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IDROLISI DI PRECURSORI D'AROMA
GLICOSILATI NEL CORSO DELLA
FERMENTAZIONE MALOLATTICA

E stata studiata I'nfluenza di differenti preparati commerciali di batteri
lattici appartenenti alla specie O. oeni sulla concentrazione di composti
volatili liberi e glicosilati nel corso della fermentazione malolattica.

| risultati dimostrano un significativo grado di idrolisi dei composti

glicosilati con conseguente rilascio di agliconi odorosi.

Introduzione

La fermentazione malolat-
tica (FML) determina pro-
fondi cambiamenti delle ca-
ratteristiche chimiche del vi-
no. Tra questi, il pitl impor-
tante & rappresentato dalla
trasformazione dell’acido
malico in acido lattico, attra-
verso un processo di decar-
bossilazione operato da bat-
teri lattici appartenenti, in
particolare, alla specie Oeno-
coccus oeni. La degradazio-
ne dell’acido malico e la
contemporanea formazione

di acido lattico, dotato di una
sola funzione carbossilica e
caratterizzato da una minore
Ka, comportano una riduzio-
ne dell’acidita del vino, con
conseguente modifica del-
I’equilibrio gustativo.
Numerosi studi hanno
inoltre evidenziato importan-
ti cambiamenti delle caratte-
ristiche aromatiche del vino
a seguito della FML (Sauva-
geot e Vivier, 1997; He-
nick.Kling et al., 1998; Bar-
towsky et al., 2002). In molti
casi, tali cambiamenti sono
stati attribuiti alla capacita

dei batteri malolattici di pro-
durre sostanze volatili. In
particolare, nei vini sottopo-
sti a FML ¢ stato riscontrato
un significativo aumento del-
la concentrazione di compo-
sti carbonilici, risultanti dal
metabolismo dell’acido citri-
co e degli zuccheri (Fig. 1).
Tra di essi, il diacetile (2,3-
butandione), in virtu della
sua soglia di percezione rela-
tivamente bassa (100 mg/L,
Guth 1997), & risultato avere
un importante ruolo sensoria-
le, ed e stato direttamente
correlato all’aumento del-
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Tab. 1 - Composizione del vino modello*

Ingrediente Concentrazione**
Etanolo (% v/v) 12,5
Acido tartarico 5,0
Acido L-malico 3,5
Acido acetico 0,6
D-Glucosio 2,0
D-Fruttosio 2,0
NaCl 0,2
(NH,),SO, 1,0
K,HPO, 2,0
MgS0O,-7H,0 0,2
MnSO, 0,05
Estratto di lievito 2,0
Estratto glicosidico (mL/L) 12,3

* pH del mezzo: 3,2 0 34 (NaOH); mezzo sterilizzato mediante

filtrazione a 0,2 um

** Espressa in g/L se non diversamente specificato

I’aroma di burro frequente-
mente riscontrato, in partico-
lare nei vini bianchi, al termi-
ne della FML (Henick-Kling
et al., 1998, Moio et al;
1993).

Alcuni autori hanno tutta-
via riportato modificazioni
pit complesse a carico
dell’aroma dei vini sottoposti
a FML, quali ad esempio la
diminuzione dell’intensita
dei caratteri vegetale e frutta-
to (Laurent et al., 1994) e
I’incremento dell’intensita di
descrittori sensoriali del tipo
cotto, tostato, caramellato,
miele (Henick-Kling et al.
1994 e 1998; Moio e Ger-
baux, 1995). Tali modifica-
zioni non appaiono facilmen-
te spiegabili prendendo
esclusivamente in considera-
zione I’accumulo di composti
carbonilici durante la FML,
mentre i composti volatili ad
esse associati sono per lo piu
ad oggi sconosciuti. Ciono-
nostante, ¢ possibile ipotizza-
re ’esistenza di alcuni mec-
canismi potenzialmente im-
plicati nella loro formazione:

- biosintesi di composti
odorosamente attivi da parte
dei batteri malolattici. Tale
meccanismo, gia evidenziato
per il diacetile, potrebbe por-
tare alla formazione di com-
posti volatili non ancora
identificati;

- degradazione di compo-
nenti volatili presenti nel vi-
no prima della FML, con for-
mazione di composti dotati

di maggiore o minore attivita
odorosa, e/o in grado di ge-
nerare stimoli olfattivi diver-
si da quelli dei loro precurso-
Ii;

- liberazione di sostanze
odorosamente attive a partire
da precursori non volatili.

In relazione a quest’ultimo
meccanismo, tra i precursori
d’aroma sinora identificati
nei vini ottenuti da uve Vitis
vinifera, particolare impor-
tanza ¢ stata attribuita alla
classe dei precursori glicosi-
lati. Tali composti sono ge-
neralmente presenti sia in
forma di glucosidi, che di di-
saccaridi, questi ultimi carat-
terizzati dalla presenza di un
secondo residuo zuccherino
(a-L-arabinofuranosio, B-D-
apuiofuranosio, o o-L-ram-
nopiranosio) legato alla mo-
lecola di glucosio contenente
I’aglicone (Williams et al.,
1982a; Gunata et al., 1988).
Numerosi studi hanno dimo-
strato che dall’idrolisi di tali
costituenti secondari dell’uva
si originano composti volatili
aventi un importante ruolo
nell’espressione del carattere
varietale dei vini (Francis et
al., 1992, 1994, 1999), da cui
I’interesse verso i meccani-
smi chimici e biochimici in
grado di promuovere tali pro-
cessi di idrolisi nel corso del-
la vinificazione. Recente-
mente ¢ stata riportata la pre-
senza di enzimi glicosidasici
in cellule di batteri lattici ap-
partenenti al genere O. oeni

(Guilloux-Benatier et al.,
1993; Grimaldi et al., 2000;
Boido et al., 2002; Mansfield
et al., 2002). Tali evidenze
sperimentali hanno quindi
suggerito la possibilita che
alcune delle modificazioni
del carattere aromatico dei
vini associate alla FML po-
tessero essere dovute al rila-
scio di sostanze volatili a
partire da precursori glicosi-
lati. Tuttavia, gli studi sopra
citati sono stati per lo piu
condotti in mezzi di crescita
sintetici con caratteristiche
diverse da quelle normal-
mente riscontrate nel vino (in
particolare riguardo alla con-
centrazione di etanolo ed al
pH), e ricorrendo all’impiego
di substrati modello per la
valutazione dell’attivita enzi-
matica. Il ruolo di O. oeni
sull’evoluzione della frazio-
ne aromatica glicosilata nel
corso del processo di vinifi-
cazione risulta quindi tutt’ora
poco noto.

Vengono qui riportati i ri-
sultati di uno studio
sull’idrolisi dei precursori
aromatici glicosilati del vino
durante FML condotta con
quattro distinti starter di O.
oeni in soluzioni di vino mo-
dello, al fine di valutare la
possibilita che 1’attivita me-
tabolica di tali microrganismi
possa influenzare la compo-
sizione della frazione volatile
del vino attraverso la libera-
zione di composti volatili gli-
cosilati.

Preparazione dell’estrat-
to di precursori aromatici
glicosilati. I precursori
d’aroma impiegati come sub-
strato nel presente esperi-
mento sono stati estratti da 8
litri di vino Moscato, me-
diante I’impiego di cartucce
C18 per estrazione in fase
solida (SPE), secondo la pro-
cedura descritta da Williams
et al. (1982b). L’estratto ot-
tenuto ¢ stato portato a secco
sottovuoto e ridisciolto in
100 mL di acqua. I composti
volatili residui sono stati ri-
mossi mediante estrazione
con diclorometano (3 x 15
mL).
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Fig. 1 - Formazione di composti carbonici in 0. oeni
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Fermentazioni. Quattro
differenti colture starter di
batteri malolattici sono state
impiegate nel presente studio
(starter 1-4).

In base alle specifiche del
produttore, tutte le colture
impiegate erano mono-cep-
po, ad esclusione della n. 3,
contenente i ceppi Erla e Ey-
sd.

Sono stati condotti due
differenti studi.

Studio 1. Le fermentazioni
sono state condotte in solu-
zioni di vino modello conte-
nenti alcuni costituenti di ba-
se del vino e diversi nutrienti
per lo sviluppo dei batteri,
secondo le concentrazioni ri-
portate in Tab. 1. Quattro-
cento millilitri di vino sinte-
tico sono stati trasferiti in
beute sterili in condizioni di
sterilita, e inoculati con 15
mg/L di starter preventiva-
mente reidratati in 20 mL di
acqua sterile a 35° C per 30
min. Un campione di riferi-
mento ¢ stato preparano ag-
giungendo 20 mL di acqua
sterile a 400 mL di vino sin-
tetico. Il possibile sviluppo
di batteri malolattici o di altri
microrganismi in questo
campione ¢ stato inibito me-
diante 1’aggiunta di 50 mg/L
di SO,. Tutti i campioni sono
stati incubati a 25° C fino a
completa scomparsa dell’aci-
do malico, determinato per
via enzimatica (Roche,
Mannheim, Germany).

Studio 2. Sono state ado-
perate le stesse condizioni
descritte per lo studio 1, ad
esclusione del pH del mezzo
di crescita, che € stato fissato
in questo caso a 3,2, al fine
di valutare 1’influenza di
questo fattore sull’attivita
glicosidasica delle quattro
colture di O. oeni.

Per entrambi gli studi, tut-
te le fermentazioni sono state
condotte in doppio.

Estrazione ed analisi dei
composti volatili liberi e le-
gati. Al termine della FML i
campioni sono stati centrifu-
gati a 5000 rpm per 10 min.
Il supernatante ¢ stato poi fil-
trato a 0.4 mm. L’analisi dei
composti volatili liberi e le-
gati ¢ stata condotta come
descritto da Di Stefano
(1991), impiegando Roha-
pect C quale preparato enzi-
matico ad attivita -glucosia-
dasica. Le condizioni relative
all’analisi GC e GC-MS so-
no state descritte precedente-
mente (Moio et al., 2002).

Analisi statistica. Le dif-
ferenze tra 1 valori medi rela-
tivi al dosaggio dei composti
volatili liberi e legati sono
state valutate ad un livello di
confidenza del 95% median-
te analisi della varianza e
LSD test. Le elaborazioni so-
no state condotte mediante
Statgraphics 5.0 Plus PC
(Manugistics, Inc.).

Risultati
e discussione

Fermentazioni. Per tutti i
campioni, la durata della
FML ¢ stata compresa tra 14
e 15 gg. Nelle condizioni
sperimentali dello studio 1, i
valori di pH del mezzo di
crescita al termine della FML
erano i seguenti (per ciascuna
coppia di fermentazioni):
3,61 e 3,64 per lo starter n. 1;
3,58 e 3,61 per lo starter n. 2;
3,56 e 3,56 per lo starter n. 3;
3,60 e 3,54 per lo starter n. 4.
Nel caso delle fermentazioni
condotte a pH 3,2 (studio2), i
valori finali di pH erano: 3,43
e 3,48 per lo starter n. 1; 3,45
e 3,46 per lo starter n. 2; 3,43
e 3,41 per lo starter n. 3; 3,44
e 3,48 per lo starter n.4. In
tutti 1 casi la concentrazione
residua di acido malico era al
di sotto del limite di rilevabi-
lita del metodo.

Idrolisi dei precursori
d’aroma glicosilati. Studio
1. I risultati dell’analisi GC
dei campioni al termine della
FML nelle condizioni speri-
mentali dello studio 1 sono
riportate in Tab. 2. I quattro
terpenoli principali (linaiolo,
a-terpineolo, nerolo e gera-
niolo) sono stati presi in con-
siderazione per valutare
I’idrolisi dei composti glico-
silati nel corso della FML. In
tutti i campioni ¢ stato osser-
vato un significativo aumento
della concentrazione dei ter-
penoli liberi, accompagnato
da una concomitante diminu-
zione delle relative forme gli-
coconiugate. Dal confronto
dei dati relativi ai campioni
sottoposti a FML ed al cam-
pione di riferimento non fer-
mentato ¢ possibile osservare
che I’idrolisi dei precursori
glicosilati ed il conseguente
rilascio di agliconi odorosi
appaiono strettamente corre-
lati al realizzarsi della FML,
dal momento che le concen-
trazioni di terpenoli liberi ri-
scontrate nel campione non
fermentato sono risultate po-
co rilevanti, e sono probabil-
mente dovute a un processo
di idrolisi acida dei legami
glicosidici. Pertanto, le quat-
tro colture di batteri malolat-
tici testate sono risultate in
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Tab. 2 - Concentrazione dei quattro principali terpenoli e dei loro precursori nei vini sintetici al ter-
mine della FML nelle condizioni sperimentali dello Studio 1

Concentrazione (mg/L)*

Liberi Legati
Rif. N. 1 N. 2 N. 3 N. 4 Rif. N. 1 N. 2 N. 3 N. 4
Linalolo nr 33 a 11,7 ¢ 4.6 b nr 211,7 ¢ 202,1 ba 196,8 a 203,8a 207,5 cb
a-Terpineolo 23 a 138c 21,5d 152 ¢ 114 b 47,8 d 35,6 b 316 a 338ab 36,5c
Nerolo 125a 1185c¢c 2149e 1804d 80,7b 584,5d 4662b 369,0a 3826 a 5088 c
Geraniolo 152a 128,6 c 2402e 2056d 87,8b 6242 ¢ 4924 c¢ 383,8a 402,1b 5385d
Totale 300a 2642c 4883e 4058d 18590Db 14582 e 11963 ¢ 9812a 10223b 1293,3d

*: lettere differenti (a, b, c, d, e) indicano differenze statisticamente significative per p < 0,05 ( LSD test).

nr: non rilevato

Fig. 2 - Percentuale di idrolisi dei quattro princi-
pali terpenoli associata a ciascuna coltura star-
ter, calcolata come rapporto tra la concentrazio-
ne di glicosidi al termine e prima della FML

45

40
351
30

%

25
20

n. 1 n.2

Coltura starter

n.3 n. 4

W Linalolo [ alpha-Terpineolo H Nerolo [1 Geraniolo

grado di idrolizzare, in mez-
zo sintetico, precursori glico-
sidici di alcoli terpenici
estratti dal vino, liberando la
frazione volatile legata. Tale
comportamento & stato osser-
vato per la prima volta nel
corso del presente esperimen-
to. In uno studio simile re-
centemente condotto da Man-
sfield et al. (2002), nessuno
dei sette ceppi di O. oeni te-
stati era risultato in grado di
idrolizzare i glucosidi estratti
dal vino, benché questi stessi
ceppi fossero stati preventi-
vamente selezionati sulla ba-
se della loro capacita di idro-
lizzare un glucoside modello
di riferimento. Le differenze
di comportamento osservate
nel corso di questo studio e di
quello qui presentato potreb-
bero essere dovute all’impie-
go di diversi substrati di cre-
scita. Ad esempio, la presen-
za di concentrazioni modera-
te di etanolo potrebbe aver
favorito, nel nostro caso, ’at-

tivita B-glucosidasica dei bat-
teri malolattici (Grimaldi et
al, 2000).

Le elevate concentrazioni
di agliconi riscontrate nei
campioni fermentati indicano
che O. oeni & potenzialmente
in grado di influenzare le ca-
ratteristiche aromatiche del
vino al termine della FML at-
traverso I’idrolisi dei precur-
sori glicosilati. Ad esempio,
la concentrazione del gera-
niolo ¢ risultata fino ad otto
volte superiore alla sua soglia
di percezione (30 mg/L;
Guth, 1997). Tuttavia, il reale
impatto del rilascio di aglico-
ni odorosi sulle caratteristi-
che aromatiche del vino al
termine della FML potrebbe
essere influenzato dall’adsor-
bimento di tali molecole vo-
latili sui polisaccaridi prodot-
ti da O. oeni stesso durante la
FML, come recentemente ri-
portato da Boido et al.
(2002).

I precedenti lavori sull’atti-

vita glicosidasica di O. oeni
descrivono questa caratteri-
stica come fortemente legata
al ceppo batterico (Grimaldi
et al., 2000). In accordo con
tali risultati, significative dif-
ferenze nell’entita dei feno-
meni di idrolisi associati a
ciascun ceppo sono state da
noi osservate. Le due colture
caratterizzate dalla piu eleva-
ta attivita idrolitica sono ri-
sultate essere le n. 2 € 3, in
accordo con i risultati di Gri-
maldi et al. (2000). In ogni
caso, le differenze relative al-
le concentrazioni di terpenoli
riscontrate nei campioni al
termine della FML non sono
mai state superiori alle tre
volte. Tale dato, benché da
verificare mediante prove di
analisi sensoriale, sembrereb-
be suggerire una minore in-
fluenza del ceppo batterico
sulle possibili modifiche del
carattere aromatico del vino
dovute all’idrolisi di precur-
sori d’aroma glicosilati du-
rante la FML.

Influenza
dell’aglicone

L’influenza della FML
sulla concentrazione dei pre-
cursori dei quattro terpenoli
determinati ¢ risultata larga-
mente variabile in funzione
della struttura dell’aglicone
(Fig. 2). Nel caso dei glicosi-
di del linalolo, circa il 2,0-
7,0% di quelli inizialmente
presenti ¢ stato idrolizzato.
Una diminuzione del 19,46-
33,9% ¢ stata osservata per 1
precursori dell’a-terpineolo.
Nel caso dei precursori di ne-
rolo e geraniolo, ¢ stata os-
servato un grado di idrolisi
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Fig. 3 - Effetto del pH sulla concentrazione di terpenoli liberati nel corso della FML. Gli asterischi in-
dicano differenze significative per p < 0,05 (LSD test); ns: differenza non significativa
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variabile rispettivamente dal
11,4% al 35,8% e dal 13,7%
al 38,5%. La struttura chimi-
ca dei due alcoli primari (ne-
rolo e geraniolo) potrebbe
spiegare la maggiore idrolisi
osservata per i precursori di
questi due composti, poiché
il grado di idrolisi enzimatica
dei precursori degli alcoli
primari ¢ in genere piu eleva-
to di quelli osservato per gli
alcoli terziari come linalolo e
a-terpineolo (Gunata et al.,
1994). Tuttavia, se il grado
di idrolisi dei precursori di
ciascun alcol viene valutato
in relazione al ceppo batteri-
co impiegato per la FML, ap-
pare chiaro che la struttura
chimica dell’aglicone non &
I’unico fattore in grado di de-
terminare 1’efficienza del-
I’idrolisi (Fig. 2). Infatti,
mentre la capacita di idroliz-
zare i precursori degli alcoli
primari ¢ generalmente ele-
vata, quella relativa agli al-
coli terziari appare ancora
elevata nel caso dell’o-terpi-

neolo, ma relativamente bas-
sa per il linalolo, i cui pre-
cursori erano peraltro origi-
nariamente presenti in quan-
tita elevate rispetto a quelli
dell’a-terpineolo. Poiché il
meccanismo di liberazione
degli agliconi per via enzi-
matica avviene mediante un
meccanismo sequenziale che
richiede la presenza di due
differenti enzimi (Gunata et
al., 1988), & possibile sup-
porre che i diversi ceppi bat-
terici possiedano pool di en-
zimi glicosidasici differenti
per caratteristiche chimiche e
compositive, e dunque in
grado di determinare un di-
verso profilo di idrolisi di
una data miscela di glicosidi.

Nel corso dello studio 2 ¢
stata valutata 1’influenza del
pH del mezzo di crescita
sull’attivita glicosidasica dei
quattro preparati commercia-
li di batteri lattici. A pH 3.2 ¢
stata osservata, per le colture
n. 1 e 4,, una significativa di-
minuzione della quantita di

terpenoli rilasciata a partire
da precursori glicosidici nel
corso della FML (Fig. 3). Ta-
le comportamento potrebbe
essere dovuto ad un abbassa-
mento dell’attivita degli en-
zimi (-glucosidasici prodotti
dai due ceppi batterici (Gri-
maldi et al. 2000).

Considerazioni
conclusive

I risultati riportati nel pre-
sente lavoro dimostrano che
preparati commerciali di O.
oeni comunemente impiegati
per la FML possono contri-
buire all’aumento della com-
plessita aromatica del vino
attraverso I’idrolisi dei pre-
cursori d’aroma glicosilati. I
diversi ceppi valutati sono ri-
sultati caratterizzati da una
diversa capacita di idrolisi, il
che suggerisce I’importanza
di ulteriori studi per I’indivi-
duazione di ceppi batterici
caratterizzati da elevata atti-
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vita glicosidasica. Attual-
mente sono in corso diversi
esperimenti volti alla valuta-
zione dell’influenza di diffe-
renti parametri di interesse
enologico sul ruolo dei batte-
ri lattici appartenenti alla
specie O. oeni nell’espressio-
ne del carattere varietale del
vino.

|

Riassunto

La capacita di quattro pre-
parati commerciali di batteri
lattici Oenococcus oeni di
idrolizzare precursori d’aro-
ma glicosilati del vino ¢ stata
valutata in un sistema model-
lo contenente precursori
estratti da vino Moscato. A
pH 3,4 ¢ stata osservata, per
tutte le colture, una diminu-
zione della concentrazione di
precursori, accompagnata da
un proporzionale aumento
dei relativi composti volatili.
Quando la fermentazione
malolattica ¢ stata condotta a
pH 3.2, una diminuzione del-
la capacita idrolitica ¢ stata
osservata per i preparati n. 1
e n. 4. Sono state riscontrate
significative differenze tra i
vari ceppi in relazione alla
loro capacita idrolitica, che ¢
risultata dipendere dalla
struttura chimica dell’aglico-
ne e da specifiche caratteri-
stiche di ciascun ceppo. Le
concentrazioni di composti
volatili rilevate nei vini sin-
tetici al termine della fer-
mentazione malolattica sug-
geriscono che O. oeni ¢ in
grado di modificare le carat-
teristiche sensoriali del vino
attraverso 1’idrolisi dei pre-
cursori d’aroma glicosilati.

Summary

The ability of four com-
mercial preparations of Oe-
nococcus oeni lactic acid
bacteria to hydrolyse wine
aroma precursors was eva-
luated by measuring the con-
centration of free and bound
aroma compounds at the end
of malolactic fermentation
carried out in model wines
containing a mixture of gly-
cosides extracted from Mu-
scat wine. At pH 3,4 there
was a decrease in glycosyla-
ted compounds matched by a

concomitant increase in free
forms in all starter cultures
tested. When malolactic fer-
mentation was carried out at
pH 3,2 a significant decrease
in the ability to hydrolyse
aroma precursors was obser-
ved for two of the cultures
tested. Large differences in
the extent of hydrolysis and
in the specificity of this acti-
vity towards specific aroma
precursors were observed,
and appeared related to the
chemical structure of the
aglycon as well as to indivi-
dual characteristics of each
starter culture. The amounts
of glycosylated aroma com-
pounds released during ma-
lolactic fermentation suggest
that O. oeni can alter the sen-
sory characteristics of wine
through the hydrolysis of
aroma precursors.

Si ringraziano L. Paronet-
to, P. Vagnoli e I’ Assessora-
to all’agricoltura della Re-
gione Campania per la gen-
tile collaborazione.
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