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zione feroce nell’aggredire
un tema cosi lungo e diffici-
le quale ¢ il miglioramento
' genetico, hanno in comune
il coraggio e la sfrontatez-
za del nuovo. La bellezza
del mondo vitienologico
risiede nella meraviglia del
prodotto che tanto ispi-
ra, dalla cultura letteraria
all’arte enogastronomica. Tuttavia, secondo noi, la bellezza della vite sta
nell’infinita potenzialiti della sua biodiversita, molta della quale inesplo-
rata. Questa affascinante bellezza, che comporta rischi e fatica per esse-
re espressa al meglio, potra ripagare dieci, cento volte gli sforzi fatd per
portarla alla luce, ma ci vuole coraggio, e bravura come in ogni arte. E se
da una parte il fascino della novitd puo appagare chi ricerca il nuovo, I'i-
nespresso di una specie cosi tanto legata alla storia dell'nomo, non si deve
dimenticare che, dalla nascita dell’agricoltura a oggi, I'uomo ha trovato
nella ricerca e nella sperimentazione le soluzioni naturali offerte dalla
Natura stessa, quali le resistenze ai patogeni che la pianta da sola € in gra-
do di costruirsi nella sua convivenza in competizione coi suoi patogeni.
Se ¢& vero che, ad esempio, oggi tutti i pomodori coltivati contengono nel
proprio patrimonio genetico resistenze alle maggiori patologie e si difen-
dono prevalentemente da soli, perché non dovrebbe essere cosi anche
per la vite? La societa civile ce lo chiede a gran voce: accanto alle tecni-
che agronomiche e ai prodotti naturali alternativi, abbiamo I’obbligo di
esplorare e utilizzare i prodotti del miglioramento genctico, mantenendo
quanto piu possibile le qualita dei migliori vitigni, fino ad oggi selezionati
principalmente solo per la qualita dell’uva.

La strada puo essere lunga, mai successi di alcuni di noi sono gia presenti
sul mercato, e a questi si aggiungeranno una valanga di prodotti che ri-
chiedono “solo” il coraggio ¢ la passione di chi nel mondo vitienologico
vive, con lungimiranza, 'amore per la vite e i suoi prodotti, nell’ottica di
una vera e duratura sostenibilita.
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Le proteine del lievito:
ulteriore strumento
per la stabilita proteica dei vini

di Emilio Celotti, Andrea Natolino,
Tomas Roman, Adelaide Gallo

Abstract
\EES% wine production and storage, several defects can appear.
These can be due io unwanted microbiological activity or unstable

levels of some compounds, resulting from an unbalanced grape chemical
composition or inadequate winemaking practices and storage condiiions.
Several approaches can be adopted 1o reduce wine instability, in general
by several fining agents or additives, and technologies with different per-
Jformances and impacts on wine quality.

The yeast proteins exiracts (YPEs) are already approved by OIV for the
treatment of musis and wine. The YPEs are constituted of complex and
heterogeneous mixiures, and their chemical properties can be extremely
variable. Several authors reported interesting electric properties of YPE,
that can induce possible specific interaction with haze-related wine pro-
teins and a possible use of YPEs as an alternative and more sustainable
[ining agent against wine protein instabilities.

The best results were obiained ar 20-30 g/hL of YPE concentration and 4
hours, which induced a 42 % decrease of initial PR-protein concentration.
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The Yeast protein exiract increased the protein stability of white wines,
but it can t allow their complete stabilization. The addition of YPE could
be considered a combined treatment with conveniional ones, aimed to
decrease the amount of conventional fining agents (e.g benionite) for a
precision enology to respect the aromatic properiies of the white wines.

Stato dell’arte

Il rischio di instabilita proteica dei vini bianchi € una delle criticita che
I’enologo deve risolvere al fine di evitare difetti di intorbidamento pro-
teico sui vini imbottigliati e gia destinati al consumo. La probabilita
che si verifichi la “casse” proteica ¢ legata ad alcuni fattori compositi-
vi e alle condizioni di conservazione del vino. Possono essere adottati
diversi approcci per eliminare questo rischio di instabilita, le strategie
pitt comuni prevedono I'impiego di coadiuvanti enologici in dose mi-
nima tale da prevenire la comparsa di intorbidamento, tra questi certa-
mente la bentonite ¢ il coadiuvante che offre i migliori risultati, tuttavia
a fronte della sua facilith di impiego e al basso costo del coadiuvante,
spesso si assiste ad un adsorbimento eccessivo di sostanze aromatiche
e questo puo penalizzare la qualith sensoriale del vino.

E gi& stato descritto che la bentonite puo ridurre i composti aromatici
e di conseguenza compromettere la qualita finale del vino. Al
problemi legati a questo prodotto minerale includono lunghi tempi

di sedimentazione, i requisiti di movimentazione manuale associati € 1

costi ambientali per lo smaltimento dei suoi rifiuti.

Per superare queste criticitd, dovrebbero essere preferite soluzioni al-
ternative e piu rispettose dell’ambiente e, negli ultimi decenni, diverse
attivith di ricerca si sono concentrate su diversi agenti chiarificanti in-
novarivi.

Una soluzione ¢ rappresentata dai prodotti derivati dal lievito ottenuti
da lieviti endogeni di vino e uva. Esistono molte varianti di derivati di
lievito che possono essere ottenute da componenti distinti dei lieviti,
tra cui citoplasma, parete cellulare e vacuolo. A seconda del metodo
di produzione, possono essere classificati in tipi distinti: lieviti inatti-
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vi (ottenuti mediante inattivazione termica ed essiccazione dei lieviti),
autolisat di lievito (inattivazione termica seguita da una fase di incu-
bazione che consente attivita enzimatiche e degradazione della parete
cellulare), pareti cellulari di lievito (pareti di lievito senza contenuto
citoplasmatico) ed estratti di lievito (I’estratto solubile del contenuto
citoplasmatico, dopo I’eliminazione delle pareti cellulari).

L’estratto proteico di lievito (EPL) si ottiene principalmente dal cito-
plasma delle cellule di lievito (Saccharomyces spp) applicando metodi
fisici dopo un processo di estrazione che limita I'idrolisi proteica. 5i
tratta pertanto di un prodotto complesso che contiene diverse compo-
nenti, in particolare la quantita di proteine ¢ significativa e ne condi-
ziona le caratteristiche chimiche e la reattiviti con i composti del mosto
e del vino. Il processo di estrazione & definito da una risoluzione OIV,
che indica anche alcune specifiche che deve possedere del prodotto
finale. Ad esempio, il contenuto proteico totale degli EPL deve essere
superiore al 50% del prodotto secco e almeno il 50% delle proteine
totali deve avere pesi molecolari superiori a 15 kDa (OIV, 2012). Le
proteine di lievito hanno proprieta flocculanti che consentono la chia-
rificazione e la stabilizzazione colloidale di mosti e vini e gli EPL sono
gia autorizzati per le operazioni di chiarificazione in most ¢ vini con
un limite di dosaggio massimo di 60 g/hL per i vini rossi ¢ 30 g/hL per
mosti, vini bianchi e rosati. Le proteine negli EPL hanno pesi mole-
colari e cariche elettriche variabili a seconda di diversi fattori. Inoltre,
oltre alla presenza di proteine, gli EPL appaiono come miscele molto
complesse e laloro composizione e l'ulteriore attivita sono influenzate
dai ceppi di lievito, dai processi di estrazione /o dai processi di essic-
cazione. Le prime interessanti applicazioni di questi estratti proteici
sono state svolte a all’Universita di Digione (IUVV, Charpentier etal,,
2006) ed hanno evidenziato interessanti risultati nella chiarifica di mo-
sti e vini.

Successivamente alcuni autori hanno evidenziato che alcuni estratti
proteici di lievito presentavano un punto isoelettrico (1.4-2.4) al di sot-
to del pH del vino, il che significa che hanno una carica elettrica nega-
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tiva (Noriega-Dominguez et al., 2010) € di conseguenza potrebbero
interagire con proteine native del vino che presentano carica elettrica
positiva. Questo valore misurato di punto isoelettrico & verosimilmen-
te dato dalle proteine del lievito che sono presenti in alta concentra-
zione nell’estratto proteico. Questo carattere chimico consente di fo-
calizzare Iattenzione di questi prodotti sulla stabilita proteica dei vini
visto che le proteine native presentano carica elettrica positiva nelle
condizioni di pH del vino.

Piano sperimentale ¢ analisi

Per approfondire questa possibile applicazione enologica con focus
sulle proteine e sulla instabilita proteica, sono state condotte diverse
prove sperimentali alcuni vini bianchi instabili a prosecuzione di pre-
cedenti. A prosecuzione di esperienze preliminari svolte in condizioni
di laboratorio e di cantina e che hanno fornito i primi risultati interes-
santi, sono state valutate le proprieta chimiche di un EPL e la sua effi-
cacia contro |'instabilitd proteica del vino. Nella seconda fase, ¢ stato
studiato I'effetto del dosaggio (da 5 a 60 g/hL) e del tempo di tratta-
mento (da 2 e 1o ore) dello stesso estratto proteico di lievito. Un’ana-
lisi qualitativa di EPL ¢ stata condotta mediante la determinazione del
potenziale zeta (x) con diffusione dinamica della luce laser (DLS) e mi-
sura mediante mobilita elettroforetica (ELS). Invece, I'effetto dell’ag-
giunta di EPL a diversi dosaggi e tempi ¢ stato valutato considerando
alcuni parametri analitici strettamente correlati alla stabilitd proteica:
torbidita, test di stabilita proteica (a caldo e Protocheck) e contenuto
proteico di mediante analisi HPLC.

Sono stati adottati due dosaggi dell’estratto proteico di lievito (25 € 50
g/hL) sul vino Pinot grigio per valutarne in via preliminare I’efficacia
contro I'instabilita proteica iniziale. Inoltre, I'aggiunta dell’estratto
proteico di lievito € stata studiata anche sul vino Lugana, a diversi do-
saggi (5,10, 20, 30, 40, 50 € 60 g/hL) e tempi di trattamento (2, 4, 6, 8
e 1o ore). Al termine di ogni tempo di trattamento, il vino € stato filtrato
a 0,45 mm € conservato in bottiglie scure a temperatura ambiente fino
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alle determinazioni analitiche. Tutti i trattamenti sono stati eseguiti in -
triplo. Gli EPL sono stati messi a disposizione della societd EVER.

Porenziale zeta (x)

Mediante ELS le misurazioni della mobilita elettroforetica sono state
eseguite con un analizzatore di dimensioni delle nanoparticelle Ni-
comp 380 ZLS (Particle Sizing Systems, Santa Barbara, CA) dotato di
un laser He-Ne da 1o mW a una lunghezza d’onda di 633 nm. La mi-
surazione & avvenuta con apposita cella per la mobilita elettroforetica
applicando un potenziale di5 V.

Test di stabilita proteica a caldo

[ vini non trattati e trattati sono stati filtrati attraverso filtri da 0,45
nm e 1o mL sono stati sigillati in provette con tappi a vite. Le provette
sono state riscaldate a 8o ° C per 30 min ¢ immediatamente raffreddate
a temperatura ambiente. La differenza di torbidita ¢ valutata come in-

dice di instabilita proteica

Test di newtralizzazione della carica eletirica (Protocheck - PC)

11 test di neutralizzazione della carica proteica ¢ un metodo commer-
ciale rapido specifico (Protocheck ®) per la valutazione dell'instabilita
proteica. Ogni campione ¢ stato filtrato in un filtro a siringa da 0,45 pm
e aggiunto alle provetie contenenti una soluzione liquida di composti
anionici, che hanno reagito con le proteine del vino. La torbidita € sta-
ta misurata inizialmente e dopo 60 secondi di agitazione della miscela
e ripetuta 5 volte. I risultati sono stati quindi calcolati con la seguente
equazione: PC =NTU2 - (NTUz / 1,5) dove PC ¢ il valore finale (insta-
bilit se valori di Protocheck superiori 2 0,4).

Determinazione delle proteine PR mediante cromatografia liquida ad
alte prestazioni (HPLC)

Le proteine del vino sono state precipitate da 4 mL di campione di
vino, aggiungendo 20 mL di etanolo (96% v/v). Successivamente |e-
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tanolo ¢ stato completamente rimosso ¢ le proteine sono state sciolte
in 1 mL di acqua milli-Q. L’analisi HPLC & stata eseguita su un sistema
cromatografico liquido LC-2010 AHT (Shimadzu, Kyoto, Giappone),
dotato di un autocampionatore integrato e di un rilevatore UV-Vis. La
separazione dei composti ¢ stata ottenuta con una colonna Vydac C8
da 4.6 x 250 mm (Altech, Milano, Italia), accoppiata a una precolonna
da 4,6 x 5 mm (Altech, Milano, Italia) con la stessa fase stazionaria e
termostatata a 35 °C. I picchi sono stati rilevati a 210 nm e I"analisi
qualitativa € stata eseguita come riportato in letteratura (Marangon et
al., 2009): 1 picchi con un tempo di ritenzione tra g € 12 min sono stati
assegnati alle classi di proteine TL, mentre i picchi eluiti da18.5 € 24.5
min sono stati considerati chitinasi. La quantificazione delle proteine
¢ stata effetruata attraverso una curva di calibrazione dell’albumina sie-

rica bovina (BSA) a diverse concentrazioni (50-1000 ppm).

Analisi statistica

Tutti gli esperimenti e le analisi sono stati eseguiti in triplo e i risultati
sono espressi come media + deviazione standard. Il software Minitab
17 (Minitab Inc., State College, PA, USA) ¢ stato utilizzato per ['ana-
lisi statistica con analisi della varianza unidirezionale (ANOVA, con
confronto multiplo HSD di Tukey) e il livello di significativita ¢ stato
impostato a p < 0,05.

Risultati e discussione

La misurazione della carica eletirica mediante potenziale zeta (x ) ¢
fondamentale per capire se I'EPL puo interagire con le proteine cor-
relate all'instabilita proteica, che hanno carica positiva al pH del vino.
L’EPL solubilizzato in un tampone tartarico (pH 3.2) ha mostrato un
potenziale x negativo (-1,66 mV), confermando la sua carica negativa
netta, come riportato in precedenza da altri autori (Noriega-Domin-
guez et al., 2010). Il controllo di qualith degli YPE, incentrato sulle
loro proprieta chimiche, & fondamentale a causa della loro complessi-
ta ed eterogeneita, ¢ il potenziale x potrebbe rappresentare uno stru-
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mento utile a questo scopo. In vista dell’analisi della qualita median-
te misurazioni DLS, lo YPE ¢ stato aggiunto a un vino Pinot Grigio
instabile con due dosaggi diversi (25 e 50 g/hL). L’aggiunta di EPL
ha ridotto significativamente il test Protocheck con una riduzione del
22% di instabilita gia al dosaggio minimo e del 27% a quello massimo,
perarrivare anche a riduzioni del 61 % dopo diverse ore dal trattamento
come riportato nella figura 1. Le prove preliminari hanno evidenziato
Iefficacia dello YPE contro le proteine legate alla instabilita del vino,
tuttavia ¢ fondamentale una caratterizzazione chimica preliminare per
stimare la sua carica elettrica superficiale a causa della complessita ¢
dell’eterogeneita degli estratti proteici del lievito commerciali (Fran-
cisco et al., 2021).

Alla luce dei promettenti risultati ottenuti dalle prove preliminari, ¢
stata condotta un’indagine piu dettagliata sull’effetto degli EPL sulla
stabilita proteica del vino per ottenere informazioni utili sul meccani-

Pinot Grigio

1-22% | -27%

-61%

i
w
i

Protochecl: (PC)

_‘L_i
_

PG +50 EPL PG +50 EPL 7 ore

Estratto Proteico d Lievito (EPL)
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smo di interazione tra questi prodotti ¢ le proteine PR. E stato preso in
considerazione un vino bianco instabile, come indicato dai valori dei
testa caldo (33) e test Protocheck (46). L’effetto di diversi dosaggi (da
5a 60 g/hL) e tempi di trattamento (da 2 a 10 ore) ¢ stato studiato su
diversi parametri analitici correlati alla stabilita proteica (test a caldo
¢ Protocheck) e sul contenuto proteico, determinato mediante analisi
HPLC. I risultati del test a caldo e del test di neutralizzazione della ca-
rica elettrica (Protocheck) del vino dopo I'aggiunta di EPL con diversi
dosaggi e tempi di trattamento hanno evidenziato interessanti diminu-
zioni dell’instabilith proteica.

Come illustrato nella figura 2, & stata osservata una rapida diminuzio-
ne dei valori del Test a Caldo nelle prime quattro ore di trattamento
evidenziando un effetto immediato del trattamento. Notevole ¢ il con-
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seguente aumento del test a caldo per tempi di trattamento superiori
a 4 ore. Il valore ¢ aumentato fino a 4.80 a 10 ore, evidenziando un
aumento dell’instabilita proteica del vino.

I’andamento dei risultati potrebbe indicare un legame reversibile tra
proteine del lievito e proteine PR, e quindi il tempo di trattamento di-
venta un fattore fondamentale da considerare per Iottimizzazione dei
rrattamenti di chiarificazione con EPL. Inoltre, I'aumento dei dosag-
gi non ha consentito un effetto significativo sul test a caldo, a 4 ore
la quantita minima di EPL era sufficiente per ottenere una stabilita
proteica accettabile. La stessa tendenza e gli stessi fenomeni sono sta-
ti osservati anche per il test di neutralizzazione della carica elettrica
(Proptocheck). Questi risultati potrebbero indicare un potenziale ri-
arrangiamento di struttura delle proteine PR ¢ il tempo di trattamento
diventerebbe il parametro di processo pit importante da gestire con
estrema precisione se consideriamo le condizioni di trattamento in
cantina.

A differenza del test a caldo, il test Protocheck ha permesso di eviden-
ziare un effetto significativo anche del dosaggio. L’aumento del dosag-
gio da 5 a 60 g/hL ha indotto un aumento dell’efficacia del trattamen-
to. Il miglior risultato & stato ottenuto a 4 ore con 60 g/hL. di YPE, che
ha ridotro il test Protocheck da 46 a 32, corrispondente a una dimi-
nuzione del 30%. 1l test a caldo ha evidenziato che I'aggiunta di YPE
dopo 4 ore ha consentito la stabilizzazione quasi completa del vino,
come indicato dai valori sperimentali al di sotto dell’unita. Invece, le
misurazioni del test Protocheck hanno mostrato una diminuzione si-
gnificativa, ma Ientita dei valori minimi indica una residua instabilita
proteica del vino.

Ulteriori informazioni sui possibili meccanismi di interazione tra YPE
e proteine PR durante il trattamento possono essere ottenute tramite la
quantificazione delle proteine PR con un metodo HPLC. Nella figura
g sono riportati i risultati del contenuto di proteine PR. L’andamento
del contenuto preteico ¢ simile a quello degli indici di stabilita (test a
caldo e protocheck).
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I risultati sperimentali hanno mostrato una diminuzione nel primo pe-
riodo di trattamento di chiarificazione e un aumento in tempi superiori
alle 6 h. I campioni dopo 1o ore hanno mostrato un contenuto proteico
finale simile al vino prima dell’aggiunta di EPL (165 mg/L). Tuttavia,
I'aggiunta di EPL, dopo 4 ore € a 20 o 30 g/hL, ha consentito una
diminuzione del 42% del contenuto di proteine PR, da 165 mg/L a g5
mg/L. L.’aumento del contenuto di proteine PR a tempi di trattamen-
to pitt lunghi potrebbe indicare un’interazione reversibile con 'EPL,
come evidenziato dagli indici di stabilitd. Il tempo di processo diventa
un fattore fondamentale da considerare per garantire I'efficacia degli
EPL contro le proteine PR per la stabilizzazione proteica dei vini bian-
chi.

Ulteriori esperienze hanno evidenziato il comportamento diverso di
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diversi EPL., a conferma che le caratteristiche possono essere condi-
zionate dal ceppo di lievito e dalle condizioni di estrazione. Diventa
pertanto fondamentale in questo caso la prova preliminare su picco-
li volumi per determinare la minima dose con il massimo effetto sulle
proteine, in questo modo si ottimizza il trattamento di stabilitd pro-
teica limitando in modo significativo I'intervento con prodotti ad alto
impatto sugli aromi come la bentonite.

Oltre alle esperienze di laboratorio sono state realizzate prove su scala
di cantina che hanno confermato quanto ottenuto il laboratorio, in par-
ticolare la possibilita di utilizzare gli EPL per gestire la stabilita protei-
ca senza risolverla completamente ma consentire di ridurre significa-
tivamente la dose di bentonite limitando od escludendo I’eliminazione
per adsorbimento di aromi del vino.

Un approccio di questo tipo con I'impiego ragionato di coadiuvanti
enologici grazie alla definizione con prove in piccolo del minimo do-
saggio per il massimo effetto richiesto consente di approcciarsi verso
una enologia di precisione nel rispetto della qualita sensoriale del vino.

Conclusioni

Gli estratti proteici di lievito (EPL) sono gia approvati dall’'OIV per il
trattamento di mosti e vini. Gli EPL sono prodotti complessi ed ete-
rogenei e le loro propricta chimiche possono essere estremamente
variabili in funzione del ceppo di lievito utilizzato ¢ delle tecniche di
preparazione ed estrazione. Diversi autori hanno segnalato recente-
mente interessanti proprieta elettriche degli EPL, non note all’epoca
delle autorizzazioni del 2012, che possono indurre una possibile inte-
razione specifica con le proteine del vino correlate alla torbidita e un
possibile utilizzo degli EPL come agente chiarificante alternativo e pit
sostenibile contro le instabilith proteiche del vino, con un approccio di
vera enologia di precisione. Metodi analitici appropriati sono fonda-
mentali per valutare le loro proprieta chimiche e Iefficacia specifica.
Le determinazioni del potenziale x hanno evidenziato una carica elet-
trica negativa dell’EPL scelto e il suo potenziale di interazione con le
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proteine PR del vino. Le prove preliminari di aggiuntadi EPL a25¢€ 50
g/hL su vino bianco instabile hanno consentito una significativa dimi-
nuzione dell’instabilita proteica, misurata dal test di neutralizzazione
della carica elettrica (Protocheck). Le prove sperimentali su diversi vini
bianchi instabili, eseguite con dosaggi e tempi di trattamento diversi,
hanno confermato I'efficacia degli EPL e i risultati hanno mostrato una
potenziale interazione reversibile con le proteine legate alla torbidita.
L’aggiunta di EPL ¢ significativa per tempi di 4-6 ore e i suoi effetti
possono scomparire per tempi pitt lunghi. I risultati migliori sono stati
ottenuti con dosi di 20-30 g/hL a 4 ore dall’aggiunta, con diminuzioni
significative di proteine instabili. L’estratto proteico di lievito ha au-
mentato la stabilita proteica dei vini bianchi, ma non puo consentirne
la completa stabilizzazione. L’aggiunta di EPL potrebbe essere consi-
derata un trattamento combinato con quelli convenzionali, finalizzato
a ridurre la quantita di chiarificanti invasivi (ad esempio bentonite) e
mitigare I'impatto ambientale del loro smaltimento. L’EPL potrebbe
rappresentare un trattamento alternativo focalizzato sugli obiettivi
principali dell’economia circolare e di precisione con I'obiettivo di
preservare al meglio le caratteristiche sensoriali dei vini.
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Indagine sulla qualita delle acque
del %9.8:8 Raboso (TV)

di Giovanni Caniglia, Bernardi-
no Carpene, Giuseppe Cerett,
Gianluigi Dalla Pozza, Tiziano
Vendrame

Premessa
rm presente ricerca & nata dall’incontro tra I'interessamento di alcuni
alunni e professori dell'ISISS G.B. Cerletti di Conegliano alla perio-
dica comparsa di fenomeni di variazione della colorazione delle acque del
torrente Raboso e la disponibilita dell’ Accademia Trevigiana per il Terri-
torio a fornire supporto scientifico-pratico allo svolgimento di un’indagi-
ne mirata a valutare la qualitd delle acque del torrente.
L’indagine ¢ iniziata nel 2021, con gli allora studenti della classe II1 BVE,
e si & conclusa alla fine dell’anno scolastico 2023: durante questo periodo
gli alunni sono stati seguiti dai professori Ornella Santantonio, Giancarlo
Merotto, Franco Curtolo, Merinunzia Martino.
Durante le uscite sul campo abbiamo avuto supporto logistico in un paio
di uscite dalla Cantina Graziano Merotto di Col San Martino, la prima vol-
ta per rifocillare i ragazzi e poi, nel corso della terza uscita, mettendo a
disposizione tavoli e sedie sotto il porticato dell’Azienda per consentire
ai ragazzi di effettuare il riconoscimento dei macroinvertebrati raccolti.
Nella quarta uscita il gruppo di ragazzi ha invece trovato ospitalita presso




