolo

importante sui caratteri del prodotto finale (Péteello et al., 1999).
| vantaggi della fermentazione guidata su queltanaée sono:

e Un veloce inizio del processo fermentativo poichéviiti selezionati prendono
Il sopravvento sulla flora spontanea del mosto.

» Completo utilizzo degli zuccheri presenti, con @mnsente maggiore stabilita
microbica, evitano i problemi degli zuccheri resi@ul’effetto tossicologico
dell’alcol nei confronti della flora spontanea mecoltollerante.

* Migliore rendimento della trasformazione dello zZuex in alcol, riducendo il
rischio di arresti fermentativi.

* Minore formazione di composti secondari che prowmocal’aumento

dell’acidita’ volatile, dovuto alla mancanza di gt@zione da parte dei lieviti
16



apiculati che in assenza di lieviti selezionatiermterebbero il sopravvento
nelle prime fasi della fermentazione alcolica.
» Maggiore possibilita di fermentare anche mostiratteda uve non sane.
 Maggiore stabilita dei vini ottenuti all'ossidazmn minore difficolta di
chiarificazione, controllo dell’acidita fissa.

2.2 Caratteri tecnologici di selezione dei lievitsaccharomyces

| caratteri tecnologici che i lieviti manifestanardnte il loro sviluppo permettono,
scegliendo accuratamente il ceppo da utilizzare,guidare e programmare le
fermentazioni. Questi caratteri non sono normalmetutabili in termini di valore
assoluto ma, si prestano molto bene per quant@ndigula comparazione tra i vari
ceppi. La competitivita di un particolare lievitongolto importante in enologia per
fare in modo che il ceppo da noi scelto prendaopravvento sulla popolazione
naturalmente presente. A questi caratteri, dicidohassici”’, si aggiungono poi una
serie di altre proprieta e attivita che normalmame sono ricercate e che possono

avere un incidenza molto elevata sulla qualitgpdetiotto finale.

2.2.1 Attivita fermentativa

Il vigore fermentativo € sicuramente il caratterdoase che deve essere ricercato in
un lievito, perché essenziale per assicurare um baldamento del processo.
Rappresenta la prontezza con cui il lievito inlaidermentazione e la rapidita con cui
la porta a termine. L'attivita fermentativa di uavito & fortemente condizionata sia
da fattori esterni, come le condizioni fisico-chome del mezzo, che da fattori interni
legati alla specie e al ceppo di lievito. In gefeetattivita fermentativa si suddivide
in: andamento fermentativo, vigore fermentativo adepe fermentativo. A questa

suddivisione si affianca la tolleranza all’etanolo.

2.2.2 Andamento fermentativo

E’ rappresentato dalla curva di fermentazioneemmini di consumo di zuccheri, di

rendimento in alcol e di velocita del processo. GGdante le condizioni che lo
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influenzano, specialmente le caratteristiche figmhoniche del mosto (SO pH,

temperatura di fermentazione), ma il parametrogmade che regola il processo di
vinificazione e proprio la specie di lievito impegg. Ogni lievito, infatti, presenta
una propria curva di fermentazione che sara leggetendiversa anche a livello di

ceppo, rimanendo comunque legata a un modello cerallenspecie.

2.2.3 Vigore fermentativo

Esprime la capacita di svolgere pronte e rapidedatazioni a temperature comprese
tra 20 e 30°C anche in presenza di sostanze antibncbe e di insetticidi a basse
concentrazioni. E’ un carattere stabile e legatbvarse attivita del lievito. | lieviti

del genere&saccharomycedella specieerevisiaesono normalmente considerati fra i
piu vigorosi. Questo permette, unitamente alla lelevata resistenza alla solforosa,

la loro prevalenza sulle popolazioni naturali dviti in particolare quelli apiculati.

2.2.4 Potere fermentativo

Come sappiamo l'etanolo prodotto dai lieviti duearia fermentazione, € un
composto che esercita un’azione antimicrobica. Coipertato in bibliografia, si
definisce “potere alcoligeno” il massimo gradooditm prodotto da un lievito
durante la fermentazione di un mosto contenentehmro in eccesso. La temperatura
e la composizione chimica del mosto sono le coadiziche maggiormente
influenzano la capacita di produrre etanolo daiifieche ad esempio ne producono
di piu a 16 °C che non a 30 °C. La produzione dnelo € molto variabile e legata
alla tolleranza dei vari ceppi nei confronti di gteecomposto. | lieviti con maggiore
potere alcoligeno sono sicuramente quelli sporigem particolare 1 ceppi vinari
della specieSaccharomyces cerevisiaehe possiedono per la maggior parte un
potere fermentativo attorno ai 14 °C. Numerosi cejgscono anche a superare i 18
°C. Un esempio di variabilita di questo carattera @resenza di ceppi tipici delle
regioni meridionali, caratterizzate da uve con maggconcentrazione zuccherina,

con un potere fermentativo maggiore rispetto a icippi di zone settentrionali.
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2.2.5 Tolleranza all’etanolo

| tre caratteri esposti in precedenza, in partreold potere fermentativo, sono
fortemente legati alla resistenza del lievito ah@pale prodotto della fermentazione:
I'etanolo. L’effetto inibitorio dell’etanolo sullesviluppo dei lieviti, puo essere la
causa di rallentamenti o di arresti della fermeotaa Questo composto agisce sullo
sviluppo dei lieviti, sulla loro vitalita, sullimtgrita strutturale delle cellule e sulla
permeabilita delle membrane plasmatiche. Modificdondamentali sistemi di
trasporto della cellula inibendo, in particolareyetio degli zuccheri esosi,
dellammonio e degli amminoacidi. Le specie ndaccharomycesoco tolleranti
all’etanolo, si sviluppano nelle prime fasi di fesntazione per poi andare a eclissarsi
con l'aumentare del contenuto alcolico del mezze. specieSaccharomyceshe
sono molto piu tolleranti si sviluppano anche imdstdella fermentazione piu
avanzati prendendo il sopravvento sui lieviti preéise_e ragioni della tolleranza a
guesto composto sono legate a meccanismi di dde#ia cellula che modifica la
fluidita della membrana plasmatica o che produ@ngrdetossificanti.

2.2.6 Resistenza all’anidride solforosa

L’aggiunta di anidride solforosa ai mosti durange Minificazione € una pratica
normalissima e ormai consolidata. La capacitaideitb di non modificare la propria
attivita fermentativa, in relazione alle quantitdrmalmente aggiunte, € un fattore
fondamentale. L'anidride solforosa € utilizzatamologia per le sue numerose azioni
fra cui abbiamo anche quella di agente antimicilniei confronti di batteri acetici,
batteri lattici indesiderati e per il controllo telpopolazioni di lieviti presenti sulle
uve. La frazione di SOche agisce sulla popolazione dei microrganismiuellg
libera che e legata principalmente al pH. L’anidriblforosa puo avere diversi effetti
sulllandamento della fermentazione, puo, infattimantare la fase di lag ritardando
I'inizio, puo diminuire la crescita cellulare auntendo i tempi di fermentazione e
puo accelerare la fase di declino. L'azione inibemtella S@ va ricercata

principalmente nella reazione con le molecole dtaglone e successivo accumulo di
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glutatione ossidato nelle cellule (Gunnison e Pa|m873) e nella reazione con acidi
nucleici (Shapiro, 1970). La resistenza all' .S9un fattore genetico principalmente
legato alla velocita di diffusione differenzialepnthé dalla resistenza della 3-
gliceraldeide-3-fosfato idrogenasi delle cellule i dieviti. Nell'ambito dei
Saccharomyces cerevisiaigca il 30% dei ceppi € abbastanza tollerantéugpando
anche in presenza di 150 mg/l di SOceppi piu sensibili, gia alle concentrazioni di
100 ppm, accusano un ritardo nell’avvio del proodssmentativo. | ceppi sensibili
sono pero in grado di acquisire resistenza vergstgucomposto, resistenza pero che
non e stabile e che si perde gradualmente quaraito sviluppa in un ambiente
privo di antisettico (Zambonelli et al., 2006).

2.2.7 Modalita di sviluppo

Lo sviluppo di Saccharomyces cerevisiae un mezzo liquido pud avvenire con
diverse modalita. Il tipo di sviluppo ha una fondartale importanza dal punto di

vista tecnologico. Le modalita di sviluppo sono:

- polverulento, dopo la gemmazione le cellule figlie si staccanibkadaadre e si
disperdono nel mezzo provocando una torbidita amigodi tipo polverulento.
Le cellule si depositano lentamente e in seguitcagithzioni si risospendo
ridando origine alla torbidita;

- a catene di cellule, a gemmazione ultimata le cellule figlie non sicetno
dalle cellule madri e rimangono unite. Se il meezstatico si forma un velo
ondulato e continuo sul fondo che in seguito athagine puo distaccare senza
frammentarsi o frammentare senza piu ricostruirsi;

- flocculento, le cellule dopo la gemmazione si separano peradedrsi in
seguito in posizione differente. Si formano in qoaewodo aggregati di grosse
dimensioni (fiocchi) che si depositano velocemesuk fondo. In seguito ad
una robusta agitazione i fiocchi si frammentanornfandosi velocemente. In
guesto modo il lievito non intorbidisce mai il mezn cui si sviluppa. E’ un

carattere molto ricercato nel settore della spurnzatione;
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- schiumogeno,il potere schiumogeno si manifesta nei ceppi siwgualenti
che flocculenti ed € legato alla idrofobicita deliellule che tendono a
galleggiare. Le cellule si legano alle bollicine anidride carbonica che
risalgono e quando le bolle arrivano in superfigger un aumento della
tensioattivita, non si rompono formando una schiafte e persistente. Questo
determina in primo luogo un problema di spazio, potendo usare le vasche
alla massima capacita, e in secondo luogo un prabl#i sviluppo negativo di
insetti (moscerini). Puo essere un carattere ratensel caso di rifermentazioni
in autoclave;

- “flor", alcuni ceppi diSaccharomyces cerevisiak tipo polverulento, al
termine della fermentazione manifestano una teral@hzyalleggiamento. In
superficie, al contatto con l'aria, ricominciancs@luppare con meccanismi
ossidativi, utilizzando I'etanolo da loro stesspgwtto. | vini prodotti con
guesto tipo di lieviti presentano caratteristiclagtioolari e uniche, pit 0 meno
gradevoli (Zambonelli et al., 2006). In generalenecarattere poco frequente e

conosciuto solo in certe zone (Sardegna, Spagra etc

2.2.8 Carattere “killer”

Alla specieSaccharomyces cerevisiappartengono ceppi che hanno la capacita di
inibire lo sviluppo di lieviti della stessa spedi@uesti ceppi esercitano la loro azione
tramite la secrezione nel mezzo di una tossinaitaat da una macromolecola
formata per il 90% da D-mannosio e per il 10% da proteina (a cui si attribuisce
I'effetto tossico). Dal punto di vista del compar@nto nei confronti di questo

carattere i lieviti si suddividono in:

» Ceppi killer: sintetizzano la proteina killer e sono resistelidi sua azione:
» Ceppi neutri: non sintetizzano la proteina ma sono resistelatisala azione;
» Ceppi sensibili: non sintetizzano la proteina killer e sono sensdlia sua

azione;
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| ceppi che possiedono questo carattere sono ngmerpresenti in quasi tutte le
zone viticole. Quando il carattere fu scoperto,psinso che la sua presenza
aumentasse la competitivita dei ceppi e quindicasare lo sviluppo degli starter
rispetto ai lieviti selvaggi. Si € poi dovuto amiee¢ che questo carattere non
aumenta poi cosi tanto la competitivita, poiché agisce sui ceppi neutri o su altri
ceppi killer, la proteina non agisce al massimgldldel vino e i ceppi produttori

devono essere gia in pieno sviluppo per seceragymteina.

2.2.9 Influenza della temperatura

La temperatura € uno dei fattori che influisce n@aggente sul’andamento delle
fermentazioni e sulla qualita dei vini. Di norma tlemperature enologiche sono
mantenute a livelli medi, raramente scendono abtto dei 10 °C e non salgono oltre
i 40 °C.

Saccharomyces cerevisiae un lievito mesofilo, la cui temperatura ottimale
sviluppo si attesta attorno 31-33 °C, quella maasérsuperiore a 37 °C e quella
minima al di sotto di 0 °C. Una temperatura di 8Fermette si un veloce sviluppo
iniziale ma anticipa eccessivamente la morte dedldule e il conseguente arresto
della fermentazione. Le temperature in cui la fertagione € piu completa, anche se
inizialmente piu lenta, sono quelle comprese tra 28 °C. La capacita di dare buone
fermentazioni alle temperature di 10-12 °C e leghizeppo e in particolare al vigore
fermentativo: in Saccharomyces cerevisiaen ci sono ceppi crio-tolleranti e quelli
che lavorano meglio alle basse temperature sondi gue vigorosi. Per quanto
riguarda le alte temperature, oltre 36 °C, ci sogpi termotolleranti che producono

inoltre alte quantita di glicerolo e hanno un’irgarattivita malo-alcolica.

2.2.10 La produzione di composti solforati

Puo incidere negativamente sulla componente aroamaiel vino. Questi composti
hanno tra loro un diverso punto di ebollizione ar@diverse soglie di percezione.

Come per esempio l'idrogeno solforato &), responsabile dell’ odore di uova
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marce, il 2-marcaptoetanolo (aroma di pollame)_2-metiltioetanolo (aroma di
fagioli) e il 4-metiltiobutanolo (aroma di agliofQueste molecole scaturiscono un
insieme di reazioni enzimatiche e non enzimaticlkeé rdetabolismo dei lieviti,
influenzate dalla temperatura di fermentazionerihgpali composti solforati del
vino sono soprattutto da solfiti ed idrogeno sator che derivano dalla riduzione dei
solfati presenti nel mosto per azione dei lievithe posseggono la capacita di
sintetizzare gli aminoacidi solforati a partire dalfati (Rauhut, 1993). | solfiti
presenti nel mosto vengono assorbiti dalle celllgé lievito attraverso I'enzima
permeasi e, poi sono ridotti a solfiti e poi a gEao solforato attraverso I'enzima
solfito riduttasi.

2.2.11 La produzione di idrogeno solforato

E’ il prodotto finale della riduzione dei solfatd apera della solfato sintetasi ed il
prodotto iniziale della seconda fase di biosintesgli aminoacidi solforati. Solo una
piccola parte viene impiegata dai lieviti per la@eda reazione e cosi nel mezzo
resta una parte eccedente. Questo valore vari@nein funzione della varieta dell’
uva, mentre quantitd maggiori riportano il prodadtbanalisi sensoriale sgradevole
con sentore di uova marce. La sua presenza nelonaizende dalla varieta delle uve
e dalla composizione del mosto e dalle condiziorfednentazioneS.Cerevisieha
ceppi alto produttori di idrogeno solforato fino aAdng/l, causano gravi problemi a

livello del profilo aromatico.

2.2.12 La produzione di glicerolo

assume molta importanza come secondo composto l@dpa etilico; prodotto dai
lieviti nel corso della fermentazione, contrib@ssulla viscosita e sulla morbidezza
del vino con un effetto positivo sul gusto, svolgeche un ruolo importante sul
bouquet e il flavour del vino. Il suo contenuto igatra 1-12 g/I, concentrazioni
maggiori sono sinonimo di qualita. Queste conceidra derivano dalle condizioni

chimico-fisiche del mosto, dalla sua composiziodal contenuto iniziale degli
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zuccheri, dalla temperatura di fermentazione, #hldall’ossigeno, dall’acidita, dalla
solfitazione e in modo rilevante dai lieviti chenna partecipato nella fermentazione.
I S. CerevisiaeS. Ludwigiie Z. bailii sono tra i maggiori produttori di glicerolo,
mentre le specie degli apiculati, sono detti bassduttori per via della loro scarsa

capacita di produrre etanolo e completare la fetazone alcolica.

2.2.13 La tolleranza agli additivi tecnologici

Insieme all’alcol etilico, puo influenzare I'atttei fermentativa dei lieviti. Tra questi
ci sono l'anidride solforosa e i prodotti fitosamitimpiegati nell’agricoltura come il
rame e i pesticidi, che possono inibire molto laefdag dello sviluppo cellulare.

S.Cerevisia@mel tempo, ha sviluppato una notevole resisterqaesti prodotti.
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CAPITOLO 3

Sostanze indesiderate nei vini:

ammine biogene ed etilcarbammato
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Alcune molecole che possono essere eventualmeesemgr in alcuni vini sono
sostanze indesiderate che possono avere un effetivo per il consumatore. Si

tratta principalmente di Ammine biogene, etilcarbaaio ed ocratossina A (OTA).

3.1 Ammine biogene e loro presenza nei vini

Le ammine biogene (AB) sono basi organiche contem@&oto e possono avere una
struttura chimica alifatica (putrescina, cadavermale poliammine spermina e
spermidina), aromatica (tiramina, 2-feniletilamina) eterociclica (istamina e
triptamina). Sono prodotte dalla decarbossilazidnaminoacidi ad opera di enzimi
microbici. Sono presenti anche delle ammine natucale devono essere distinte
dalle altre ammine, si trovano in molti prodottpnee i vegetali, la carne etc e non
hanno effetti tossicologici, quindi non danno pgeazioni.

Le ammine maggiormente presenti nel vino sonoalisha (HIS), la putrescina
(PUT), la tiramina (TYR) e la cadaverina (CAD) nengresenti anche la triptamina
(TRY), la 2-feniletlamina (PHE), la spermina (SPMa spermidina (SPD) e
'agmatina (AGM). Le ammine biogene derivano prpatmente dalla
decarbossilazione degli amminoacidi precursori, gleme catalizzata da enzimi
amminoacido-decarbossilasi di origine endogenaceaica (ten Brink et al., 1990).
Ogni ammina ha un amminoacido precursore corrispated(es. tirosina, istidina,
ornitina, lisina, triptofano, fenilalanina e argia) mentre spermina e spermidina si
formano attraverso un’ulteriore degradazione dglidarescina. Questi composti
poSsono essere presenti in numerosi alimenti, cesvple bevande fermentate come
il vino. In figura 1 vengono riportati gli aminoaiciprecursori delle ammine biogene
nel vino, dove I'arginina e il principale amminodai | Batteri Lattici (LAB) del vino
la catabolizzano con I'enzima arginina-deaminasi.s@ho tre possibili origini di
ammine biogene nei vini: possono essere presenthosto, possono essere formati
dai lieviti durante la fermentazione alcolica e gm® derivare dall'azione dei batteri

coinvolti nella fermentazione malolattica.
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Le concentrazioni rilevate all’interno del vino sominori rispetto a quelle rilevate
negli altri alimenti fermentati (quali formaggi alami ad esempio) e variano molto
da un vino all'altro. Il contenuto totale di amminel vino varia da livelli di tracce a
livelli di 130 mg/l (Soufleros et al.,, 1998). Trauepte sostanze azotate, la piu
abbondante é di solito la putrescina (Soufleroalgt1998; Lethonen, 1996). Le
ammine non volatili che si ritrovano piu frequené&te nel vino sono l'istamina, la
tiramina, la putrescina, la cadaverina, la spermaapermidina cosi come sono state
sporadicamente riscontrate I'agmatina, la triptaareria serotonina (Lethonen, 1996;
Lehtonen et al., 1992; Busto et al., 1995). Vengomusiderate elevate, con possibile
rischio per la salute del consumatore, quando sri®-20 mg/l; al contrario, se
inferiori o uguali a 10 mg/l non danno nessuna gecapazione sulla salute.

La quantita di ammine biogene varia nei vini a seleodi diversi fattori come la zona
di produzione, il tipo di vinificazione, il pH, laemperatura di fermentazione
(Lonvaud-Funel, 2001).

3.1.1 Funzione ed importanza fisiologica

Le ammine biogene possono costituire una fonteakioae fungere da precursori per
la sintesi di ormoni, alcaloidi, acidi nucleici eopeine. Possono essere importanti per
la composizione aromatica di alcuni alimenti (Sdalet al.,1994). Le poliammide
sono componenti imprescindibili per tutte le caluliventi poiché  sono
indispensabili per dare un normale funzionamenthirdestino e facilitare il sistema
immunitario (Bardocz et al., 1993). Esiste unarviaedi poliamine che viene presa
dall’organismo quando ne ha bisogno (Bardocz €t%83). Alcune classi di ammine,
come le catecolamine, indolamine e istamina, ptasernuna funzione importante sul
sistema nervoso e sul controllo della pressiongiggna (Halasz et al., 1994). In
particolare, feniletilamina e tiramina provocano @umento della pressione
sanguigna, invece listamina la riduce. L’istamiga un importante mediatore
primario delle risposte allergiche e per questoivooke intossicazioni da istamina

sono diagnosticate come allergie alimentatari (sialat al., 1994). La spermina,
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spermidina e putrescina, impediscono l'ossidazidegli acidi grassi polinsaturi
guestoeffetto antiossidante e dovuto al numero di grugmpiminici presenti nell
poliamina (Lowvas, 1991). Ancl la tiramina ha un effetto antiossidante grazie

presenza del gruppo idrossilic

Amina biogena Amminoacido precursore

/©/c H>CH,NH,
HO tirosina

tiramina

N

I\ »
N CHCH;NH, istidina
H

istamina

HoN o~~~ iti
NH, ornitina

putrescina

HZN\/\/\/NHZ

cadaverina

CH,CH,NH,

N
N triptofano
H

triptamina

CH,CH,-NH
©/ 2= 22 fenilalanina

B-feniletilammina

Figura 3.1: Amine biogene e aminoacidi precur:
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Per quanto riguarda il ruolo fisiologico rivestidialle ammine per i microrganismi
produttori, bisogna ricordare che il processo dtadleossilazione € un processo
energetico che assume molta importanza in amhiemtizionalmente poveri. Infatti
guesto sistema pud generare una traslocazioneridheaattraverso la membrana
citoplasmatica e cio modifica il potenziale di meerta con produzione di energia
per la cellula (Konings et al., 1997). La possiaildi creare il potenziale necessario
per attuare un gradiente ionico elettrochimico rs¢#la caratteristica permeabilita
limitata della membrana cellulare. Il gradiente icon piu importante, € quello
protonico (Mitchell, 1996), per questo motivo la miana e fornita di pompe
protoniche per creare questo gradiente. || complelgs gradienti ionici descrive la
forza proton-motrice che regola il flusso dei priotoon cui si genera energia ed € un
meccanismo della produzione dellATP con il sisteAiBP-asi. L'ATP prodotto €
fondamentale alla cellula per la sintesi di costitii cellulari, per il mantenimento di
altri processi energetici nel citoplasma e nellanmmeana citoplasmatica e per la
creazione della forza protonmotrice (Maloney, 1977)

Il processo di decarbossilazione che porta allm&aione di ammine biogene genera
una traslocazione di cariche attraverso la membrartaplasmatica. Tale
traslocazione di carica € generata dall’attivitd sistema di trasporto cellulare
antiporto, che in presenza di prodotti finali sinsirutturalmente ai loro precursori,
puo agire sia per accumulare i precursori che fjentanare i prodotti finali. Tale
meccanismo di trasporto e energicamente favorgyaieellula, infatti e favorito sia
dal gradiente di concentrazione del precursoreintexno ed esterno, sia da quello
dei prodotti finali.

Al fine di ottenere energia tale sistema deve aagere molecole cariche che
possano dar luogo ad un differenziale tra le dui gella membrana cellulare, come
accade tra aminoacido precursore e amina. Un eesaiinpale meccanismo riguarda
la formazione di istamina ad opera dell'attivitziematica diLactobacillus buchneri

Il processo metabolico prende origine dall’assodrito di istidina neutra per mezzo

di un trasportatore specifico che contemporaneamespelle istamina, carica
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positivamente, precedentemente prodotta. La caedidstamina rende lo scambio
istidina/istamina un processo elettrogenico, comézione di un differenziale di
potenziale. Quest'ultimo insieme al diverso pH dee mezzi genera una forza
protonmotrice. Nella Figura 3.2 viene mostrata viaadi conservazione dell’energia
metabolica.

Lo stesso processo puO essere riscontrato pertre @nmine biogene. Infatti i
microrganismi nel loro ambiente di crescita vanmzontro frequentemente a
fluttuazioni energiche nella composizione del |l@abstrato e posso passare da
momenti di gran abbondanza nutrizionale a momantatenza e stress. Quando le
risorse energetiche scarseggiano, la glicolisi miinsice velocemente e il processo di
scambio amminoacido/ammina diventa un processotraenico, perché lo
spostamento di una carica positiva, dall'internsed’esterno, crea una differenza di
potenziale. Quindi la formazione delle ammine ha wagione energetica poiché
costituisce uno dei tanti metodi secondari di pmole di energia, che si innescano
in condizioni di difficolta nutrizionale. Inoltremeccanismi energetici secondari sono
sfruttati dai microrganismi per espellere dallaludal composti metabolici che

potrebbero accumularsi.

His

acid

Figura 3.2: Conservazione dell’energia metabolica thaverso lo scambio

istidina/istamina dopo decarbossilazione (Koning002).
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3.1.2 Meccanismo di produzione delle ammine biogene

Le ammine biogene sono il prodotto finale dellaaibossilazione di aminoacidi
liberi da parte dell'enzima decarbossilasi spegifati cui alcuni ceppi microbici sono
dotati. Questo processo metabolico viene svolto aiteplasma della cellula. La
capacita di decarbossilare gli aminoacidi € unaattenistica ceppo dipendente
piuttosto che una proprieta di specie o genere éBevCid e Holzapfel, 1999). La
decarbossilazione implica la rimozione del gruppmarbossilico dall’aminoacido per
ottenere cosi I'amina. In figura 3.3 si pud vedare esempio di meccanismo di
decarbossilazione della fenilalanina che condukettahimento di feniletilamina e

nella figura 3.4 vengono riassunte le principaln@ne biogene e i relativi precursori.

" Decarboxylase
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(i‘.H;. CHz
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o NH;

¥ . I i e
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Figura 3.3: Meccanismo di decarbossilazione della fenilalanina
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Figura 3.4: Aminoacidi precursori e amine biogene (Ancin-Azpikta et al., 2008)
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Di solito, durante i primi stadi della fermentazgri’elevato contenuto di nutrienti
non porta ad una produzione marcata di ammine h&agkfatti, questi composti,
essendo metaboliti derivanti da meccanismi enagséicondari, vengono prodotti
guando le cellule si trovano in condizione di drestrizionale (mancanza di fonti
azotate e di carbonio) o ambientale (Konings etl8b7).

La fonte principale di ammonio per i lieviti nel sto sono gli amminoacidi presenti.
Alla fine della fermentazione, quando i nutriendi @to contenuto energetico sono
esauriti, pud aumentare I'attivita proteolitica dwicrorganismi presenti, quali, ad
esempioOenococcus oerfHalasz et al., 1994). E’ stato riportato che ladmzione
di istamina aumenta quando lo sviluppo microbianei limitato da condizioni ostili,
guali assenza di carboidrati fermentescibili e @nea di alte concentrazioni di acido
malico. Infatti, la decarbossilazione degli ammicidaé per il microrganismo una
via per produrre energia (Konings et al.,1997).ulicautori, in contrasto con quanto
descritto sopra, hanno dimostrato che la decailbagsie della tirosina diminuisce
molto al termine della fase esponenziale (Morenobas et al., 2000) mentre e piu

alta nelle prime fasi di fermentazione.

3.1.3 Fattori che favoriscono la produzione di ammie biogene

Vi sono molti fattori che condizionano I'accumulobainmine biogene negli alimenti,
e quindi nel vino. Cio comporta un’ampia varialilitel contenuto totale di ammine
nei vini. E’ importante sottolineare che, una voftamatasi, € molto difficile
eliminare le ammine percio si raccomanda di colare] per quanto possibile, i
fattori che possono avere un ruolo durante lafionmazione.

Alcuni fattori possono avere un effetto indirettdla quantita di ammine accumulate
nei vini dovuto all'influenza sulla concentraziodegli amminoacidi precursori della
materia prima; altri fattori invece possono avemneetfetto diretto sullo sviluppo di
microrganismi che possiedono capacita amminogeriitamportante sottolineare

che tutti i fattori coinvolti sono correlati e, donseguenza ¢ difficile conoscere gl
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effetti individuali di ciascuno di loro. Tra i faiti che influenzano la concentrazione

delle ammine nel vino possiamo ricordare:

composizione della materia prima:sia nell'uva che nel mosto e presente una
bassa concentrazione di ammine, anche se sono rstatetrate diverse
concentrazioni di questi composti poiché le ammispecialmente le
poliammine, sono componenti indispensabili di tu&ecellule viventi (Silla-
Santos, 1996). Inoltre questi composti possonoresge fattore chiave di
protezione per le cellule stressate e alcune ammooene putrescina,
spermidina e istamina, sono, a bassi livelli, ndrroastituenti delle materie
prime (Haps et al., 2000). E’ stato inoltre dimostrato cheesg in campo
derivanti da cause diverse possono alterare ilecmtd delle ammine nelle
uve. Infatti Hajos et al. (2000) hanno riportate cicuni stress biotici, come
attacchi diBotrytis cinerea possono alterare la composizione degli acini
incrementando il contenuto di ammine. Per quamfoarnda le ammine volatili,
gueste sono state trovate sia nell’'uva che nel on(§Sbnzalez-Marco et al.,
2006).

Concentrazioni di amminoacidi come scritto in precedenza le ammine
biogene vengono formate attraverso una reazioneedarbosilazione dei
corrispondenti amminoacidi precursori attraversazibne di enzimi
dercarbossilasi prodotti dai microrganismi (tennRriet al., 1990). Percio,
requisito fondamentale per la produzione di amingdne € la disponibilita di
precursori. Gli amminoacidi presenti negli acirosttuiscono la risorsa
principale di azoto assimilabile da parte dei liegi sono utilizzati da questi
durante la fermentazione alcolica (Tusseau et #089). Inoltre gl
amminoacidi costituiscono anche una fonte di nignta per i batteri durante
le fermentazioni secondarie (Soufleros et al., 2008 concentrazione degli
amminoacidi nel mosto dipende da diversi fattope¥ questo molti autori
hanno studiato la loro possibile relazione con rfadpzione di ammine nel

vino. Infatti la frazione aminoacidica nel mostopelde dalla varieta,
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dall’origine geografica, dalla fertilizzazione aat (Spayd e Andersen-
Baggie, 1996), dal grado di maturazione delle uMaldry et al., 1986),
dallannata e dalle condizioni climatiche (Huang Gagh, 1991), dalle
tecnologie di vinificazione (come la chiarificazenn prefermentazione) e
dalla durata del processo di macerazione (Guitatt €1997).

Bertrand et al. (1991) hanno riscontrato che ldiliferazione azotata nei
vigneti di varieta Merlot comportava un aumenteaiinposti azotati nel mosto
cosi come un aumento nella concentrazione di ist@npiutrescina, cadaverina
e feniletilammina nel vino. Tuttavia nessuna c@z@ne e stata osservata tra
la formazione di ammine biogene nei vini e il cansuda parte dei lieviti degli
amminoacidi precursori durante la fermentazioneliia.

Landete et al. (2005) hanno quantificato la comegidne di istamina,
tiramina, putrescina e feniletilammina in vini pattl da diverse varieta e
hanno riscontrato un’influenza significativa deMarieta sulla concentrazione
finale delle ammine. Poiché i suoli dove le divevagieta venivano coltivate
presentavano una composizione simile e il mostavaesottoposto a processi
di vinificazione simili, queste differenze tra lencentrazioni delle ammine
biogene possono venire attribuite alla diversa eotrazione degli
amminoacidi precursori cosi come alla diversa d#gpammminogenica dei
ceppi isolati dai campioni Qenococcus oeni Pediococcus parvulys
Lactobacillus hilgardii and Lactobacilus brevis Per quanto riguarda la
relazione tra il consumo di amminoacidi precurseria formazione delle
ammine durante la fermentazione malolattica al@utori hanno riscontrato
una diminuzione significativa della concentraziategli amminoacidi e un
conseguente incremento del contenuto di amminechm@Martin-Alvarez et
al., 2006). Inoltre Herbert et al. (2005) hannodgito la relazione tra la
guantita di amminoacidi liberi nel mosto di diffatevarieta con la quantita
totale di ammine biogene riscontrate in vini rasgtoposti sia a fermentazione

alcolica che a fermentazione malolattica. Essi bamstontrato che le varieta
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che presentavano una piu alta quantita di ammidoawstravano le piu alte
guantita di ammine nei vini. Da questi studi puéees concluso che un’alta
guantita di amminoacidi nel mosto puo dare origidealte quantita di ammine
biogene dopo la fermentazione malolattica. Tuttawiacondizioni reali e
difficile stabilire una correlazione tra la conaazione delle ammine e il
consumo dei loro amminoacidi precursori durantéelaentazione alcolica.
Questo potrebbe essere dovuto al fatto che dulariegmentazione alcolica i
lieviti usano principalmente gli amminoacidi comeaufonte di azoto e in
misura minore nella reazione di decarbosilazione @a vengono prodotte le
ammine. E’ inoltre necessario prendere in conskieng la capacita
amminogenica sia dei lieviti sia dei batteri cheluppano durante le
fermentazioni alcoliche e malolattiche (Ancin-Azqileta et al., 2008).

Fonti di Carbonio: In presenza di fonti di carbonio, i microrganismi
utilizzeranno queste come fonte preferenziale dérgga e lI'accumulo di
ammine biogene sara ridotto.

Influenza delle condizioni di vinificazione: le condizioni in cui vengono
condotte sia la fermentazione alcolica, sia quelio lattica possono avere
una grande influenza sull'accumulo di ammine bieyeel vino. Per qug
ragione. molti autori hanno investigato l'influenzfi fattori quali pH,
temperatura, concentrazione di S@rbidita e acidita volatile. Tutti questi
fattori giocano un ruolo diverso poiché possonorenaa un lato un effetto
diretto sullo sviluppo di microrganismi ad alto @@ aminogenico e dall’altro,
un effetto indiretto sulla concentrazione degli moaicidi nel mosto. Inoltre,
poiché le condizioni di vinificazione possono essenolto differenti, la
relazione tra queste variabili e il contenuto innaime biogene nei vini non &
stata ancora chiarita completamente.

Alcuni autori ritengono che il pH influenzi la foemione delle ammine durante
la fermentazione malolattica, cosi come I'aggiuit&0, a bassi livelli dopo la

fermentazione alcolica puo favorire lo sviluppoPgidiococcusbatteri ad alta
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capacita amminogenica (Aerny, 1990). Inoltre ViGalrou et al. (1990) hanno
riscontrato il piu alto contenuto di ammine in vetie presentavano un basso
contenuto di S@ Sono stati studiati anche gli effetti di altrerighili e altri
composti come acido malico, acido citrico, etanelazuccheri. Rollan et
al.(1995) hanno riscontrato che alti livelli di etdo (12% v/v), acido lattico e
citrico possono ridurre I'attivita dell'istidina darbossilasi di una sospensione
cellulare diOenococcus oerfLeuconosto®enos9204). Soufleros et al. (1998)
ha trovato una correlazione negativa tra I'accundil@mmine biogene (ad
eccezione della feniletilammina e della putrescenk quantita di acido malico
e citrico.

Per quanto riguarda la temperatura, essa ha un@zioetta sullo sviluppo
cellulare, ma anche sull'attivita degli enzimi, comuelli proteolitici e quelli
de carbossilici (Silla Santos, 1996). Anche il ptéme la temperatura, ha
un’influenza diretta sullo sviluppo cellulare elsulliverse attivita metaboliche
dei microrganismi produttori di ammine. E’ noto cbgni microrganismo e
caratterizzato da un proprio ottimo di pH e dueoxatritici. Inoltre il pH
influenza anche gli enzimi decarbossilasi. L'igt@lie la tirosina decarbossilasi
ad esempio hanno un ottimo tra 5.0 e 5.5 mentrel anpggiori di 6 la loro
attivita subisce delle modificazioni (Chander et #988).

Influenza dei processi di vinificazione nella maggior parte degli studi € stato
osservato che i vini rossi contengono un quantatli ammine biogene
maggiore rispetto ai vini biachi o rosé. Martin-Atez et al. (2006), hanno
studiato l'influenza di alcune pratiche tecnologcsull’accumulo di ammine
biogene nel vino rosso. Questo studio ha mostmatenorme variabilita tra le
diverse annate di produzione per tutte le ammindiate. E’ stato dimostrato
che un piu prolungato tempo di macerazione incréandsm produzione di
Istamina, tiramina e putrescina mentre l'invecchaato dei vini porta ad un
aumento di putrescina e metilammina. Infatti lunghecerazioni o un esteso

contatto con le fecce e l'evolversi della fermemae malo lattica ne
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favoriscono la formazione (Lonvaud-Funel, 2001).triAlautori hanno
dimostrato che il contenuto di ammine biogene nai puo esser ridotto
attraverso l'implementazione di alcune tecnichdizatate in vinificazione
come il trattamento termico dei grappoli dopo paéss (Inigo e Bravo, 1980)
e laggiunta di bentonite (Vidal-Carou e Mariné-Eoi985) che facilita
I'adsorbimento delle ammine prodotte dai microrgamiriducendone il loro
contenuto nel prodotto finale.

Anche il pH influenza molto l'attivita biologica i tipo di microrganismi
presenti nel vino: é riportato che a piu alti pHafemine biogene sono prodotte
in alte quantita (Lovaud-Funel e Joyeux, 1994).

Concludendo, sebbene la formazione di ammine bm®gei vini sia affetta da
diversi fattori, spesso correlati tra loro, puoegesconcluso che si riscontra una
maggiore concentrazione di queste sostanze neiressi e che i fattori che
potenziano il loro accumulo durante la vinificazosono un’alta temperatura
di fermentazione, un piu alto tempo di macerazigoté,non eccessivamente
acidi, elevata biomassa dei lieviti, sviluppo ddédamentazione malolattica e
bassi livelli di SQ.

3.1.4.Tossicologia

Se le ammine biogene sono presenti in elevate otmazeoni all'interno di un

alimento, possono essere causa di effetti tossitoiganismo del consumatore..

Possono provocare effetti vasoattivi (tiraminaliiamina,triptamina), psicoattivi

(istamina) o entrambi (istidina). | sintomi di umdossicazione sono molte: nausee,

disturbi gastro-intestinali, difficolta respiraterisudorazione, palpitazioni cardiache,

mal di testa, orticaria e iper o ipotensione. ldmtna agisce con due diversi tipi di

recettori (H1 e H2) e provoca la dilatazione dssivsanguigni periferici, dei capillari

e delle arterie determinando ipotensione, rossonaladi testa (Stratton et al. 1991),

oltre che una contrazione della muscolatura lis@f'intestino, causando crampi,

diarrea e vomito (Taylor 1986). La putrescina e cldaverina hanno effetti
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tossicologici minori, ma la loro presenza poterdaidossicita di istamina e tiramina,
perché limitano la loro completa degradazione ragendo con le ammino ossidasi.
Le ammine sono anche possibili precursori di cormpuostageni perche alcune di
esse posSsSoNno essere nitrose e essere precumsirosi@mmine che sono cancerogene

e sono un serio pericolo per la salute umana (BAl896).

Ammina Effetti farmacologici

Libera adrenalina e noradrenalina

istamina Stimola la muscolatura liscia dell’'utero, intestintratto
respiratorio

Stimola i neuroni motori e sensoriali

Controlla la secrezione gastrica

Vasocostrittore
Aumenta il battito cardiaco
Causa lacrimazione e salivazione

Tiramina : .
Aumento della glicemia
Causa emicrania
Ipotensione
putrescina- Bradicardia
. Potenziano la tossicita delle altre ammine
cadaverina

Rilascia noradrenalina
B-feniletilamina Aumenta la pressione sanguigna
Causa emicrania

Triptamina Aumenta la pressione sanguigna

Tabella 3.1 Effetti tossicologici delle ammine biogene

3.1.5 Legislazione

Il Decreto Legislativo n. 531 del 30-12-1992, atitv@ della Direttiva CEE 91/493,

prevede che il valore medio di istamina di nove giam prelevati da un lotto non

deve superare 100 mg Kgche due unitd campionarie possono avere un tenore
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compreso fra 100-200 mg Kgsolo due unitd campionarie possono avere tenore
superiore a 200 mg Kg Questi limiti si applicano solo ai pesci delerifiglie degli
Sgombridi e Clupeidi non trattati con maturazioneiatica in salamoia; in questo
caso i tenori di istamina non devono superare fipito dei valori precedentemente
illustrati.

Livelli di istamina superiori a 500-1000 mg kgdi prodotto sono considerati
potenzialmente tossici per la salute umana. Geteffli istamina in rapporto alla
guantita presa nel corso di un pasto, puo ind@aeioni deboli (8-40 mg), moderate
(70-1000 mg) o importanti (1500-4000 mg) (leniste2/3). In generale, nei prodotti
alimentari, dosi di 500-1000 mg Kgli istamina sono considerate potenzialmente
pericolose. Per le altre ammine non sono ancora leotoncentrazioni e i livelli di
pericolosita per la salute umana. Il consumo digedntiramina puo produrre deboli
reazioni mentre il consumo di 10-25 mg di questanara da parte di pazienti che
facciano uso di sostanze mono-ammino ossidasi @sere causa di importanti
conseguenze (McCabe, 1986). L'ingestione di 1004h25di tiramina puo indurre
emicrania (Crock, 1981). Per | pazienti sotto &aktnto di farmaci inibitori delle
MAQO sono raccomandati valori massimi di ingestiaietiramina pari a 6 mg
(McCabe, 1986; Shalaby, 1993).

Valori soglia di 100 - 800 mg kg-1 per la tirami@®0 mg kg per la feniletilamina
sono stati riportati come dosi tossiche negli atith€l'en Brink et. al., 1990). Inoltre,
Sandler et al., (1974) hanno riportato che l'asguez di 3 mg di feniletilamina
causano emicrania in soggetti sotto terapia di d&armanti-MAO. Anche per
I'istamina la soglia di tossicita dipende dallagmeza di farmaci inibitori delle MAO,
di alcool e di altre ammine (putrescina, cadaversgermina e spermidina) (Silla
Santos, 1996). Cosi si suggerisce come limite detabilita per I'istamina 100 mg/
kg di alimento solido e 2 mg/l di bevanda alcol{@@n Brink et al., 1990; Silla
Santos, 1996). Con 'eccezione della quantitatdinména in alcuni prodotti ittici, non
esistono attualmente provvedimenti legislativi che stabiliscono i limiti di

accettabilita negli alimenti.
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3.2Produzione di etilcarbammatc

L’etilcarbammato, detto anche uretano o carbammiiagtile, € un composto prodott

nei vini nel corso della fermentaze, e possieden elevato potere canceroge

Solo Canadae Stati Uniti hanno limiti legali per le concentiaa di questc

composto:m Canada il limite legalper ivini da tavola commercializzeé di 30ug/I,

invece negli Stati Uniti, l&dood and Drug Adiministation giael 1988 hestabilito

che i vini con ontenuto alcolicc<14%, devono avere ngmiu di 15 ug/l, mentre i

vini con contenuto alcolico >14non devono superare i 6@/l (US FDA 2000). |

lieviti Saccharomycegossino prendereparte nella sintesi dell’etilcarbamme

producendo i precursori, clsono l'urea e lI'etanolo.
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Figura 3.5: Schema della formazione di urea nella cellulaalitc
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Questa reazione ha bisogno di precursori comearail-fosfato, citrullina e l'urea.

| lieviti possono produrre urea dopo la degradaziakell’arginina, che e I
amminoacido piu presente nei mosti e nei vini. Anclbatteri hanno la capacita di
produrre etlicarbammato. Con la degradazione dgihma, si producono metaboliti
precursori di molecole pericolose, si ottengonermiedi come citrullina e carbamil-
fosfato, con quest’ultimo composto puo’ combinacsin I'etanolo per formare
etilcarbammato. Importante e’ la presenza di ammorgl mezzo, se e’ elevato,
I'urea non viene subito degradata , ma viene rigdgamel mezzo per essere utilizzata
guando l'ammonio e’ del tutto esaurito, invece ‘senmonio non viene esaurita
'urea rimane nel mezzo, cosi si combina con I'etanLa capacita’ di escrezione

dell’'urea e’ dipendente dal ceppo che conducertadatazione alcolica.

3.3 Produzione di Ocratossina A (OTA)

L’ocratossina A € una micotossina, tra le piu camgene e immunodepressive., ha
importanza nel vino perche’ puo’ essere presenteecaontaminante dopo lo
sviluppo di muffe tossigene presenti sulle uve mosguelle del gener&spergilluse
Pennicilium che sviluppano nelle ultime fasi della maturaeiodelle uve, in
particolare in uve rosse. Questa micotossina putacgiare la salute umana: per
guesta ragione la Comunita Europea ha fissato yestg sostanza il limite diy/l

nel vino, mentre nell' uva passita la quantita dratossina non deve superare 10
ug/Kg. Tecniche di riduzione di questa micotossinacslI'impiego di caseinato di
potassio, con carbone attivo o con l'aggiunta tkrasi di origine microbica, capaci
di degradarla a fenilalanina e ocratossinaestanze che non presentano tossicita per

il consumatore.
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CAPITOLO 4

Profili aromatici dei vini
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4.1 Quadro aromatico del vino

Il vino non e’ caratterizzato solo da alcol, matamaltre molecole che ne descrivono
il profilo aromatico. Gli aromi che si sviluppam®l corso della fermentazione e
dell’invecchiamento, vengono dall’idrolisi enzinedi e chimica delle molecole
odorifere, dalle forme glicosilate e libere cheasharo inizio ai precursori dell’aroma.
Le uve si distinguono da aromi varietali primahgegrovengono dal vitigno e sono
molto influenzati dalle condizioni pedoclimatichioi ci sono gli aromi secondari
che provengono dalla fermentazione alcolica e ratlod, con odori di fiori, frutta e
vegetali. Infine ci sono gli aromi terziari che pemgono dalle fasi
dell’invecchiamento, con odori di speziato, tostdt@roma dei vini e’ creato da
diversi composti volatili e le loro quantita sonolito variabili, il loro impatto
olfattivo proviene dalla loro concentrazione eladbro struttura. Queste sostanze
sono presenti nelle cellule interne della buccsoro rilasciate nel vino in fase di
macerazione e fermentazione. Molte sostanze dafliarvarietale, come i terpeni e i
norisoprenoidi, si trovano nel vino in forma libecan proprieta odoranti, o in forma
glicosilata che non si percepisce all'olfatto p&'da molecola attiva e’ legata a uno
zucchero e la rende non volatile. | precursorirditaa sono molto importanti perché’

le forme inodori dei composti odorosi, sviluppampd attivita enzimatiche.

4.2 Alcoli superiori prodotti in fermentazione alcdica

Tra i composti piu importanti per I'aroma del virahe derivano dalla fermentazione
alcolica sono: gli alcoli superiori, gli esterileti degli acidi grassi e i loro acetati e in
minore misura l'acetaldeidéRapp e Versini, 1991; Calleja e Falque, 2005).
composti primari che derivano dalla fermentaziooeyero etanolo e CPQe |l
composto secondario principale ossia il gliceratontribuiscono anch’essi alla
gualita organolettica del vino, soprattutto dal foudi vista del sapore, in misura
minore dal punto di vista dellaroma. Dopo l'acqtialcol etilico e il composto piu
presente nel vino. L'etanolo proviene essenzialmeatdlla fermentazione alcolica
realizzata dai lieviti, anche se una piccola quantuo essere formata dalle cellule

degli acini in anaerobiosi, attraverso lattivit®egh enzimi cellulari. L’'etanolo
43



interviene nel carattere vinoso e nella morbidede& vino, ma influenzando la
solubilita di alcune molecole odorose partecipachanse in minima parte, alle
caratteristiche aromatiche del prodotto. Gli aloble possiedono piu di due atomi di
carbonio sono detti alcoli superiori e influiscomaggiormente sull’aroma del vino.
Gli alcoli superiori sono classificati in alifati@d aromatici. Gli alcoli alifatici
comprendono 1-propanolo, 2-metilpropan-1-olo (igabalo), 2 e 3-metilbutan-1-olo
(alcoli isoamilici). Gli alcoli aromatici consistonnel 2-feniletanolo e tirosolo.
Generalmente il livello di alcoli superiori € cdat® negativamente alla qualita del
vino, vari autori riportano che livelli di conceamione superiori ai 300-400 ppm nel
vino ne potrebbero diminuire drasticamente la dg@aaboprattutto nei vini bianchi,
apportando un odore ed un gusto pungente e/o vinasdtavia livelli di
concentrazione <300 ppm possono contribuire anch@aniera positiva allaroma
del vino con note fruttate. Gli alcoli superioon® prodotti dai lieviti durante la
fermentazione alcolica, a partire dagli zuccheria mnche dagli amminoacidi
attraverso la reazione di Ehrlich. Il 3-metil butén (alcol isoamilico), 2-metil
butanolo, iso-butanolo (2-metil propanolo) e m-@moplo (1-propanolo) sono |
principali alcoli superiori. | lieviti norsaccharomyceproducono alcoli superiori in
guantita minori rispetto &. cerevisiaeia nei mezzi sintetici (Romano et al., 1992,
1997); sia nei mosti naturali (Ciani, 1997; CiarRieciotti, 1995;,Comi et al., 2001);
comungque mostrano una vasta variabilita a livelloegppo. Ad esempio Rodriguez et
al.,, (2010) hanno rilevato un aumento di 2- feniletanolo nenmivottenuti da
monocultura diC. pulcherrima che ha dimostrato di produrre elevate quantita di
alcoli superiori. Il glicerolo € un poliolo a tréoani di carbonio ed € il composto
secondario di fermentazione maggiormente presenpeodotto dai lieviti soprattutto
nella prima fase di fermentazione, poiché la saadviformazione (la fermentazione
glicerolpiruvica) € I'unico mezzo a disposiziond devito per la riossidazione del
NADH a NAD, fino a quando non si presenta un lieaufficiente di acetaldeide per
assicurare la riossidazione del NADH con produziafie etanolo. Anche la

solfitazione, che comporta la combinazione deliiata con I'anidride solforosa,

44



porta a un aumento della fermentazione gliceropeuM| glicerolo interviene nella
morbidezza e nella sensazione di grasso del vinolee ha un sapore dolce, ma non
interviene sull’aroma. Normalmente rispetto Sa cerevisiage i lieviti apiculati
producono quantita piu basse di glicerolo (2-3.9, ghentre altri lieviti non-
Saccharomycedra cuiCandida stellata, Pichia membranefaeciens, Metdawia
pulcherrimaed altre, sono caratterizzati da produzioni pivae(Ciani e Picciotti,
1995).

4.3 | terpeni

| terpeni costituiscono una vasta famiglia di costpme sono stati identificati circa
4000 e sono molto diffusi tra i vegetali. Non tugtiesti composti hanno proprieta
aromatiche, fra quelli che risultano essere odoressono i monoterpeni e i

sesquiterpeni; i primi sono composti a 10 atomecatbonio, i secondi a 15 atomi di
carbonio. Questi composti odorosi possono troveso diverse forme: idrocarburi
semplici, aldeidi, alcoli, acidi ed esteri. Nellani composti terpenici pit odorosi
sono risultati appartenere alla classe degli akealono, piu in particolare, il linalolo,
I a-terpineolo, il nerolo, il geraniolo, il citronelm e I'ho-trienolo. Le loro soglie di

percezione sono molto basse, essendo nell’'ordirspudiche decina o centinaia di

ug/l.

| terpeni possono esistere nelle uve sotto formglidosidi, ovvero legati a zuccheri
(glucosio, arabinosio, ramnosio, apiosio). Nelle gpesso le forme glicosilate sono
piu abbondanti di quelle libere. Solitamente naglni, la quantita di terpeni legati e
simile in tutte le loro parti, mentre le bucce sqmo ricche in terpeni liberi. Nell’'uva
ci sono enzimi capaci di liberare questi terpemagilati, le B-glicosidasi, ma nel
processo di vinificazione la loro incidenza &€ miajnpoiché questi enzimi hanno
attivita ottimale a pH 5 e quindi sono poco attalepH del mosto, inoltre passaggi
tecnici, come la chiarifica, limitano I'attivita djuesti enzimi. Piu attivi sono invece
gli enzimi esogeni, ovvero quelli aggiunti dalluome quelli prodotti dai

microrganismi: lieviti, ad esempi@. pulcherrimao muffe, comeBotrytis cinerea
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4.4 Norisoprenoidi

Dalla degradazione ossidativa dei carotenoidi @er@ 40 atomi di carbonio), si
avranno derivati a 9, 10, 11, 13 atomi di carboRma. questi hanno molta importanza
I norisoprenoidi a 13 atomi di carbonio. Si dividordal punto di vista chimico in:
megastigmani e non megastigmani, ognuno ha molthposti volatili. Dei
megastigmani ci sono [f-damasceone che da’ odori floreali, frutti esoticinfettura
di mele e ilp-ionone da’ odore di violetta. Tra quelli non megarani ci sono
I'1,1,6-trimetil-1,2-diidonaftalene (TDN) che da’'dore di cherosene, invece gli
actinidioli e i vitispirani danno odore di canfom sono negativi al complesso

aromatico.

4.5 Metossipirazine

Le metossipirazione sono composti eterociclici az@ provengono dal metabolismo
degli amminoacidi. Conferiscono odore di peperoa&l®, asparago, pisello, patata e
note terrose. Sono molecole che danno’ al complessmatico soglie olfattive
molto basse. Sono tipiche della varieta’ Cabermetvignon e la loro presenza nel
vino dipende dal grado di maturazione delle uaache se’ si e’ detto che la loro

origine abbia provenienza dal metabolismo microbico

4.6 1l 2-3-butandiolo e I'acetoino

Sono prodotti dai lieviti apiculati rispettivameritebasse quantita e in alte quantita,
sia nei mezzi sintetici, sia nel vino. L’acetoigoun composto che deve la sua
importanza principalmente alle sue potenzialithangdettiche (Romano e Suzzi,
1996). Dall'acetoino derivano composti, come ilogitle e il 2-3 butilenglicole, che
in quantita elevate influenzano fortemente I'arotiedle bevande alcoliche. E stato
accertato da tempo che l'acetoino viene prodottdSd&erevisiaell'inizio della
fermentazione, raggiunge il massimo della sua adn@EONne In piena

fermentazione, per declinare poi rapidamente rg#ldio finale (Herraiz et al., 1990).
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Figura 4.1: Esempio di molecole aromatiche identificate nebyia: monoterpeni, b: terpeni

4.7 Esteri

Il carattere fruttato del vino € largamente dovalla presenza e all'interazione tra i
diversi esteri prodotti dai lieviti durante la fentazione (Lambrechts e Pretorius,
2000; Lilly et al., 2006). Gli esteri vengono prdtlodai lieviti durante la
fermentazione alcolica grazie alla reazione tralgioli e acetil-CoA, catalizzata dall’
alcol acetil-tranferasi e da altri enzimi. L’'acetati etile rappresenta il principale
estere del vino; si sono evidenziate differenze aoenportamenti dei lieviti nella
produzione di questo estere. Concentrazioni diadaet’etile che variano da 50 a 80
mg/l possono essere favorevoli, mentre quantita gmag (120-150 mg/l) ne
decrementano la qualita, conferendo una nota pumgensgradevole al vino.
L’'acetato di etile pud essere sintetizzato dalbalenediante I'acetil-transferasi
(condensazione dell'acetil-CoA con etanolo) o p&zmo di un esterasi isolata in
alcuni lieviti. Alcuni studi sulla produzione dites da parte diC. pulcherrima
avevano riscontrato risultati contrastanti; I'adildi questa specie di produrre basse o
elevate quantita di esteri, infatti, & risultataeze legata al ceppo (Zohre and Erten,
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2002 ). Altri esteri presenti nel vino sono queldigli acidi grassi, che hanno odori
piacevoli di cera, miele e gli esteri acetici dedtoli superiori (acetato di isoamile,

acetato 2-feniletile). Questi esteri hanno odorbanana, caramella inglese, mele e
partecipano alla complessita aromatica dei vinijimeoncentrazioni eccessivamente

elevate il loro odore penetrante puo mascherdindaza aromatica del vino.

4.8 Aldeidi e chetoni

Tra le aldeidi, I'acetaldeide il composto principale, rappresentando il 90% del
totale. E un precursore dell’acetato di etile, @icet ed etanolo. La sua produzione
dipende principalmente dalla microflora coinvol&lla fermentazione, ma anche da
altri fattori come la fase di fermentazione (il gic di maggiore produzione e
raggiunto quando la fermentazione del lievito élonedtato piu vigoroso), la
composizione del mezzo, la natura dei materiablinsli usati per la chiarificazione
dei mosti, le condizioni di anaerobiosi, la presend anidride solforosa, la
temperatura di fermentazione e lo stato di invesoknto del vino. Nei vini bianchi

e presente in quantita maggiore rispetto ai viesred il tenore di acetaldeide viene
usato come indicatore dell'ossidazione. Tra i cejpd. apiculatae stata trovata una
vasta variabilita nella produzione di acetaldeidRorfano et al., 2000), ma il
comportamento generale dei lieviti apiculati € dbdurne in quantita simili &.
cerevisiae L’acetaldeide, se in quantitd eccessive, nonevie@ combinata con
I'anidride solforosa né impiegata per la produzidinetanolo ed altri sottoprodotti,
rimanendo cosi libera: in questi casi conferiscaraiil carattere di svanito. Nel vino
vi sono anche aldeidi superiori che possono camteball’aroma di alcuni vini ed
aldeidi della serie aromatica, come la vanillinae perd deriva dalla maturazione in
fusti di legno. Un chetone presente nel vino éatdtile, che deriva dal metabolismo
dell’acido citrico da parte dei batteri lattici; @ aroma burroso, di noce e la sua

soglia di percezione é di 2 mg/l.
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CAPITOLO 5

Obiettivi
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Catarratto, Grillo ed Insolia sono vitigni autoataiciliani a bacca bianca molto
diffusi e coltivati nelle provincie di Trapani, lRamo ed Agrigento. Le uve, ad
eccezione di Insolia che presenta vitigni ancheaec® nera, vengono prodotte da
vitigni a bacca bianca e vengono raccolte generatkneerso la fine di settembre.
Tutti e tre i vitigni hanno origini molto anticheseno stati descritti da diversi Autori
gia a partire dalla seconda meta del 1600. Meht@afarratto trova habitat molto
favorevoli in diversi ambienti, il vitigno Insolipredilige zone collinari, esposte ai
venti, mentre Grillo predilige le zone della Siloccidentale con significative
escursioni termiche fra giorno e notte, molto intanti per lo sviluppo del potenziale
aromatico delle uve coltivate.

Le forme di coltivazione piu usuali sono quelle @alkera per il Catarratto, ad
alberello marsalese (senza sostegno) per Grilloltev@&zione espansa per Insolia.
Tutti i vitigni prediligono la potatura mista (Guyced hanno una buona resistenza
alla peronospora e alla botrite.

In generale i vini prodotti a partire dal vitign@@rratto si presentano di colore giallo
paglierino tendente al dorato, con sentori frugtatiote floreali. Si caratterizzano per
I'elevato grado alcolico, e la buona struttura consapore neutro, mediamente acido
tendente al morbido e un retrogusto amarognolo
(www.agrinnovazione.regione.sicilia.it). Dal vitignGrillo sono prodotti i migliori
vini DOC Marsala. Con le sue uve si producono otirmi bianchi pronti o adatti
all'affinamento. | vini hanno colore giallo paglieo carico, buona aromaticita, con
sentori erbacei, floreali e note agrumarie, buowait@ con una equilibrata
morbidezza ed un’ottima struttura gustativa (wwwiragpvazione.regione.sicilia.it).
Per quanto riguarda Insolia, le uve vengono viatécin purezza ottenendo un vino
fine di colore giallo paglierino con riflessi vetao, abbastanza sapido e con una
buona componente alcolica, una equilibrata aciditd morbidezza
(www.agrinnovazione.regione.sicilia.it). Tra i viBlOC prodotti a partire da questi
vitigni vanno ricordati Alcamo, Contea di Sclafar@ontessa Entellina, Delia
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Nivolelli, Erice Monreale, Salaparuta, Sambuca dili@ e Santa Margherita di

Belice.

| vini ottenuti da i vitigni considerati possonosegse ritenuti I'emblema, oltre che
dello stretto legame che lega il vino al territpramche di una tradizione che € in
grado di accogliere le innovazioni di processo erddotto che il mercato richiede.
Infatti un accresciuto “know-how” nella vinificazie (fermentazione alcolica
controllata ed un opportuno periodo di invecchiatmeim legno), unitamente ad

investimenti in marketing e packaging, ne hanntofaf i vini piu apprezzati della

Sicilia, simbolo del possibile connubio tra cultuttadizioni locali ed esigenze di un
mercato sempre piu globalizzato e competitivo. Moliedifferenze in ogni caso

vengono riscontrate in rapporto non solo alla ik&ali produzione ma anche alla
dimensione delle aziende produttrici. Infatti adcaalle grandi cantine, in grado di
condurre fermentazioni controllate, soprattuttéeinmini di temperature e impiego di
starter, esistono numerose piccole o piccolissigata produttive che effettuano
vinificazioni tradizionali destinate prevalentenmenal consumo locale. Anche
nell'ambito delle cantine piu grandi ed attrezzaadesistono processi produttivi molto
diversi che prevedono o meno I'utilizzo di coltstarter.

Come noto I'impiego di lieviti secchi attivi € pied ormai comune soprattutto nelle
produzioni di massa. Infatti 'uso di colture s&artiduce i rischi di alterazione e gli
imprevedibili cambiamenti del profilo aromatico deého, legati soprattutto allo

sviluppo incontrollato di lieviti norfsaccharomycee di ceppi enologicamente poco
dotati, assicurando generalmente -caratteristiclganmiettiche piu bilanciate e

standardizzate. Per contro esso puo determinaperdita di aromi caratteristici

(Romano et al., 2003). Dal momento che il cef@cacerevisiagesponsabile della

fermentazione gioca un ruolo molto importante pecaratterizzazione del prodotto
finale, la diversita degli starter utilizzati dalidiverse canine o dei ceppi che
prendono il sopravvento durante le vinificazioni osfanee indubbiamente
contribuiscono alla composizione chimica e allalitgussensoriale del prodotto.

Nonostante I'entita e I'importanza per 'econonvoéire che regionale, nazionale e le
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peculiarita dei vitigni e dei processi produttivgn ci sono studi sul profilo aromatico
e sulla concentrazione di sostanze potenzialmesgsiche per il consumatore di
guesti vini. La sempre maggiore globalizzazione mercati, anche di produzioni
tipicamente locali, rende necessaria la definiziatie concentrazioni di etil
carbammato ed amine biogene dal momento che alege®&zie internazionali
impongono dei limiti ben precisi per queste sostaria particolare, per i vini da
tavola, il Canada, gli USA e la Repubblica Ceca angono limiti di uretano,
rispettivamente, di 30, 15 e 30 ppb. Per quel dmeerne le ammine, alcune agenzie
nazionali raccomandano limiti per la concentrazioinastamina. Per esempio, la
Svizzera non consente vini con livelli di istammaggiori di 10 ppm. Questo limite
e persino piu basso in Francia (8 ppm), Belgio (bpn) e Germania (2 ppm)
(Patrignani et al. 2013a; Acin-Azpiculeta et al 20Qehtonen, 1996). Tuttavia, €
sempre maggiore l'interesse del mercato globalizpat produzioni tipiche o legate
al territorio che, nonostante tutto, devono evidgezdelle peculiarita oggettive e
legate all'origine geografica o al processo pradattLa gas-cromatografia abbinata
alla spettrometria di massa (MS) e alla tecnica ERSblid Phase Micro Extraction)
e risultata una delle tecniche piu appropriatelaatefinizione del fingerprinting in
molecole volatili dei prodotti alimentari e dei vin rapporto alla materia prima e al
processo produttivo (Ndajigimana et al., 2006; \ianet al.; 2008; Patrignani et al.,
2013b). Dal momento che il profilo sensoriale divamo e la risultante, oltre che di
un complesso equilibrio quali-quantitativo di nuoss molecole (delle quali solo
una parte puo essere determinata con le tecnickeragaatografiche utilizzate),
anche delle interazioni che si vengono a creareniwéecole volatili € non in un
sistema complesso come il vino, i prodotti sondi staalizzati anche mediante naso
elettronico. Quest'ultimo e in grado di fornire icazioni sul profilo globale di un
vino attraverso l'utilizzo di differenti sonde cagpdi rilevare selettivamente classi di
composti diverse.

In questo contesto, gli obiettivi principali dettaa tesi sono stati:
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1- Determinare le concentrazioni di ammine biogenestddcarbammato di vini
autoctoni siciliani prodotti a partire da vitigniatrratto, Grillo ed Insolia
prodotti da quattro diverse cantine locali.

2- Determinare il profilo in molecole volatili di quewini mediante la tecnica
GC/MS-SPME e il naso elettronico.
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CAPITOLO 6

Materiali e Metodi
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6.1 Campioni considerati

Sono stati analizzati 14 campioni di vino di diwergarieta (Catarratto, Grillo,

Insolia) provenienti da 4 cantine della zona di Btazdel Vallo (TP) (Tabella 6.1). |

campioni sono stati analizzati in triplo per laatatinazione delle ammine biogene,

dell’etilcarbammato e del profilo aromatico.

Codice campione Vitigno Cantina Vasca

1 1

2 Catarratto Cantina A 2

3 3

4 , . 4

Grillo Cantina A

5 5

6 Insolia Cantina A 6
7 Insolia Cantina B 1
8 Grillo Cantina B 2
9 Catarratto Cantina B 3
10 Insolia Cantina C 1
11 Grillo Cantina C 2
12 Catarratto Cantina C 3
13 Grillo Cantina D 1
14 Catarratto Cantina D 2

Tabella 6.1: Campioni analizzati per la determinaziatedle ammine biogene, dell’etil carbammato
e del profilo aromatico.

6.2 Determinazione delle ammine biogene

La determinazione quali—quantitativa delle ammimmgéne nel prodotto e stata fatta
utilizzando la tecnica di cromatografia liquida alta pressione (High Pressure
Liquid Cromatography, HPLC). La metodica presermarge fasi:

-Derivatizzazione: la reazione di derivatizzazione € stata fattaisego la metodica
riportata da Martuscelli et al. (2001). In un matia da 10 ml (preferibilmente
ambrato per preservare i campioni dalla degradazazhopera della luce) abbiamo
aggiunto 1 ml di campione, 300 ul di NaHEC€aturo, 100 pl di una soluzione a 500
ppm di standard interno (1,7-diaminoeptano, Sigrdriéh, St Louis, Mo., U.S.A.) e
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una quantita variabile di una soluzione di KOH Imodo da portare il campione a
un valore di pH di 11,5 £ 0,01 (pHmetro BASIC 20i36n, Modena, Italy).

Poi abbiamo aggiunto 4 ml di soluzione di dansiiato, che é 'agente derivatizzante
(ottenuta sciogliendo 20 mg di dansilcloruro (Sigadrich, St Louis, Mo., U.S.A.)
in 4 ml di acetone per HPLC per ogni campione davdgzzare). | campioni sono
stati chiusi, parafilmati e posti in agitazioneun bagnetto termostatato a 40°C per
45 minuti (195 strokes) al buio, protetti dalladu@lla fine di questi 45 minuti la
reazione viene bloccata con [I'aggiunta di 400 pumka soluzione di ammoniaca
(NH3; 30%). | campioni devono sostare al buio almenon80uti a temperatura
ambiente e successivamente sono portati a volumeacetonitrile per HPLC. |
campioni vengono poi agitati per evitare la foroaa di un gradiente, filtrati con
filtri in nylon (O 0,22 um) per eliminare eventuali impurita e pastvials, protetti
dalla luce a -20°C per non piu di 7 giorni. | campiottenuti e conservati sono pronti

per I'iniezione nello strumento di analisi.

-Analiss HPLC e condizioni cromatografiche: i campioni sono stati iniettati in un
sistema HPLC Jasco PU-2089 Plus con iniettore niarlaeodyne model con loop
di 20 pul e da una colonna cromatografica di tipo8Ca fase inversa
(WatersSpherisorb ODS-2, 150x4,6 mmur@) con precolonna (WatersSpherisorb
S5 ODS2, 4,6x10mm). La rilevazione avviene traiiglizzo di un detector UV-
VIS Jasco UV 2070 Plus a 254 nm. In Tabella 6.2oswmdlicati il gradiente di
concentrazione degli eluenti utilizzati per l'asalcromatografica delle ammine
biogene. Per tutti i campioni, il tempo di anaksidi 25 minuti, con un tempo di
equilibratura di 10 minuti prima di ogni nuova imi@ne. | cromatogrammi ottenuti
vengono integrati e le aree calcolate vengono nmagigo a curve di taratura
precedentemente ottenute attraverso l'impiego diuzsani standard di ammine
biogene. Queste soluzioni di standard contengon@ntenine biogene rilevanti
(istamina, 2-feniletilammina, tiramina, putrescinaadaverina, spermina e
spermidina) a varie concentrazioni note (20 ppm,ppth, 50 ppm e 75 ppm) e
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vengono sottoposte a questa procedura di derieaimze. | derivatizzati ottenuti
vengono iniettati con la stessa programmata di ignéid | risultati ottenuti
permettono, non solo l'identificazione delle diveerammine tramite il tempo di

ritenzione, ma anche la loro quantificazione metiapposite rette di taratura.

Tempo (minuti) CHCN (%) KoHP O, (%) HO (%)
0,0 65 35 0

1,0 65 35 0

5,0 80 20 0

51 80 0 20

6,0 90 0 10

15,0 90 0 10
20,0 65 35

25,0 65 35

Tabella 6.2 Gradiente di concentrazione degli eluenti utdizper I'analisi cromatografica

-Preparazione della soluzione di standard interno: la soluzione di standard interno
viene preparata sciogliendo 25 mg di 1, 7—diamitesep in 50 ml di acqua per
HPLC (Sigma-Aldrich, St Louis, Mo., U.S.A.). La salone cosi ottenuta ha una
concentrazione di 500 ppm e viene conservata ad&npa refrigerata per un
periodo di un mese. Questo € fondamentale pericaméf se la derivatizzazione é
avvenuta correttamente e per svolgere eventuakzioni dei dati ottenuti, in quanto

lo standard interno si derivatizza nello stessoorelle ammine.

-Preparazione delle soluzioni standard di ammine biogene: Per la costruzione di
rette di taratura utilizzate per la quantificaziatedle ammine biogene nei campioni
analizzati, sono state preparate delle soluziands#rd di ammine biogene a titolo
noto (20 ppm, 30 ppm, 50 ppm e 75ppm). Queste wolua titolo noto vengono poi
sottoposte alla procedura di derivatizzazionecdenpioni e i derivatizzati vengono
iniettati con la stessa programmata di gradientisuiltati ottenuti permettono di

identificare, rispetto al tempo di ritenzione, igadse ammine e quantificarle con le
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rette di taratura ottenute. Queste vengono prepamapartire da una soluzione
“madre” con una concentrazione di 500 ppm delleeidi® ammine di interesse
(istamina, tiramina, 2-feniletiammina, putrescinazadaverina, spermina e
spermidina), che viene diluita per ottenere le dhge soluzioni standard a
concentrazione variabile (20 ppm, 30 ppm, 50 ppi& ppm).

-Preparazione degli eluenti per HPLC: gli eluenti utilizzati sono acetonitrile (Sigma-
Aldrich, St Louis, Mo., U.S.A.), acqua per HPLC dBia-Aldrich, St Louis, Mo.,
U.S.A) e un tampone fosfato (soluzione di potassgfato monoacido a 10 mM,
portato a pH 7 attraverso l'aggiunta di HCI 1M (pétno BASIC 20, Crison,
Modena, Italy). Gli eluenti vengono preventivametilteati con filtro a porosita 0,22
MM in nylon (per l'acetonitrile) o acetato di cetlah (per lI'acqua e il tampone
acetato). Successivamente vengono sonicati per ibQtina 20°C (Starsonic 90,

Liarre) prima del loro utilizzo, al fine di eliminaeventuali impurita .

6.3 Determinazione dell’etiicarbammato

La determinazione dell'etiicarbammato nei vari camp di vino e stata fatta
utilizzando il metodo di Whiton e Zoecklein (2002jale metodo, basato sulla
gascromatografia abbinata sia alla spettrometrimabisa, con monitoraggio di ioni
selezionati, sia alla microestrazione in fase sol{GC-MS-SIM/SPME), € stato

modificato come segue per adeguarlo alle nostresséa

-Condizioni SPME: A 5 ml di ogni campione di vino posto in contenitdi vetro
(vial) del volume di 10 ml sono stati aggiunti ligNRCl e 50ul di standard interno
(2mg/l di n-butil carbammato in una soluzione idcoéica). || campione é stato poi
riscaldato a 40°C per 10 minuti per accelerareaggrungimento dell’equilibrio
liquido-vapore. In seguito € stato inserita neff@zo di testa una fibra di silice fusa
ricoperta da una fase polimerica mista di carbop@iidimetilsilossano
(CAR/PDMS, 65m, SUPELCO, Bellefonte, PA, Stati WdiAmerica). Dopo la fase
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di assorbimento della durata di 30 minuti, le molecsenivano desorbite in colonna

per un tempo di 10 minuti.

-Separazione: Durante lo svolgimento di queste analisi € statiizzato un
gascromatografo 6890 abbinato allo spettrometrandssa 5970MSD entrambi
Agilent Technologies (Palo Alto, CA, Stati Uniti&inerica). Per la separazione delle
molecole € stata utilizzata una colonna capillaheo@pack CP Wax 52 CB con
lunghezza di 50 m, diametro interno 0.32 mm, mefdréase era di 1.2am. La
programmata di temperatura era la seguente: 80fG penuti, incremento di 10°C
al minuto fino a 180 °C seguito da un incremento4d°C fino a 220°C e
permanenza alla stessa temperatura per un temf@ diinuti. L'iniettore veniva
tenuto ad una temperatura di 250°C e lavorava idafita “splitless” utilizzando elio

come gas di trasporto con un flusso di 1 ml/minuto.

-ldentificazione: Generalmente l'etilcarbammato, quando €& presepievimi, e
rilevabile con concentrazione dell’'ordine di alcyraati per miliardo (ppb). Cosi, per
la sua identificazione € stato necessario utilzzdr metodo SIM idoneo al
monitoraggio dei soli singoli ioni scelti ovveG®2 (M-C2H2)", 74 (M-CH3)" e 89
(ione molecolare, V) in quanto caratteristici della frammentazione giliesta
molecola. Per I'ottimizzazione del metodo sonoi st@postati i parametri di “solvent
delay” di 10 minuti e “dwell /ione” di 100ms. Ino#t per rendere piu sicura
I'identificazione dell’etilcarbammato nei vini, urstandard puro di questa molecola e
stato analizzato nelle stesse condizioni. La pmsethi etilcarbammato nei vari
campioni veniva confermata se lo scarto tra il afmpdelle intensita relative dei 3
ioni caratteristici nel campione e nello standaundopera inferiore o uguale a 20%,
come suggerito dalla Normativa Europea N° 761/189fex 3, del 12 Aprile 1999.

-Quantificazione: Per la determinazione della concentrazione dedld&bammato

nei diversi campioni di vino, lo standard puroaletmolecola (cinque concentrazioni
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diverse) insieme a quello dell'n-butil carbammagtaidard interno) sono stati sciolti
in una soluzione idroalcolica al 12% addizionatacido tartarico 1mM e, portato a
pH 3. E’ stata quindi determinata la retta di regiene lineare a 5 punti mettendo in
grafico il rapporto dell'intensita dello ione 62 igurata come altezza)
dell'etiicarbammato/intensita dello stesso ioneduavante dall’n-butil carbammato
con una concentrazione di 5Qg/l in funzione della concentrazione

dell’etilcarbammato.

6.4 Determinazione metaboliti volatili

La determinazione dei metaboliti volatili nei caommi da analizzare (sia nel vino
prodotto da mosto sintetico che nel vino vero epo) € stata fatta mediante gas-
cromatografia abbinata alla spettrometria di mass#la tecnica SPME. | campioni
sono stati inizialmente preparati aggiungendo,nal 8li vino posti in un vial, 1 g di
NaCl e 10ul di 4-metil-pentanolo alla concentrazione di 10000m (standard
interno). Il campione cosi preparato é stato sottipa tre fasi di preparazione prima
dell’ analisi vera e propria:
1) riscaldamento con agitazione a 40 °C per 10 mipeti raggiungere un
equilibrio fra liquido-vapore;
2) assorbimento, sempre a 40 °C, per 30 minuti inslereello spazio di testa del
vial una fibra di silice fusa ricoperta da una fgs®imerica mista di carbowax-
polidimetilossano (CAR/PDMS, 65m, SUPELCO, Bellefonte, Palo Alto, CA, Stati
Uniti d’ America);
3) desorbimento in colonna per 10 minuti;
Le molecole adsorbite sulla superficie della fils@o state desorbite in colonna
(Varian, 50m x 0.2um) per un tempo di 10 minuti. L’analisi e statagest& con un
gascromatografo Agilent 7890° (Agilent Technologid2alo Alto, CA, USA)
abbinato a uno spettrometro di massa Agilent 597Tb@rogramma di temperature
consisteva in una partenza a 50 °C per 1 minutmeato di 4.5 °C al minuto fino a
200 °C, permanenza a 200 °C per 5 minuti e rit@ra0 °C. Flusso gas carrier 1
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ml/min. Una durata totale di 39 minuti. Le temparatdell’ iniettore, interfaccia e
sorgente di ioni erano 250, 250 e 230 °C, rispathente.

6.5 Analisi al naso elettronico

Per la determinazione del profilo aromatico glol@ecampioni é stato utilizzato un
naso elettronico portatile tipo Pen 2 Airsense pinad. Tutti i campioni ottenuti
sono stati testati. Per ogni campione sono stafepati 10 ml e sono stati messi
all'interno di un contenitore di vetro (vial) debme di 40ml ermeticamente chiuso
con tappo di politetrafluoroetilene. Tali campiosono poi stati tenuti a una
temperatura di 28°C per 30 minuti in modo da raggare I'equilibrio liquido-gas.
Lo strumento utilizzato era composto da dieci serdiadiversa conducibilita con le
seguenti caratteristiche;, WMA_CCTO1 (sensore 1); AVMS5 (sensore 2);
WMA CCTO2 (sensore 3); WMA _US6 (sensore 4); WMA_ Q3T (sensore 5);
WMA US1 (sensore 6); WMA CW1 (sensore 7); WMA _US&er(sore 8);
WMA CW3 (sensore 9); WMA U3 (sensore 10). Dopo daef di assorbimento,
I'iniezione & avvenuta a 180°C. Tre ripetizioni pegni campione sono state
analizzate seguendo un ordine casuale. Le rispi@steensori venivano registrate ad
intervallo di 1 secondo per una durata totale dd k¥2condi ed espresse come

rapporto tra il segnale del sensore e il segnatenmai registrato per tale sensore.

6.5 Analisi dei dati

Tutte le analisi gascromatografiche relative altdanole volatili sono state effettuate
in doppio. | risultati riportati sono una media tdii ripetizioni. L'analisi al naso

elettronico per la determinazione del profilo artiomglobale & stata ripetuta tre
volte seguendo un ordine casuale. | dati ottesiattutte le analisi effettuate sono
stati elaborati tramite I'analisi delle compongntincipali (PCA) mediante statistica

per Windows.
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CAPITOLO 7

Risultati
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7.1 Determinazione delle ammine biogene e dell’etlrbammato in relazione al

vitigno e alla cantina di produzione considerati

Al fine di determinare la qualita salutistica denivsiciliani autoctoni presi in
considerazione, sono stati analizzati 14 vini ptbdda 4 cantine differenti. In
particolare, sono stati analizzati 6 campioni dia@atto, 5 di Grillo e 3 di Insolia
(tabella 6.1). Ogni bottiglia e stata analizzatalappio. Sono state rilevate istamina,
tiramina, cadaverina, putrescina, spermina, spenaid 2-feniletlammina. Si tratta
delle ammine piu frequentemente rilevate nei vioonyaud-Funel et al., 2001).
L’ammina rilevata in maggiore quantitd e stata largscina; per contro la 2-
feniletilammina e le poliammine spermina e spermadsono state rilevate solo
sporadicamente e a bassissime concentrazioni.atiiigg, 'ammina ritenuta piu
pericolosa, € al di sotto del limite di determirmaeg (0.1 ppm) nei vini della cantina
D e nei vini Grillo e Catarratto della cantina Ghohe negli altri campioni analizzati,
I'istamina e risultata presente a concentraziotteasamente basse e sempre inferiori
a 2 ppm che e il limite piu restrittivo imposto ldaGermania. La determinazione
dell’istamina nel vino € di particolare interesszghé la presenza di alcol etilico e di
altre ammine promuove il suo effetto inibendo itens di detossificazione
dell’organismo umano (Landete et al., 2005). Pantm concerne la dose tossica non
ci sono dati esaustivi in letteratura in quantdagorente dipendente dalla sensibilita
individuale. Tuttavia Soufleros et al., (1998) m@amo che vini contenenti 8-20 ppm
di istamina esercitano effetti tossici sull’organs umano quando consumati in
elevate quantita. Anche per la 2-feniletilammindaetiramina non ci sono dati
inerenti la tossicita. Quest'ultima é stata rilevaolo in 7 dei vini analizzati a
concentrazioni mai eccedenti 1.31 ppm. Dall’'analesidati si evince che non ci sono
differenze significative fra i diversi vitigni eaie diverse cantine con I'eccezione dei
vini della cantina B che, pur presentando in duenpani delle elevate
concentrazioni di putrescina, erano privi di polmme e tiramina. In ogni caso, le
concentrazioni rilevate sono risultate molto asalito di quelle riportate in letteratura
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per altri vini (Soufleros et al., 1998). E noto ¢h#avia la concentrazione di ammine
nei vini € molto variabile e dipende da numerosiofafra cui i piu importanti sono
la concentrazione di amminoacidi nel mosto e caoadizdi vinificazione (per
esempio pH, concentrazione di alcol, temperatui@, & torbidita del mosto)
(Gardini et al., 2005). Comunque sicuramente ofafiiu importanti nel determinare
la concentrazione di ammine nei vini sono di natidica in quanto tali sostanze
vengono prodotte sia dai lieviti che dai battettida (Torrea and Ancin, 2002).
Pertanto, I'impiego di colture selezionate, anclhidlasbase del loro potenziale

amminogenico, puo risultare lo strumento piu idopeo migliorare la sicurezza dei

vini prodotti.
2-

Istamina Tiramina Putrescina Cadaverina Spermidina Spermina feniletilammina
1 Catarratto 1.07 0.20 12.61 0.61 0.60 0.63 2.34
2_Catarratto 0.62 0.39 9.10 0.69 0.42 0.35 n.d.*
3_Catarratto Cantina  0.56 0.39 9.69 0.63 0.27 0.34 n.d.
4_Grillo A 0.90 0.13 10.87 0.69 0.47 0.90 n.d.
5 Grillo 0.63 n.d. 13.47 0.97 n.d. n.d. n.d.
6_Insolia 0.00 n.d. 14.47 1.53 n.d. n.d. n.d.
7 _Insolia _ 0.90 n.d. 10.15 2.10 n.d. n.d. n.d.
8_Grillo Cag“”a 0.11 n.d. 28.11 1.02 n.d. n.d. n.d.
9 Catarratto 1.92 n.d. 7.05 1.41 n.d. n.d. 0.89
10_Insolia ) 0.42 n.d. 8.47 0.00 n.d. n.d. n.d.
11_Grillo Cagt'”a n.d. n.d. 9.83 2.16 n.d. n.d. n.d.
12 Catarratto n.d. 0.72 8.04 n.d. n.d. n.d. n.d.
13 _Girillo Cantina n.d. 0.19 6.07 0.96 n.d. 0.55 n.d.
14 Catarratto D n.d. 1.31 7.69 n.d. n.d. 1.03 n.d.

Tabella 7.1: Determinazione delle principali ammine biogeneedlazione al vitigno e alla cantina
di produzione considerati. *: Al di sotto del limitli rilevazione (0.1 ppm)

Per quanto concerne la presenza di uretano, itatswttenuti sono abbastanza
rassicuranti; infatti I'etilcarbammato, come evidetio dalla tabella 7.2, e risultato
sempre al di sotto dei 15 ppb, indipendentementevitigno e dalla cantina di
produzione, con I'eccezione dei campioni di Cattoradella cantina D.
Diversamente, il vino Grillo proveniente dalla si@santina presentava i piu bassi

valori di etilcarbammato determinato tra i campianalizzati.
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Nei vini l'etilcarbammato si origina principalmentga precursori derivanti dal
metabolismo microbico. La produzione di alcuni pirsori durante la fermentazione
alcolica (es. urea) e la fermentazione malo-lat(@aullina e carbamil-fosfato) ha
portato al chiarimento delle vie metaboliche usktelieviti e dai batteri lattici per la
produzione dell’etiicarbammato (Uthurry et al., 2D0In particolare i lieviti vinari,
dal catabolismo dell'arginina, producono ornitind erea. Dal momento che
Saccharomyces cerevisiagon degrada molto efficientemente l'urea durarge |
fermentazione alcolica, l'urea secreta reagiscentsp@amente con ['etanolo
formando etilcarbammato. La capacita di escrezamtéurea, dipende oltre che dalle
condizioni chimico-fisiche e ambientali, dal cepplo lievito che conduce la
fermentazione alcolica (Uthurry et al., 2004). Aaclbatteri lattici responsabili della
fermentazione malo-lattica possono rilasciare e precursori dell’etilcarbammato
dal metabolismo dell’arginina. In particolare, iam@rganismi in grado di effettuare la
fermentazione malo-lattica Ognococcus oeni pediococchi, e diverse specie
appartenenti al geneteactobacillug possono degradare l'arginina attraverso la via
catabolica dell’ arginino-deaminasi (Liu et al.,989 i cui prodotti principali sono
ammoniaca, ornitina e ATP.

Tuttavia, va precisato che nei vini considerati asonlieviti a giocare un ruolo
preponderante nella produzione di molecole tossichguanto non sottoposti a
fermentazione malo-lattica. Pertanto le differenzecontrate nei contenuti di
etilcarbammato nei diversi campioni sono imputalpfincipalmente al diverso
metabolismo dell'arginina dei ceppi di lieviti clianno condotto la fermentazione
alcolica. Non bisogna dimenticare che non semprecdpacita di produrre
etilcarbammato € incluso come carattere di selezibegli starter per l'industria
enologica. Ancora minore attenzione viene postalanahdividuazione delle
condizioni ottimali per la loro coltivazione massina livello industriale e per la
preparazione delle loro formulazioni da impiegareantina. Pertanto se non vi € una

accurata selezione dei ceppi ed una attenta mgasat@ delle condizioni per la loro
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moltiplicazione, I'addizione di lieviti selezionation € di per sé una garanzia di

miglioramento delle caratteristiche di salubritaidivino.

Etilcarbammato (ppb)

1 Catarratto 7.10 (x0.90)
2_Catarratto 6.75 (x0.25)
3 _Catarratto Cantina A 7.50 (x0.97)
4_Girillo 7.30 (+0.08)
5_Grillo 7.15 (+0.15)
6_Insolia 10.30 (+0.30)
7_Insolia 6.45 (x0.15)
8 Girillo Cantina B 5.50 (+1.50)
9 Catarratto 5.70 (x1.50)
10_Insolia 6.75 (x0.75)
11_Grillo Cantina C 6.65 (+0.35)
12_Catarratto 12.50 (+0.01)
13_Girillo Cantina D 3.85 (+0.35)
14 Catarratto 15.70 (£3.10)

Tabella 7.2: Determinazione delle concentrazioni di etilcarbarnuma relazione al vitigno e alla
cantina considerati.

7.2 Profilo in molecole volatili

Al fine di caratterizzare i vini in termini di prdd in molecole volatili, i campioni

sono stati analizzati mediante GC/MS-SPME. In tabél3 sono riportati i risultati
delle analisi effettuate e si evince che sono stiggate ed identificate circa 20
molecole appartenenti a classi chimiche differgotli esteri, alcoli, aldeidi, acidi e
chetoni. Ogni vino era caratterizzato da uno specgrofilo in molecole volatili sia

in termini qualitativi che di abbondanza relatii@al confronto delle percentuali
relative dei composti identificati, risulta che déferenze rilevate per i diversi vini
prodotti dalla stessa cantina sono relativamerteofe. Tuttavia € noto che I'impatto
sensoriale delle diverse molecole e la risultantealteplici fattori tra cui giocano,

indubbiamente, un ruolo preponderante, oltre all@centrazione, la soglia di

percezione, la volatilita e l'interazione tra i €igi composti e con le macromolecole
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del sistema. Al fine di evidenziare meglio le diffeze tra i diversi campioni di vino,
e stata effettuata un’analisi PCA (Principal CongrdnAnalysis). Dalla figura 7.1 si
puo osservare come i diversi campioni siano ragmatiprincipalmente per cantina e
non in rapporto al vitigno. Infatti, nella proier® dei diversi campioni sul piano
cartesiano definito dalla componenti 1 e 2 in grddspiegare, rispettivamente, il
46.44 e il 17.52% della varianza, sono individuadbikluster corrispondenti alle 4
cantine di produzione tenute in considerazionecdmine B e C sono risultate essere
le piu distanti lungo la PC1. Per contro le cantheD e B si differenziavano
soprattutto lungo la PC2. | prodotti derivanti dgtirime due cantine hanno mostrato

una variabilita piu bassa rispetto agli altri, deado in un unico quadrante.
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Figura 7.1: Loading plot dei diversi campioni di vino sulle dcemponenti principali effettuata per
guanto riguardo I'analisi SPME-GC/MS
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Cantina A Cantina B Cantina C Cantina D
Catarratto Grillo Insolia |Insolia Grillo Catarratto |Insolia Grillo Cataratto Grillo Cataratto
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14
Etil acetato 829 785 792 846 7.23 8.25 723 275 5.99 731 6.26 6.27 11.29 9.16
Acido butanoico etil estere 231 199 182 187 71.8 2.20 162 2.35 1.62 1.88 0.98 1.0G 1.30 1.57
1 butanolo-3-metil acetato 11.86 12.23 1166 1171954 12.12| 12.63 8.41 10.81 8.65 4.66 6.57 10.604.03
Acido esanoico etil ester 11.29 13.01 12.25 13.28.12 1255| 1256 13.62 15.00 10.73 8.18 9.98 10.36 9.89
Acido pentanoico, 3-metil, etil
estere 1.79 245 1.70 -* - 1.95 0.92 1.02 - - 0.97 1.09 1.27 1.39
Acido acetico, esil estere 272 211 298 253 3.273.10 571 3.29 5.19 1.21 0.37 0.91] 7.77 6.48
3-esen-1-olo-acetato (2) 0.11 0.22 010 0.13 0.18.150| 0.73 0.10 0.16 0.08 0.08 0.08 0.47 0.30
Acido ottanoico, etil estere 18.58 22.07 21.33 19.38.25 18.44| 12.70 15.74 16.87 19.30 16.91 22.99 15.67 19.70
Acido decanoico, etil estere 3.34 386 3.64 4.24434. 3.17 191 222 2.28 1.94 249 2.77 3.08 3.24
Acido butanoico, dietil estere  0.48 0.39 054 0.6%.73 0.51 0.27 044 0.36 1.34 181 0.97 0.25 0.27
Acido acetico, 2-fenil etil
estere 0.72 086 077 063 0.91 0.60 1.10 0.54 1.000.99 047 1.29 1.07 1.41
1 butanolo, 3-metil formato 1433 1143 1264 14.98.88 14.43| 11.88 16.02 10.75 19.10 26.06 17.67 1051 9.73
Esteri 75.82 78.46 7735 77.80 7441 7745 69.27.26d1 70.03 7253 69.23 71.58 73.63 77.17
1 propanolo, 2-metil 1.05 104 107 107 114 1.040.51 0.92 0.47 191 293 1.35 0.62 0.57
2 pentanolo, 4 metil 733 648 6.47 7.14 6.98 7.16591 7.31 6.23 799 8.41 7.63 7.03 5.78
1-esanolo 1.33 119 122 124 1.47 1.53 149 208 .76 1| 1.36 1.39 1.18 1.95 1.52
Alcol feniletilico 171 170 171 171 201 156 13. 2.62 3.15 536 7.96 7.91 1.74 1.80
Alcoli 11.42 1041 1046 11.16 11.60 11.29 11.01.922 11.60 16.63 20.69 18.07 11.35 9.66
Acido acetico 0.60 035 048 064 0.42 0.39 0.70 650. 0.32 0.57 0.60 0.34 1.88 1.01
Acido esanoico 247 3.03 240 199 294 2.09 3.58.08 3.84 221 159 1.94 2.52 2.16
Acido ottanoico 6.74 5.09 652 537 7.37 5.61 10.79.00 10.87 5.64 551 5.93 7.40 6.82
Acido decanoico 0.83 080 058 062 1.04 0.57 1.61.03 1.49 0.37 0.60 0.47 1.13 0.90
Acidi 1065 9.28 998 8.63 11.78 8.67 16.66 13.7516.51 8.79 8.31 8.68 12.93 10.89
1,6-ottadien-3-olo, 3,7-dimetil 0.10 0.08 0.11 0.11 0.10 0.10 1.50 0.09 0.13 0.30.090 0.12 0.12 0.29
Aldeidi 0.10 0.08 0.11 0.11 0.10 0.10 1.50 0.09 30.1| 0.30 0.09 0.12 0.12 0.29

Tabella 7.3: Principali composti volatili dei vini analizzati g®ssi come % dell’area dei picchi del cromatogranatienuto tramite la tecnica
SPME-GC-MS. Le molecole identificati rappresentanodel 95% dell’area totale e i dati riportati eda media di tre ripetizioni. La deviazione
standard era sempre inferiore al 5% del valoregdi oomposto. *: al di sotto del limite di determamione
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Dal momento che il profilo sensoriale di un vindaerisultante, oltre che di un
complesso equilibrio quali-quantitativo di numeraselecole (delle quali solo una
parte puo essere determinata con le tecniche gastografiche utilizzate), anche
delle interazioni che si vengono a creare tra nadéewgolatili e non in un sistema
complesso come il vino, & stata effettuata un’analiediante naso elettronico,
sfruttando 10 diverse sonde aventi diversa affiptaclassi di composti differenti. In
particolare, le sonde sle s3 sono in grado diarkev composti aromatici, S2 é affine
alle sostanze azotate, S5 alle sostanze aromgbcbe polari, S7 € in grado di
rilevare i composti solforati e terpenici, S9 queallorati solforati ed S10 gli
idrocarburi alifatici in generale. La Principal Cpament Analysis relativa ai risultati
del naso elettronico, ed in grado di spiegare @l8D% della varianza totale, ha
confermato che le maggiori differenze tra i campsono determinate dalla cantina
di produzione piu che dal vitigno utilizzato. Infatnche in questo caso i campioni
tendono a raggrupparsi per cantina: i vini prodidia cantina A clusterizzano nella
parte alta del piano cartesiano mentre quelli dedliatina B sono raggruppati nella
parte centrale, ad eccezione del campione 7 (BjsolQuesto -cluster si
contraddistingue per la significativita delle sor&f& S8 in grado di rilevare metano,
alcoli e composti parzialmente aromatici. Per qoatncerne i campioni derivanti
dalle cantine C e D non vi sono differenze sigative poiché clusterizzano insieme,
indipendentemente dal vitigno utilizzato. Favoriwala clusterizzazione di questi
campioni le sonde S1, S3, S5 e S7. Anche in questo sono poco evidenti le
differenze tra vini derivanti dai diversi vitignieambito della stessa cantina con
poche eccezioni. Infatti, si differenziano in maaiesignificativa i vini Catarratto
della cantina A che formano un gruppo a sé. Hanoatribuito alla loro
clusterizzazione in particolare le sonde S2, S45S39 in grado di rilevare i composti
azotati, idrogeno, composti aromatici e metano.

Dall’analisi critica dei dati si evince come il pesso produttivo adottato influisca in
maniera piu significativa rispetto al vitigno sultifferenziazione dei profili in

molecole volatili determinati sia mediante gascrmyeafia che naso elettronico. E’
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noto infatti che le differenze nei processi produttcon le loro innumerevoli
variabili (temperatura di fermentazione, startdrazato, chiarificazione, S enzimi
pectolitici, mannoproteine ecc..) possano incidéwgemente sulle componenti

sensoriali ed aromatiche del vino finale, a disiwapiel contributo del potenziale
aromatico delle uve.

o

Factor 2: 22,31%
A

-6 -4 -2 0 2 4 6
Factor 1. 58,04%

Figura 7.2: Loading plot dei diversi campioni di vino sulle doemponenti principali dell’analisi
PCA effettuata attraverso il naso elettronico
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CAPITOLO 7

Conclusioni
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| vini siciliani autoctoni derivanti dai vitigni Garratto, Insolia e Grillo rivestono una
notevole importanza nell’economia della regioneili@ie, conseguentemente, per
I'economia nazionale. Tuttavia la letteratura naale ed internazionale su questi
vini & assente. Sebbene la zona di produzione dediteria prima sia piuttosto
ristretta, i risultati della mia tesi hanno evidet@ marcate differenze in termini di
profili in molecole volatili tra i vini analizzasolo in rapporto al processo produttivo
adottato dalle cantine. E’ noto infatti che qudstiuo pud giocare un ruolo chiave
nell’esaltare od appiattire le caratteristicheidtste dei singoli vitigni.

D’altra parte, si tratta di vitigni non aromati¢éoe caratterizzati da un basso rapporto
tra molecole terpeniche libere e legate agli zugch@ueste ultime non hanno
impatto da un punto di vista sensoriale ma possappresentare i precursori di
sostanze d’aroma se liberate ad opera di interteatiologici (addizione di enzimi
ad attivita p-glucosidasica) o di microrganismi naturalmente sprnéi o
deliberatamente inoculati aventi specifiche atiiahzimatiche.

Per quanto riguarda il contenuto di molecole patdnente tossiche per la salute del
consumatore, i risultati della mia tesi hanno ewaiato I'ottima qualita dei prodotti
considerati. Infatti, tutti i vini analizzati hanmoostrato un bassissimo contenuto in
amine biogene ed etil carbammato. Un solo campibi@@atarratto appartenente alla
cantina D ha fatto rilevare concentrazioni leggemmesuperiori a 15 ppb che € |l
limite piu restrittivo imposto dagli Stati Uniti pevini da tavola.

In conclusione, i dati di questa tesi possono reggatare un primo tassello nella
caratterizzazione dei vini autoctoni siciliani. @alcaratterizzazione si rende
necessaria nell’'ottica delllampliamento del meraditquesti vini. Infatti, se a livello
nazionale ed internazionale &€ abbastanza notwmd prodotto in purezza dalle uve
del vitigno Grillo, gli altri vini ottenuti dai vigni Insolia e Catarratto hanno una
diffusione prettamente regionale. Si tratta comenduvini di pregio derivanti dallo
stretto connubio tra tradizione e origine geogeafiche sono le basi del concetto di

“terroir” che riveste ancora notevole appeal pe&ohsumatore sempre piu attratto da
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prodotti tradizionali caratterizzati da specifigheculiarita sensoriali e percepiti come

in grado di aumentare il benessere del consumatore.
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