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SELEZIONE DI LIEVITI AUTOCTONI
DA UVE E CANTINE IRPINE PER LA
VINIFICAZIONE DI VINO AGLIANICO

L'obiettivo del lavoro ¢ stata la selezione di nuove miscele di lieviti autoctoni isolati dalla microflora di uve
Aglianico, da cantine artigianali Irpine e l'impiego nel processo di vinificazione per migliorare le caratteri-
stiche organolettiche e sensoriali del vino. I lieviti selezionati sono stati identificati con tecniche moleco-

lari ed ascritti alle specie S. cerevisiae ed H. uvarum.

INTRODUZIONE

m La cultivar Aglianico & un vitigno a buccia
nera di origine greca, autoctona dell'Irpinia,
una piccola area della regione Campania. Fin
dall'antichita il vino viene prodotto dalla fer-
mentazione spontanea del mosto, avviata
dai lieviti indigeni presenti sulle uve e sulle
attrezzature di cantina."? La microflora nativa
dell'uva, essendo preponderante € responsa-
bile dell'innesco e delle prime fasi del proces-
so di vinificazione e principalmente composta
da lieviti non-Saccharomyces caratterizzati da
un basso potere fermentativo. Ma, con il pro-
cedere della fermentazione alcolica, i lieviti
fermentativi o “di cantina”, appartenenti ai
Saccharomyces "sensu stricto”, tra cui la specie
S. cerevisiae, diventano predominanti e van-

no a sostituire man mano quelli non-Saccha-

romyces, durante le fasi intermedie e finali del

processo fermentativo. Ogni cantina e carat-
terizzata da una propria microflora fermenta-
tiva originata dalla selezione, in tempi molto
lunghi, dei lieviti "residenti". Recentemente,
per controllare il processo di vinificazione e
standardizzare la qualita del prodotto, € stato
introdotto ['utilizzo di starter selezionati com-
posti prevalentemente da lieviti S. cerevisiae.
Tuttavia, questa procedura richiede linibizio-
ne della crescita dei lieviti non-Saccharomyces
che, invece contribuiscono notevolmente
alla qualita del vino®. Infatti, nella prima fase
della fermentazione queste specie utilizzano
zuccheri e amminoacidi del succo d'uva, gene-
rando una sufficiente quantita di metaboliti
finali che concorrono a dare un'impronta al ca-
rattere del vino. In particolare, sono coinvolti
nella determinazione del colore e della com-
plessita aromatica del vino, determinanti per
definire la tipicita del prodotto. Molti Studiosi
ed esperti del settore, stanno promuovendo
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['utilizzo di lieviti selezionati autoctoni per la
vinificazione, poiché sono stati evidenziate
differenze positive nella composizione qua-
litativa e quantitativa dei composti volatili*®.
Lo scopo di questo lavoro é stato la selezione
di nuove miscele di colture di lievito isolate
dalla microflora autoctona di uve Aglianico e
da cantine, situati in Irpinia, e il loro impiego
nel processo di vinificazione, per migliorare le
caratteristiche organolettiche e sensoriali del
vino preservando cosi le peculiarita di questo
prodotto tipico regionale.
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MATERIALI
E METODI

Isolamento e identificazione
molecolare di lieviti

M | campioni di uva e mosti di Aglianico sono
stati sottoposti ad analisi microbiologiche
per isolare le diverse componenti lievitifor-
mi. Dai campioni di uva sono stati prelevati
10 g e posti in sacchetti sterili, addizionati
con 90 mL soluzione Ringer ed omogeneiz-
zati in Stomacher 400 Circulator (PBI, Italia),
da questi sono state preparate le diluizioni
seriali e piastrate su due diversi substrati:
WL agar Nutrient e Lisina-agar (Oxoid; Ham-
pshire, UK)"®. Su WL i lieviti sono stati distinti
per le diverse colorazioni e morfologie delle
colonie. La ricerca dei lieviti non-Saccha-
romyces e stata effettuata sul Lisina-agar, in
cui i Saccharomyces spp. non sono in grado
di crescere®. L'identificazione delle specie di
appartenenza dei lieviti isolati & stata con-
dotta mediante l'analisi del dominio D1/D2
della sequenza 26S rDNA. La regione geneti-
ca e stato amplificata mediante PCR diretta-
mente da singole colonie di lievito, secondo
il protocollo descritto da Arroyo-Lopez et
al™. | primers standard utilizzati sono stati
quelli comunemente indicati, NL1 e NL4,
dalla letteratura scientifica'.

Determinazione del potere
fermentativo dei lieviti

M || test é stato realizzato su 100 mL di mosto
pastorizzato (100°C per 30 min) inoculati con
1% (v/v) di una brodocoltura di 24 h. Le pro-
ve di fermentazione sono state effettuate in
beute incubate in agitatore orbitale a 28°C,
con agitazione di 200 rpm (New Brunswick
Scientific Co., Inc., USA). La diminuzione del
peso, causata dalla produzione di CO; € stata
misurata giornalmente fino al raggiungimen-
to del peso costante per tre giorni. Il vigore
fermentativo é stato espresso come g di CO,
per 100 mL di mosto.

Selezione dei lieviti
per la resistenza al biossido di zolfo

M Le prove di fermentazione sono state ef-
fettuate su mosto pastorizzato e inoculato

Fig. 1 - Cinetiche delle prove di fermentazione in mosto di Aglianico con gli starter ST1 (H.uvarum+S.
cerevisiae) e commerciale ST5 (S.cerevisiae 254D-ICV). | valori sono le medie di tre analisi per ogni cam-
pioni, le barre verticali rappresentano la deviazione standard (RSD<5%)
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con 1% di una brodocoltura di 24 h. E' sta-
to utilizzato come fonte di biossido di zolfo
il metabisolfito di potassio (MBK) (Sigma-Al-
drich; St. Louis; MO; USA) e la resistenza dei
lieviti e stata testata alle concentrazioni di
100 e 250 mg/L. Le prove sono state esegui-
te a 28°C per 7 giorni'.

Preparazione della biomassa

M | ceppi di lievito selezionati sono stati ino-
culati in 100 mL YPD brodo (1% estratto di
lievito; 2% destrosio; 2% peptone) ed incuba-
ti in agitatore orbitale a 28°C per 24 h a 200
rpm. La brodocoltura di lievito é stata usata

1b

perinoculare (1% v/v) 10 L di YPD brodo in un
impianto pilota di fermentazione. La biomas-
sa ottenuta é stata conservata a 4°C.

Vinificazione

M Le Uve di Aglianico sono state raccolte a
18,4°Brix, diraspate, pigiate e poi fermenta-
te in presenza delle bucce. Al mosto e stato
addizionato MBK per una concentrazione fi-
nale di 100 mg/L e, dopo sono stati aggiunti
20 mg/L di Trenolin® Rouge DF enzima pec-
tolitico (Erbsloh Geisenheim AG, Geisenheim,
Germania), ed é stato tenuto a 18°C per 18h.
Il mosto e stato poi diviso in due serbatoi
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da 30 L, portati a 26°C. Un serbatoio ¢ stato
inoculato con lo starter ST1 contenente S.
cerevisiae FLOSW4 e H.uvarum AGSW15 (3 x
108 UFC/mL) e l'altro serbatoio usato come
controllo e stato inoculato con 0,15g/L (3,2
x10'° UFC/q) di S. cerevisiae 254D-ICV, Lalvin
(Lallemand-ltalia), starter ST5, precedente-
mente reidratato secondo le istruzioni del
produttore. All'inizio della fermentazione
sono stati aggiunti un mobilizzante ed un nu-
triente (0,2 g/L VitaDrive®, Vitamon® Combi
da Erbsloh). Inoltre, a meta fermentazione, &
stata aggiunta un'altra aliquota del nutrien-
te, alla stessa concentrazione. Il processo
di fermentazione & stato completato in 15
giorni e, quando la concentrazione di zucche-
ri residui ha raggiunto un valore inferiore a
2 g/L, sono stati aggiunti 60 mg/L di MBK. Il
vino é stato decantato in presenza di aria per
3 giorni, e poi lasciato per 10 giorni senza ae-
razione.

DETERMINAZIONE

DEL PROFILO DEI
COMPOSTI VOLATILI
MEDIANTE SPME-GC/MS

Condizioni SPME

M La fibra SPME (PDMS-100 pm, polidimetil-
silossano) e stata condizionata in base alle
istruzioni del produttore prima dell'uso.
In una vial per lo spazio di testa, da 20 mL,
sono stati aggiunti 5 mL divino insieme a3 g
di NaCl ed ottan-3-olo, usato come standard
interno, in soluzione idroalcolica (1/1, v/v) a
100 pg/L. La soluzione é stata omogeneizza-
ta su agitatore e poi caricata su autocampio-
natore Gerstel. Il protocollo eseguito preve-
deva agitazione della vial a 250 rpm per 5 min
a 40°C ed inserimento della fibra, per il cam-
pionamento dello spazio di testa per 30 mi-
nutia 40°C. Infine, il desorbimento della fibra
all'interno dell'iniettore a 240°C per 30 min'>.

Condizioni GC/MS

m Le analisi Gas Cromatografiche sono sta-
te condotte utilizzando un 7890 Agilent GC
accoppiato ad uno Spettrometro di Massa
Agilent 5975 equipaggiato con un autocam-

pionatore MPS2Gerstel. La Colonna capillare
impiegata era HP-Innowax (Agilent technolo-
gies) (30 m x 0,25 mm id. 0,50 ym spessore
fase stazionaria) e l'elio era il gas di traspor-
to. E stata usata una iniezione Splitless. La
temperatura iniziale del forno ¢ stata settata
a 40°C per 1 min ed incrementata in 4 step:
40-60°C a 2 °C/min; 60-150°C a 3°C/min,
150-200°C a 10°C/min e 200-240°C a 25°C/
min; la temperatura finale € stata mantenuta
per 7 min. Le temperature dell'iniettore, del
quadrupolo, della sorgente e della transfer
line erano mantenute a 240°C, 150°C, 230°C
e 200°C, rispettivamente. Gli spettri di mas-
sa in ionizzazione elettronica ed in modalita
scansione completa, sono stati ottenuti a
70eV di energia degli elettroni nell'interval-
lo 40-300 amu. | picchi sono stati identificati
usando le librerie NIST 98 e Wiley. La quanti-
ficazione ¢ stata ottenuta usando la concen-
trazione relativa in pg/L di standard interno,
calcolato come il rapporto tra l'area di ogni
composto e l'area dello standard interno. |
campioni sono stati analizzati in triplicato e
i bianchi sono stati realizzati usando una vial
vuota ogni due campioni analizzati'.

RESULTATI E
DISCUSSIONE

Analisi
microbiologiche

m Come gia riportato in letteratura®™, ['ana-
lisi microbiologica delle uve di Aglianico ha
rivelato la presenza di specie di lievito ap-
partenenti, principalmente, ai generi Hanse-
niaspora, Kloeckera, Metschnikowia, Candida
e Saccharomyces in accordo con Beltran et
al.'®. D'altra parte, i ceppi di lievito identifica-
ti come Saccharomyces spp. risultano essere i
pitirappresentativi nella microflora di cantina
come riportato, anche, da Ciani et al."". Inol-
tre, alcuni lieviti appartenenti ai generi Han-
seniaspora, Kloeckera, Metschnikowia sono
risultati essere predominanti nel mosto con
MBK e nei primi giorni del processo fermen-
tativo in accordo con Hierro et al. e Fleet 182,
B La selezione tecnologica riguardante la
valutazione di alcuni requisiti tecnologici
importanti come [a resistenza al biossido di
zolfo, il potere alcoligeno ed il potere fer-
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mentativo (dati non mostrati), condotta sui
lieviti isolati in questo studio hanno indicato
cheidue ceppi, FLOSW4 e AGSW15, apparte-
nenti a Saccharomyces e non-Saccharomyces
spp., mostravano le migliori performances
tra i ceppi di lievito isolati. Questi due ceppi
sono stati identificati come appartenenti alle
specie S. cerevisiae e H. uvarum dall'analisi del
dominio D1/D2 della sequenza 26S rDNA.

Le vinificazioni sperimentali effettuate su
mosto di uva Aglianico inoculato con la mi-
scela di lieviti selezionati autoctoni hanno
mostrato che questi lieviti erano in grado
di innescare e completare la fermentazione
alcolica lasciando un residuo zuccherino infe-
riorea2g/L.

M La Fig. 1 mostra le cinetiche di fermenta-
zione ottenute impiegando lo starter autoc-
tono (ST1) ed il lievito commerciale (ST5),
usato come controllo. Le curve di crescita
dello starter autoctono, ST1 (Fig. 1b), ha
mostrato che il ceppo nativo di S. cerevisiae
(FLOSW4) e il lievito non-Saccharomyces (H.
uvarum AGSW15) sono stati in grado di avvia-
re e completare il processo di vinificazione.
Dopo 3 giorni, la popolazione di lieviti sele-
zionati autoctoni era superiore a 10*7 ufc/
mL ed é stata in grado di crescere nel tempo.
Invece, nella Fig. 1a, viene riportata la cresci-
ta dello starter commerciale ST5, il quale pur
portando a fine il processo fermentativo non
@ stato in grado di inibire la crescita dei lieviti
indigeni non-Saccharomyces, che sono rima-
sti durante tutto il processo di vinificazione,
come gia riportato*'. | dati ottenuti hanno
dimostrato che il ceppo di S.cerevisiae autoc-
tono ha avuto un comportamento simile a
quello del ceppo commerciale S. cerevisiae,
nel predominare la microflora indigena del
mosto e pilotare la fermentazione alcolica.
Inoltre ha mostrato la capacita di modulare la
crescita dei lieviti non-Saccharomyces, come
gia riportato®.

Composti volatili
identificati mediante
analisi SPME-GC/MS

M | dati relativi ai composti volatili identifi-
cati nei campioni di vino Aglianico mediante
SPME-GC/MS, sono riportati nella Tab. 1, e
concordano, in generale, con quelli citati in
letteratura®'?2, In particolare, in accordo con
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Tab. 1 - Quantificazione dei composti volatile identificati nel vino prodotto da ST1 (H.uvarum+S.cerevisiae) e lievito commerciale ST5 (S.cerevisiae 254D-ICV) .

ST5(ug/L£SD) ST1(ug/L£SD) Descrittore aromatico*

Esteri e Acetati

etil acetato 2410,1 t 269 2744,1 + 38,0 Fruttato

etil propanoato 455 + 05 30,8 t 04 Fruttato
etilisobutirrato 432 % 05 275 £ 04 Fruttato

isobutil acetato 250 £ 03 259 £ 04 Fruttato, banana
etil butanoato 1251 t 1,4 134,3 + 19 Fruttato
etil,2-metilbutanoato 21,0 t 02 23,7 t 03 Fruttato
etilisovalerato 203 £ 0.2 248 £ 03 Fruttato
isoamilacetato 853,4 + 95 842,7 + 11,7 Banana

etil caproato 1165,6 + 130 1736,5 + 241 Fruttato

esil acetato 239 * 03 202 £ 03 Fruttato, pera
etil lactato 2346 * 26 3698 * 5,1 Lattico, lampone
etil caprilato 3664,0 + 40,8 5915,9 + 819 Ananas, pera

etil caprato 2020,2 t 225 3349,2 t 464 Fruttato, grassi, piacevole
dietil succinato 566,4 t 63 625,3 t 87 Fruttato leggero
etil 9-decenoato 202 = 0.2 583 * 08 Fruttato
Fenetilacetato 70,2 t 08 46,5 £ 06 Floreale

etil dodecanoato 1646 * 18 672,1 + 93 Floreale, fruttato
Alcoli e tioli

etanolo 19776,6 * 2204 201981 * 2797 Alcol

isobutanolo 802,5 + 90 699,3 t 97 Alcol

1-butanolo 206 * 02 135 * 02 Alcol

isoamile alcol 92113 = 1027 95883 * 1328 Fusel
1-pentanolo,4-metile 5,7 + 01 74 £ 01 Mandorla
1-pentanolo,3-metile 16,6 + 0,2 21,5 + 03 -

1-esanolo 3088 t+ 34 3303 * 46 Erbaceo
3-esen-T1-olo (E) 6,9 + 0,1 6,1 £ 0,1 Erbaceo
3-esen-1-olo (2) 25 = 00 21 + 0,0 Erbaceo
2,3-butandiolo 6098 * 0,68 28,51 + 0,39 Fruttato
2-feniletanolo 1531,2 £ 171 1406,4 * 195 Floreale
metionolo 8,9 t 0,1 6,8 £ 0,1 Patata, aglio
Acidi

acido acetico 263,5 t 29 293,7 t 41 Aceto, pungente
acido esanoico 47,1 + 05 234 * 03 Formaggio, pungente
acido ottanoico 286,2 t 32 377,5 £ 52 Grasso, formaggio
acido decanoico 14,1 + 02 1623 * 23 Sapone, grasso
acido dodecanoico 388 * 04 139 * 02 Grasso

Fenoli volatili

p-creosol 114 £ 0,1 38 t 01 Vaniglia, fenolico
4-etilguaicolo 93 * 0,1 575 * 08 Chiodi di garofano
4-etilfenolo 385 * 04 1555 % 2,2 Pelle, fFumoso
Terpeni

limonene 168 % 02 153 % 0,2 Agrume
a-terpinene 10,6 + 01 4,5 t 01 Limone, fruttato
linalolo 405 t 05 225 * 03 Rosa
B-citronellolo 29,1 + 03 357 % 05 Lime
a-terpineolo 98 + 0,1 40 % 01 Pesca, fruttato
geraniolo 65 = 01 4,1 t 01 Rosa, geranio
nerolidolo 69,7 08 100 = 01 Floreale
2,3-diidrofarnesolo 107 % 01 1970 % 27 Floreale
farnesolo 141 % 02 199 % 03 Floreale, fresco
Lattoni

butirrolattone 168 £ 02 142 t 02 Dolce, caramello
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Romano et al?, e da sottolineare che le dif-
ferenze nella composizione delle molecole
volatili dei campioni di vino ottenuti utiliz-
zando diverse specie di lievito, sembrano
essere quantitative piuttosto che qualita-
tive. Gli esteri etilici di acidi grassi a catena
lineare e gli acetati di alcoli superiori sono
gli esteri dominanti nei campioni di vino e
si formano durante il processo di fermen-
tazione alcolica. | composti aromatici quali,
acetato di isoamile, etil caproato, etil capri-
lato, etil caprato e dietil succinato sono stati
rilevati come i principali esteri. Inoltre, sono
stati identificati altri tipi di acetati come eti-
le acetato, esile acetato e feniletile acetato.
M Gli acidi esanoico, ottanoico, decanoico e
dodecanoico, che contribuiscono all'aroma
del vino, sono stati individuati come gli acidi
piu abbondanti. Gli acidi, enzimaticamente
prodotti durante la fermentazione, costitu-
iscono un importante gruppo di composti
aromatici che possono contribuire con note
di formaggio, grasso e pungente. Normal-
mente, la presenza di acidi grassi C6-C10 e
legata alla comparsa di odori negativi, ma
essi sono molto importanti per ['equilibrio
aromatico nel vino, perché contrastano li-
drolisi del corrispondente estere®.

m Nel gruppo degli alcoli, sono stati identi-
ficati oltre ad etanolo, anche alcol isobutili-
co, 1-butanolo, alcol isoamilico, 1-esanolo,
1-pentanolo-4-metile, 1-pentanolo-3-meti-
le, 3-esen-1-olo(2), 3-esen-1-olo (E), 2-fenile-
tanolo e traitioli, il metionolo. I terpeni, che
svolgono un ruolo importante nella compo-
sizione aromatica del vino, sono stati spesso
utilizzati per differenziare le diverse cultivar
di uva®.

M In particolare, tra i composti di questa
classe, linalolo, limonene, a-terpinene, ne-
rile acetato, a-terpineolo, geraniolo, nero-
lidolo, B-citronellolo, 2,3-diidrofarnesolo
e farnesolo sono stati identificati nei cam-
pioni di vino Aglianico. Inoltre, sono stati
identificati i fenoli volatili, 4-etilfenolo e
4-etilguaiacolo. Tra gli esteri, etil caproato,
etil caprato ed etil caprilato, che sono re-
sponsabili dell’aroma di fruttato, mela ver-
de e di sapone, sono presente in maggiore
concentrazione soprattutto nelvino ottenu-
to utilizzando lo starter autoctono (ST1). An-
che la quantita di dietil succinato, che contri-

buisce principalmente a creare il corpo del
vino?® e presente in quantita piu elevata nei
vini ottenuti utilizzando lo starter ST1.

W Traiterpeni,in particolare il 2,3-diidrodro-
farnesolo ¢ a livelli pit elevati nel vino speri-
mentale rispetto a quello controllo. Questo
composto sesquiterpenico, noto per le sue
proprieta antiossidanti, antinfiammatorie,
antibatteriche e anti-cancerogene, puo deri-
vare direttamente dalle uve e/o da reazioni
di riarrangiamento durante il processo di vi-
nificazione e/o processi di invecchiamento.
Poiche é stato indicato che questi composti
idrofobici, presenti in diversi frutti e verdu-
re, hanno effetti benefici per la salute a lun-
go e medio termine, si potrebbe considera-
re che anche il vino Aglianico sperimentale
abbia queste proprieta salutari?’.

W Per quanto riguarda gli alcoli totali, la loro
quantita e superiore nei vini prodotti da ST1
rispetto a quelli ottenuti dal lievito com-
merciale (ST5). D'altra parte nella classe dei
fenoli il 4-etilguaiacolo e il 4-etilfenolo sono
pit abbondanti nel vino con ST1.

B Questi composti possono influenzare ne-
gativamente la qualita del vino producendo
cattivi odori. In particolare, la presenza di
etilifenoli (4-etilfenolo e 4-etilguaiacolo) nel
vino rosso puo conferire I'odore "fenolico”.
Nel vino con ST1 il 4-etilguaiacolo & ad un
livello piu alto rispetto alla corrispondente
soglia olfattiva. Il dato rilevante ottenuto e
cheilvino Aglianico sperimentale contiene il
composto 2,3-diidrofarnesolo, appartenen-
te alla classe dei sesquiterpenoidi che ha dei
potenziali effetti benefici sulla salute?’.

CONSIDERAZIONI
CONCLUSIVE

M La fermentazione condotta con la nuova
miscela multipla di lieviti autoctoni ha mo-
strato differenze positive rispetto ai lieviti
commerciali. | risultati hanno dimostrato
che i due ceppi S. cerevisiae ed H. uvarum
selezionati hanno dominato con successo il
processo di vinificazione e il vino Aglianico
ottenuto ha mostrato una maggiore quanti-
ta di esteri, responsabili del sapore fruttato
e mela verde che esaltano la complessita
aromatica e la forza del "terroir". [ |
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