'Enolo

DAL 1893 LA VOCE DELLA CATEGORIA g

MENSILE DELL'ASSOCIAZIONE ENOLOGI ENOTECNICI ITALIANI. ORGANIZZAZIONE NAZIONALE DI CATEGORIA DEI TECNICI DEL SETTORE VITIVINICOLO -

73° CONGRESSO A TRIESTE e
~ DAL5ALLS LUGLIO 2018 - ASSOENOLOGI

20121 MILANO - VIA PRIVATA VASTO, 3 - TEL 02.99 - FAX 02.99 /. - POSTE ITALIANE - SPEDIZIONE IN ABBONAMENTO POSTALE




SPERIMENTAZIONE

TIROSOLO E
IDROSSITIROSOLO
IN VINI BIANCHI:
VARIABILITA INDOTTA
DAL LIEVITO

DOCUMENTO TECNICO

Viene indagata la variabilita indotta da ceppi di Saccharomyces cerevisiae sulla concentrazione in vini bianchi di tirosolo e
idrossitirosolo, molecole fenoliche presenti anche nell'olio di oliva e di cui sono note molteplici proprieta farmacologiche.
La variabilita dovuta alla semplice scelta del ceppo di lievito & dell'ordine del 35 %.

INTRODUZIONE

e Inun contesto nel quale il mercato pone
sempre maggiore attenzione alla salu-
brita dell'alimentazione in genere, al vino
bianco sono solitamente associati a ri-
guardo minori aspetti di positivita rispet-
to al rosso, principalmente per i minori
contenuti in composti fenolici. Tra questi
- come hanno ricordato recentemente
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Garcia-Garcia et al. (2013) - tirosolo (TYR)
e idrossitirosolo (HYT) (Fig. 1) sono dotati
di significative proprieta farmacologiche
che i collocano tra i composti bioattivi
"multitargeted” (Fernandez-Mar et al.
2012; Orenes-Pifero et al. 2013). Sono
infatti ritenuti capaci di agire non solo da
potenti antiossidanti (Ziogas et al. 2010)
- con applicazioni anche in dermocosme-
tica (Bernini et al. 2012) - ma anche da
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cardioprotettivi (Plotnikov et al. 2007;
Samuel et al. 2006; Bulotta et al. 2014),
antimicrobici (Medina et al. 2006; Cueva
et al. 2012), antimicotici (Slininger et al.
2004), antidiabetici (Hamden et al. 2009),
neuroprotettivi (St-Laurent-Thibault et
al. 2011), anti-infiammatori (Gong et al.
2009) e antitumorali (Sirianni et al. 2010).
o La vasta letteratura che li riguarda li
collega a uno dei prodotti principe del-

I'Enologo | 93



SPERIMENTAZIONE

DOCUMENTO TECNICO

Tab. 1 - Composizione dei mosti Pinot grigio 2014 utilizzati per la sperimentazione.

Acido tartarico

Acidit[égtlith;labile ik Acid[t; ;ll'\jlico Potassio (g/L) APA (mg/L)
SM1 17,8 3,10 8,6 5,1 6,1 1,56 194
RdL 2 18,9 3,06 9,1 5,0 6,3 1,34 214
RdL 4 20,3 3,21 5,5 3,0 41 1,39 163
Rotal 1 18,9 3,12 6,6 2,9 5,3 1,04 212
Rotal 2 19,2 3,21 7,9 5,3 5,2 1,72 194
T —

la dieta mediterranea, 'olio di oliva, nel
quale sono particolarmente presenti pur
con differenze tra varieta e zone di col-
tivazione (Gambacorta et al. 2009); solo
secondariamente la letteratura riporta
dati anche per il vino. Quest'ultimo, tut-
tavia, - benché tendenzialmente, ma non
necessariamente sempre, meno ricco di
tali fenoli che possono essere presenti
comunque fino a qualche decina di mg/L
(Ribéreau-Gayon et al. 2003; Pour Nikfar-
djam et al. 2007; Mandl et al 2017) - &
pero ritenuto una fonte importante di TYR
e HYT nella dieta, benché i biochimismi
di assorbimento, formazione endogena in
humana ed escrezione urinaria, dell'HYT
in particolare, siano piuttosto complessi
e non ben chiariti (de la Torre et al. 2006;
Schroeder et al. 2009; Pérez-Mana et al.
2013). Naturalmente le differenze nel
consumo quotidiano di vino rispetto all'o-
lio hanno il loro peso a riguardo, tuttavia
l'assunzione congiunta di olio d'oliva e

Fig. 1 - Tirosolo (TYR) e idrossitirosolo (HYT).

vino bianco nella dieta e suggerita come
intervento nutrizionale ad attivita antin-
fiammatoria in patologie croniche renali
(Migliori et al. 2015).

o Le vie di formazione di TYR e HYT
nell'olio di oliva o nel vino sono differenti
nelle due matrici. Limitandosi al caso del
vino il TYR ha, analogamente agli altri al-
coli superiori presenti in quella bevanda,
un‘origine fermentativa, specificatamen-
te via transaminazione, decarbossilazio-
ne e successiva riduzione dell’aminoa-
cido corrispondente, la tirosina. L'HYT si
origina invece dal TYR a seguito dell'atti-
vita cresolasica della tirosinasi uvica.

IL tirosolo nel vino

o Il tirosolo & presente in tutti i prodot-
ti fermentati a concentrazioni appros-
simativamente variabili da é a 25 mg/L
(Ribéreau-Gayon et al. 2003), senza va-
riazioni di rilievo tra vini giovani e vecchi
(Sapis e Ribéreau-Gayon 1969) ed a livelli
maggiori nel caso di vino da muffa no-
bile (Biau 1996 in Ribéreau-Gayon et al.
2003). Di Tommaso et al. (1998) riportano
peraltro valori di TYR in vini rossi tra 3,61

trazioni tipiche nell'ordine dei 25 mg/L,
potrebbe contribuire alla sensazione
amara nei vini bianchi, in particolare nel
caso degli spumanti dove la sua concen-
trazione cresce con la rifermentazione;
secondo lo stesso autore tale molecola
inoltre possederebbe un odore che ricor-
da il miele e la cera d'api ma non ¢ noto
se essa contribuisca alle note mielate di
certi vini botritizzati. Il TYR & anche ben
presente nei vini speciali fortificati quali
Porto, Madera e Marsala dove cresce con
l'invecchiamento (Andrade et al. 1998).

L'idrossitirosolo

o L'HYT e stato trovato per la prima vol-
ta in vini italiani (Di Tommaso et al. 1998)
in concentrazioni massime di 4,20 mg/L
e 1,92 mg/L, rispettivamente in rossi e
bianchi, e successivamente anche in vini
greci (Proestos et al. 2005). Relativamen-
te a 7 vini greci analizzati con GC/MS-
SIM, piu recentemente Tourtoglu et al.
(2014) riportano un valore medio di 0,217
mg/L. Altri hanno quantificato la concen-
trazione di HYT tra 1,8 a 3,1 mg/l nei vini
rossi (Minuti et al. 2006) mentre Romboli

HO e 4,80 mg/L, approssimativamente doppi et al. (2013, 2015) hanno riportato conte-
di quelli dei vini bianchi variabili tra 1,42 nuti in vini Sangiovese prodotti in scala
e 2,34 mg/L. Tale distribuzione conferma di laboratorio fino a oltre 25 mg/L, con i
Ho oH precedenti osservazioni, diautorie suvini  valori maggiori in corrispondenza con gli
N francesi, riportate da Nykanen (1983) che ~ andamenti fermentativi piti lenti o in con-

o Idrossitirosolo indicano concentrazioni fino a 45 mg/L  dizioni fermentative non aerate.

per vini rossi e 28 mg/L per vini bianchi.
Comunque, valori prossimi o superiori ai
40 mg/L sono stati trovati anche in Rie-
sling germanici normalmente vinificati in

e La quantita di HYT nell'uva e nel vino
non sembrerebbe essere influenzata dal-
le condizioni ambientali del sito di colti-
vazione, ma dalla varieta per la presenza

OH
Tirosol bianco e in Mueller-Thurgau vinificati in ~ genetica di un determinato contenuto
roselo rosso (Pour Nikfardjam et al. 2007). Jack- ~ amminoacidico nel frutto stesso (Fortes
son (2000) ritiene che il TYR, per concen-  Gris et al. 2011). Naturalmente 'apporto
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o meno di azoto aminoacidico durante la
vinificazione puo essere all'origine di una
pil 0 meno marcata variabilita in quanto
incidente sul tenore e/o sulla metaboliz-
zazione di tirosina, aminoacido precurso-
re del TYR da cui U'HYT si potrebbe for-
mare durante la fermentazione alcolica
grazie alla presenza di enzimi endogeni
come la polifenolossidasi (PPO) dell'uva
(Garcia-Garcia et al. 2013). Analogamen-
te, non sono probabilmente da escludere
né l'effetto di eventuali concimazioni azo-
tate in vigna né l'incidenza di alterazio-
ni fungine dell'uva che possono incidere
sulle polifenolossidasi sia di origine uvica
che fungina.

La tecnica di vinificazione

Riassumendo, relativamente al ruolo
della tecnica enologica nel condizionare i
tenori dei due fenoli la letteratura riporta
differenze tra prodotti da vinificazione in
rosso, piu dotati, rispetto a prodotti da vi-
nificazione in bianco e contenuti maggiori
su vini da uve con muffa nobile o fortifica-
ti invecchiati o in relazione ad andamenti
fermentativi piu lenti o in assenza di os-
sigeno. L'effetto dell’andamento fermen-
tativo non ha trovato tuttavia conferma in
studi pil recenti relativi a vinificazioni in
rosato con vari ceppi di lievito (Mandl et
al. 2017). Sanz et al. (2012) hanno rileva-
to come la presenza di TYR e HYT possa
derivare anche dall'uso in vinificazione di
botti di legno, con differenziazioni signifi-
cative tra le specie botaniche.

In particolare il frassino & distinguibile
per la maggiori cessioni rispetto a cilie-
gio, castagno e acacia, o anche quercia;
tuttavia, poiché per il TYR la via di forma-
zione quantitativamente preponderante
e quella fermentativa, questo composto
non ¢ utilizzabile come marker di distin-
zione dell'impiego o meno del legno di
frassino durante la vinificazione.

Il presente lavoro ha inteso approfon-
dire la variabilita indotta dal processo
di vinificazione sul contenuto di tirosolo
e idrossitirosolo misurati in vini bianchi
prodotti con differenti ceppi di lievito.

MATERIALI
E METODI

Fermentazioni

Sette comuni ceppi commerciali di lie-
vito (A, Zymaflore VL1, Laffort; B, Fermol
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Arome Plus, AEB Group; C, AWRI 796,
Maurivin; D, La Claire EM2, Pall Food &
Beverages; E, VIN13, Anchor Wine Ye-
ast; F, VL3, Laffort; G, Mycoferm CRU
31, Ever-Intec) sono stati utilizzati sin-
golarmente alla dose di 150 mg/L di lie-
vito secco, previa reidratazione in acqua
(36°C per 30 min), per la fermentazione
di 5 mosti di Pinot grigio provenienti da
San Michele all'Adige (SM 1], dalla Piana

Rotaliana (Rotal 1; Rotal 2) e da Roveré
della Luna (RdL 2; RdL 4).

| mosti erano stati precedentemen-
te chiarificati (36 h, 10°C, < 100 NTU) e
solfitati (20-30 mg/L SO2) e, al momento
dell'inoculo, avevano una carica micro-
bica spontanea inferiore alle 50000 cell/
mL. La fermentazione & stata condotta a
18-21°C ed e stata considerata conclusa
quando i solidi solubili non scendevano di

Fig. 2 - Evoluzione della concentrazione [media e deviazione standard) di tirosolo e idrossitirosolo da mosto a vino.
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Fig. 3 - Concentrazione di idrossitirosolo (HYT) e tirosolo (TYR] in vini Pinot grigio di varia origine. Ogni isto-
gramma ¢é la media di 7 fermentazioni condotte con lieviti diversi.
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Siriporta la significativita al test LSD di Fisher per p<0.05 all'interno dello stesso composto o per la somma dei due.
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almeno 0,2 °Bx in 24 ore.

e Nessuna agitazione e movimentazio-
ne del mosto & stata realizzata nel corso
delle fermentazioni per evitare possibili
effetti di incremento del tirosolo dovuti a
tale pratica, come osservato per le birre
(Szlavko 1973). | vini sono stati quindi sol-
fitati con 80 mg/L e travasati con la loro
limitata feccia fine di fermentazione, ope-
rando sotto battente di argon.

e La conservazione € avvenuta in conteni-
tori colmi mantenuti al buio in cella frigo
(4°C) fino al momento dell'analisi, 3 mesi
piu tardi.

Analisi

o L'analisi di TYR e HYT é stata realizzata
per cromatografia liquida e spettrome-
tria di massa ad alta risoluzione secondo
quanto riportato in Barnaba et al. (2015).
Tutte le determinazioni analitiche, cosi
come le attivita di vinificazione semi-in-
dustriale, sono state realizzate presso
i laboratori e la Cantina Sperimentale
del Centro di Trasferimento Tecnologi-
co della Fondazione E. Mach a Michele
all'Adige (TNJ.

o L'elaborazione statistica dei dati & sta-
ta realizzata con le procedure del pac-

chetto software STATISTICA v. 8.0 (Stat-
Soft. Inc., Tulsa, OK, USA).

RISULTATI E
DISCUSSIONE

o La composizione dei mosti originari,
riportata nella Tab. 1, non evidenzia al-
cuna criticita di pregiudizio al regolare
decorso della fermentazione alcolica. In
considerazione dei valori piuttosto bassi
del pH, i mosti sono stati aggiunti di soli
20-30 mg/L di solforosa. Analogamente,
in considerazione della dotazione natura-
le di solidi solubili relativamente limita-
ta, in fase prefermentativa ogni mosto &
stato arricchito con saccarosio fino ad un
alcol potenziale tra 11,8 e 12,8 %vol. La
dotazione di azoto prontamente assimila-
bile (APA) non é stata invece modificata
essendo gia di per sé adeguata e ten-
denzialmente elevata nel panorama dei
mosti italiani (Nicolini et al. 2004), com'e
tipico per il vitigno in Trentino.

TYR e HYT nei mosti e nei vini

o Nei 5 mosti di partenza, il contenuto
di TYR variava rispettivamente tra 0,068

Fig. 4 - Concentrazione media (n=5) di idrossitirosolo (HYT) e tirosolo (TYR) in vini bianchi prodotti con differenti

ceppi commerciali di Saccharomyces cerevisiae.
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Si riporta la significativita al test LSD di Fisher per p<0.05 all'interno dello stesso composto o per la somma dei due.
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e 0,144 mg/L, con media di 0,116 mg/L;
quello dell'HYT tra 0,043 e 0,180 mg/L,
con media di 0,093 mg/L e il rapporto
TYR/HYT tra 0,6 e 2,8, con media di 1,6.
Come atteso in relazione all'origine dei
composti, TYR e HYT aumentavano nel
passaggio dai mosti ai relativi vini otte-
nuti con i 7 ceppi di lievito; piu specifica-
tamente, il TYR cresceva mediamente di
circa 60 volte e ['HYT di circa 20. (Fig. 2).
o | contenuti di TYR osservati nei vini -
varianti tra 4,2 e 15,5 mg/L e con media
(n=35) di 7,1 mg/L - sono risultati coe-
renti con i dati di letteratura (Nikanen
1983; Ribereau-Gayon et al. 2003) e mag-
giori rispetto a quanto trovato per i vini
bianchi da Di Tommaso et al. (1998). An-
che alle concentrazioni massime da noi
osservate, il TYR non dovrebbe contribui-
re alla sensazione amara (Jackson 2000).
o | contenuti di HYT - tra 0,33 e 3,45 mgl/L,
con media (n=35) di 1,84 mg/L - sono
tendenzialmente maggiori di quelli di Di
Tommaso et al. (1998) per i 5 vini bianchi
da loro analizzati.

o La sommatoria di TYR e HYT variava tra
5,1 e 16,2 mg/L, con media di 8,7 mg/L.
Le quantita prodotte in fermentazione
sono risultate marcatamente e significa-
tivamente differenziate in base al mosto
di partenza (Fig. 3).

o Il rapporto TYR/HYT nei vini & risultato
maggiore rispetto a quello misurato nei
mosti e notevolmente differenziato, va-
riando in media tra 2,3 e 21,2 circa in base
all'origine del mosto. Nell'insieme dei 35
vini prodotti, la concentrazione dell'HYT
era tra il 4 e il 53% di quella del TYR.

Effetto del ceppo di lievito

o La valutazione statistica delle eventuali
differenze tra comuni ceppi commerciali
di Saccharomyces cerevisiae € stata re-
alizzata previa normalizzazione dei dati
(media = 0; dev.st = 1) all'interno di cia-
scuna massa originaria di mosto sottopo-
sto a fermentazione; questo, per la gran-
de variabilita esistente dovuta al mosto di
partenza e al fine di meglio soddisfare i
prerequisiti dell'’ANOVA. Le differenze tra
i ceppi sono state valutate con il test della
differenza minima significativa (LSD test)
di Fisher (p<0.05).

® Sono emerse differenze statisticamen-
te significative tra ceppi sia per i contenu-
ti di TYR e di HYT che per la loro somma
(Fig. 4). Relativamente al TYR, si differen-
zia solamente il ceppo A dal G, quest'ul-
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timo con contenuti, in media, maggiori
del 37 % rispetto al primo. Relativamente
all'HYT, le differenze riguardano il solo
ceppo F rispetto ai ceppi A, C e D il quale
ha prodotto mediamente un 34 % in piu di
HYT rispetto al ceppo minor produttore,
C. Quanto alla somma dei due fenoli, si
differenziano i ceppi F e G, con contenuti
medi prossimi ai 10 mg/L, rispetto al cep-
po A (7,53 mg/L); F ne ha prodotto media-
mente il 32% rispetto ad A.

Relativamente al rapporto TYR/HYT,
la variabilita del valore medio tra i ceppi
estremi e di circa un +22% per il ceppo G
rispetto al ceppo A.

CONSIDERAZIONI
CONCLUSIVE

In conclusione, i contenuti di tirosolo
e idrossitirosolo da noi osservati in que-
sta sperimentazione su vini bianchi sono
coerenti con i dati di letteratura. La con-
centrazione di tirosolo & sempre stata
maggiore di quella di idrossitirosolo e la
variabilita osservata in relazione ai mosti
di partenza é risultata in generale mag-
giore di quella legata al ceppo di Saccha-
romyces cerevisiae utilizzato.

La variabilita dovuta al ceppo € stata
dell'ordine del 35 % circa, corrispon-
dente mediamente, nel caso specifico di
questa sperimentazione, a circa 2.5 mg/L
della somma dei 2 fenoli. Benché non
elevatissima, qualora sfruttata potrebbe
comungque costituire un ulteriore tassello
all'interno della dieta mediterranea nel
miglioramento delle caratteristiche utili
dal punto di vista salutistico.

SUMMARY

Tyrosol and hydroxytyrosol in white
wines and yeast-related variability.
The variability of tyrosol (TYR) and hy-
droxytyrosol (HYT) produced by common
Saccharomyces cerevisiae yeast strains
(Zymaflore VL1; Fermol Arome Plus;
AWRI 796; La Claire EM2; Anchor VIN13;
Zymaflore VL3; Mycoferm CRU 31] was
investigated. 5 Pinot gris juices from
different vineyards were fermented on
semi-industrial scale, at 18-21°C, with
the 7 strains. In the transition from jui-
ce to wine, the mean concentrations of
TYR and HYT increased about 60 and 20
times. In wine, TYR ranged between 4.2
and 15.5 mg/L, and HYT between 0.33
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and 3.45 mg/L confirming the values in
the literature. Statistically significant
differences have been observed betwe-
en yeast strains, both for TYR and HYT,
and maximum variability between strain
mean concentrations was about 35%.
The variability linked to the origin of the
juice was higher than that linked to the
yeast strain.
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