Prefazione

La coltivazione della vite è diffusa in tutti i continenti, in particolare in Europa, dove i maggiori produttori di vino sono l’Italia, la Francia e la Spagna (OIV, 2008). La regione italiana che mostra il più alto patrimonio vitinicolo è la Sicilia con i suoi 118.000 ettari di superficie. L’80% di tale superficie è presente nelle province di Trapani (57,5%), Agrigento (17,9%) e Palermo (13,7%), mentre la dislocazione dei vigneti è per il 65% in collina, il 30% in pianura e per il restante 5% in montagna. Per caratteristiche climatico-pedologiche, la Sicilia rappresenta un vero continente vitivinicolo adatto alla coltivazione di una grande quantità di varietà ed alla produzione di una vasta gamma di vini (http://www.agrinnovazione.regione.sicilia.it).
Nell’ultimo decennio, la costante attenzione verso il miglioramento della qualità dei vini ha determinato una forte integrazione delle attività tra campagna e cantina ed ha posto l’accento sulla qualità delle uve. Vi è la consapevolezza che l’enologo con una vinificazione attenta può valorizzare la materia prima, ma entro un limite non superabile, legato alla qualità dell’uva. Infatti, il processo di vinificazione può attenuare ma non certo risolvere i problemi derivanti da un’insufficiente qualità della materia prima (Mattivi, 2005). 
A tal proposito, numerosi gruppi di ricerca hanno concentrato i loro studi sulle caratteristiche dell’uva che determinano la composizione chimica del vino e di conseguenza le sue proprietà sensoriali e salutari. Tali proprietà sono, da una parte, riconducibili a molecole fenoliche, quali antociani e tannini (Ribéreau-Gayon et al., 2004), che si formano durante la maturazione dell’uva e, dall’altra, a molecole prodotte dal metabolismo dei lieviti, Saccharomyces e non-Saccharomyces, (Esteve-Zarzoso et al., 1998; Pretorius, 2000; Rojas et al., 2001, 2003; Clemente-Jimenez et al., 2004; Moreira et al., 2005; Jolly et al., 2006) microrganismi in parte presenti sul frutto e in parte sviluppatesi durante la fermentazione. 
I composti fenolici, soprattutto antociani e tannini, sono responsabili dell’equilibrio fra i caratteri gustativi positivi e quelli negativi poco gradevoli (Ribéreau-Gayon et al., 2004). Inoltre, questi composti sono noti per i loro effetti antiossidanti (Dugo et al., 2003), cardioprotettivi (Bertelli 2007), antitumorali (Murakami et al., 2002) e neuroprotettivi (Anekonda 2006).
I lieviti, d’altra parte, sono capaci di produrre molecole che modificano l’aspetto, il gusto e l’aroma di un vino (Esteve-Zarzoso et al., 1998; Pretorius, 2000; Rojas et al., 2001, 2003; Clemente-Jimenez et al., 2004; Moreira et al., 2005; Jolly et al., 2006), e sono anche in grado di modificarne il contenuto fenolico (Vacca et al., 1997; Medina et al., 2005; Mazauric et al., 2006; Salmon, 2006; Caridi, 2007). 
Pertanto, il primo obiettivo di questa ricerca è stato quello di valutare la qualità di due varietà d’uva siciliane a bacca nera, Petit Verdot e Nero d’Avola, definendone sia il contenuto fenolico totale che la capacità antiossidante, indice più preciso delle potenzialità salutari di una varietà. Questo studio è stato effettuato durante la maturazione delle uve, mettendo a confronto le suddette varietà che sono state raccolte in una stessa zona e coltivate con lo stesso sistema di allevamento. Inoltre, le stesse analisi sono state applicate anche su altri campioni d’uva Nero d’Avola, coltivate con un sistema differente dalle prime, in modo da studiare l’influenza di un sistema di coltivazione sui due parametri salutari considerati. Tali valutazioni chimiche hanno permesso, oltretutto, di verificare se il periodo in cui il frutto raggiunge il massimo delle sue potenzialità salutari corrisponde con il momento della vendemmia.
Successivamente, per ciascuna cultivar è stata definita la composizione microbica durante la maturazione del frutto fino al momento della vendemmia, mediante l’applicazione di metodi microbiologici e biomolecolari. Ciò al fine di individuare le specie di lievito tipiche dell’ambiente e quelle caratteristiche della varietà d’uva e/o del sistema di coltivazione considerato. 
I differenti aspetti del lavoro sono stati organizzati in sei capitoli. 

Un primo capitolo introduttivo nel quale viene trattata la maturazione dell’uva come insieme di fenomeni fisiologici e biochimici complessi, capace di determinare la qualità di un vino. Viene in particolare considerata l’influenza degli antiossidanti fenolici e dei lieviti sulle proprietà del prodotto della vinificazione. Inoltre, a fine capitolo, è riportata una breve presentazione delle varietà d’uva e dei sistemi di coltivazione considerati nel presente lavoro di ricerca.
Nel secondo e nel terzo capitolo sono descritte, rispettivamente, le metodiche utilizzate per definire la qualità delle uve scelte e le metodiche applicate per identificare i lieviti presenti sulle uve. In particolare, nel secondo capitolo viene descritto lo studio di un metodo semplice e riproducibile, già utilizzato sui vini per valutarne il potere antiossidante o pro-ossidante, e la messa a punto di tale metodo sui mosti. Inoltre, alla fine del terzo capitolo, sono riportate le fasi di campionamento e l’applicazione di metodi microbiologici e biomolecolari sui mosti d’uva.
Il quarto capitolo presenta i risultati delle analisi preliminari condotte sulle uve, cioè quelle dirette a valutarne il contenuto fenolico totale e la capacità antiossidante, durante la maturazione del frutto in annate consecutive.
Mentre, nel quinto capitolo sono riportati i risultati delle analisi microbiologiche sulle uve: il contenuto in lieviti e muffe durante la maturazione, le morfologie delle colonie di lieviti su un particolare terreno di coltura e le specie di lieviti caratterizzanti i mosti analizzati sia durante la maturazione che alla vendemmia.

Infine, il sesto capitolo espone le discussioni riguardanti i risultati ottenuti dalle analisi chimiche e dalle analisi microbiologiche delle uve, sottolineando l’influenza della cultivar, dell’annata e del sistema di coltivazione della vite sulle specie di lieviti isolate.
Capitolo 1. La maturazione dell’uva e la qualità del vino.

1.1
Introduzione

L’uva è uno dei prodotti della terra dotato di un forte potere commerciale e, allo stesso tempo, di un elevato potere nutritivo. In quanto materia prima della vinificazione, l’uva rappresenta uno dei primi fattori capaci di influenzare la qualità di un vino. Infatti, le caratteristiche sensoriali e/o salutari di un vino dipendono dalla sua composizione chimica che è determinata soprattutto dalle interazioni tra uva, lieviti e tecnologia (Romano et al., 2003). 

Tra le caratteristiche dell’uva, ciò che più influenza la qualità di un vino è lo stato di maturazione che il frutto raggiunge alla vendemmia (Ribéreau-Gayon et al., 2007). Pertanto, un buon andamento del processo di maturazione e una scelta attenta della data di vendemmia assicurano un prodotto con buone potenzialità qualitative.

1.1.1 Le trasformazioni dell’uva durante il processo di maturazione

Classicamente, l’insieme dei processi biochimici della maturazione si riassume partendo dalla trasformazione dell’uva acerba, verde, dura ed acida, in un frutto colorato, morbido, dolce e ricco di aromi. Nel corso del suo sviluppo, l’uva segue un’evoluzione comune in tutti gli acini, che si divide generalmente in 3 fasi: fase erbacea, invaiatura e fase di maturazione propriamente detta. 

Nella fase erbacea, fase di rapida crescita, la clorofilla è il pigmento dominante, gli acini hanno un’elevata attività respiratoria e accumulano acidi. Durante l’invaiatura, l’accrescimento cellulare diminuisce per poi riprendere nella fase di maturazione propriamente detta, caratterizzata da numerose modificazioni fisiologiche del frutto.

Sin dall’invaiatura, l’uva accumula una quantità rilevante di soluti, principalmente zuccheri. Inizialmente, gli acini assorbono gli zuccheri contemporaneamente all’acqua, ma quando si modifica la struttura della buccia, il loro accumulo procede contro gradiente di diffusione, grazie all’attivazione di enzimi, quali la saccarosio-fosfatosintetasi, la saccarosiosintetasi e l’esochinasi (Ruffner et al., 1995). 

Oltre al tenore zuccherino, durante lo sviluppo dell’uva, varia la composizione acidica del frutto. La maggior parte degli acidi, circa il 90%, è costituita da acido malico ed acido tartarico. Quest’ultimo può raggiungere una concentrazione di 150 mM/L nel mosto all’invaiatura e tra i 25 e i 75 mM/L nel mosto a maturità. Anche l’acido malico diminuisce, raggiungendo una concentrazione di circa 1-5 g/L nel mosto a maturità.

Sebbene il contenuto in zuccheri e in acidi siano i principali parametri di riferimento per l’osservazione del grado di maturazione dell’uva, durante lo sviluppo di tale frutto si verifica l’evoluzione di altri composti non meno importanti per la qualità del prodotto. Si tratta di sostanze minerali, sostanze azotate, composti fenolici e sostanze aromatiche. 

Per quanto riguarda il calcio e il magnesio, il loro accumulo termina generalmente dopo l’invaiatura e spesso i loro livelli per litro di mosto diminuiscono durante la maturazione. Lo stesso si verifica per gli oligoelementi metallici (Zn, Cu, Mn, etc.); invece, il potassio aumenta (Schaller et al., 1992). Per quanto riguarda il sodio, la vite ne accumula solo piccole quantità, pertanto tale pianta ha una certa resistenza ai suoli salini. In concomitanza con i cationi, la quantità di anioni (solfati, fosfati, cloruri, etc.) aumenta in continuazione, anche se spesso per i fosfati si osserva un rallentamento dell’assorbimento durante l’invaiatura (Schaller e Löhnertz, 1992). 

L’accumulo di azoto nel frutto avviene sostanzialmente sotto forma di catione ammonio e amminoacidi. Nel frutto acerbo, il catione ammonio rappresenta circa il 50% dell’azoto totale, mentre a maturità il tenore d’ammonio diminuisce e quello in amminoacidi cresce fino al 50-90%. 

Un’altra delle caratteristiche più importanti della maturazione dell’uva è il rapido accumulo dei pigmenti fenolici, prodotti secondari del catabolismo degli zuccheri. Le vie biosintetiche sono attive sin dall’inizio dello sviluppo del frutto (Ribéreau-Gayon et al., 2007) e i livelli di ciascuna classe polifenolica si modificano durante la maturazione. In genere, nell’uva matura le bucce sono ricche in antociani e tannini e i semi sono poveri in tannini polimerizzati (Ribéreau-Gayon et al., 2004). 

Infine, anche per le sostanze aromatiche si ha un’evoluzione nel corso della maturazione. Le sostanze chimiche che partecipano all’aroma varietale delle diverse uve sono idrocarburi, alcoli, esteri, aldeidi e altri composti carbonilici. Tra le sostanze aromatiche più studiate vi sono i composti terpenici, il cui contenuto aumenta nel corso dello sviluppo dell’acino. Un’evoluzione differente si ha, invece, per altri composti precursori d’aroma, i carotenoidi, che diminuiscono durante la maturazione poiché sono facilmente convertiti in norisoprenoidi (Bayonove, 1993).

1.1.2 I fattori che influenzano la maturazione dell’uva

Molteplici fattori influenzano il processo di maturazione dell’uva. È possibile distinguerli in tre categorie: fattori fissati al momento dell’impianto del vigneto, fattori modificabili durante il ciclo annuale della vite e fattori correlati con le condizioni climatiche.

I fattori fissati al momento dell’impianto del vigneto sono la natura del suolo, la varietà, il portainnesto, la densità d’impianto e il sistema di allevamento. Mentre, quelli modificabili comprendono le pratiche viticole (potatura, diradamento, potatura verde e sfogliatura, trattamenti fitosanitari, concimazione del terreno, etc.) e permettono di adattare le reazioni della pianta alle condizioni climatiche.

Invece, i fattori correlati con le condizioni climatiche sono la luce, il calore e la disponibilità idrica, e certamente possono essere considerati fra i fattori più importanti. Essi influiscono sulla crescita e sull’attività metabolica della vite e agiscono anche direttamente sull’uva, modificandone la composizione chimica.

La luce solare, oltre a fornire l’energia per la fotosintesi e a stimolare i processi foto-dipendenti, determina un riscaldamento delle superfici e dell’aria che circonda i tessuti vegetali, producendo così modificazioni del contenuto in zuccheri e acidi. Inoltre, la luce è essenziale per l’accumulo dei composti fenolici nel frutto e determinante per la qualità aromatica delle uve.

La temperatura, durante la maturazione, agisce sulla crescita e lo sviluppo dell’uva. In questo periodo, le esigenze termiche della vite sono intorno a 20° C (Calò et al., 1992). Le condizioni termiche, come quelle di illuminazione, influenzano l’accumulo di zuccheri ed il tenore in composti fenolici. Invece, per quanto riguarda gli acidi, elevate temperature accelerano fortemente la degradazione dell’acido malico, ma non influenzano direttamente il tenore in acido tartarico.

A fianco a questi due fattori, anche l’alimentazione idrica gioca un ruolo importante sul comportamento della vite e sulla composizione degli acini. È ormai noto che un regime idrico moderatamente limitante induce effetti benefici sulla qualità dei vini prodotti. Infatti, il cosiddetto “stress idrico” provoca un aumento dei composti fenolici del succo e della buccia e una più debole concentrazione in acido malico. Al contrario, un’eccessiva disponibilità idrica determina un aumento del volume degli acini ed una diminuzione del tenore fenolico. Inoltre, non indifferente è l’effetto del regime idrico sul contenuto in sostanze aromatiche. Pertanto, in viticoltura è fondamentale sapere sin dove arriva il deficit idrico, favorevole alla qualità, e a partire da quale soglia invece inizia lo stress idrico, sfavorevole alla qualità.  

Questi tre principali parametri climatici variano considerevolmente da un’annata all’altra e una loro variazione non ha la stessa influenza in tutti i climi. Ovviamente, ciò che influisce di più sulla qualità dell’uva non è la sommatoria delle temperature, delle precipitazioni o della durata dell’irraggiamento, ma la loro ripartizione nel corso del ciclo vegetativo della vite.

Infine, le condizioni climatiche dell’annata possono essere la causa di fattori accidentali, sia meteorologici (gelate, grandine), sia sanitari (malattie crittogamiche) producendo effetti importanti sulla qualità delle uve.

1.1.3 La scelta della data di raccolta

La data di raccolta delle uve è certamente tra i fattori che più pesano sulla qualità finale del vino. Il momento ottimale della vendemmia è molto variabile e dipende dalla varietà di uva, dal tipo di vino che si vuole ottenere, dalle condizioni climatiche e dall’andamento stagionale.

Quando il frutto completa sulla pianta il suo processo di maturazione (maturità fisiologica) e raggiunge un contenuto in zuccheri ed acidi soddisfacente per il tipo di vino che si vuole ottenere (maturità tecnologica), è importante valutare sia il contenuto fenolico che l’accumulo di aromi prima di stabilire la data di vendemmia. 
In altre parole, è importante che le uve raggiungano la maturità enologica, che corrisponde non solo alla maturità fisiologica, cellulare e tecnologica, ma anche alla maturità fenolica ed aromatica. 

1.2
L’uva e il vino

La qualità dell’uva e del vino è determinata da tanti fattori e, tra questi, due elementi certamente decisivi sono: la componente fenolica, fondamentale per l’azione antiossidante e le proprietà organolettiche, e la componente microbica, che durante la fermentazione agisce sulla composizione chimica del mosto determinando le caratteristiche finali del vino.

1.2.1 I composti fenolici nell’uva e nel vino
I polifenoli, prodotti secondari del catabolismo degli zuccheri, sono molecole composte da più cicli fenolici condensati. Si possono raggruppare in due classi principali (Minussi et al., 2003): flavonoidi e non flavonoidi.

I flavonoidi costituiscono il più grande gruppo di fenoli naturali ed hanno tutti come struttura di riferimento il 2-fenil-benzopirilio (figura 1). Il loro nome deriva da flavus (= biondo) e si riferisce al ruolo che giocano come pigmenti vegetali.
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Il maggior gruppo di flavonoidi presenti nell’uva e nel vino sono flavonoli, flavan-3-oli e antociani e, in parte minore, flavanoli e flavoni. All’interno di ciascun gruppo, i composti differiscono per il numero e la localizzazione dei gruppi idrossilici e metossilici localizzati sull’anello B.

I flavonoli sono pigmenti gialli localizzati soprattutto nei vacuoli dei tessuti epidermici. Nell’uva essi esistono come 3-O-glicosidi di alcuni principali agliconi, quali miricetina, quercetina, camferolo, laricitrina e siringetina (Mattivi et al., 2006). Nel vino sono presenti anche forme agliconiche originate dall’idrolisi di forme glicosilate durante la vinificazione, maturazione e/o invecchiamento del vino (Monagas et al., 2005). 

I flavan-3-oli si trovano nelle parti solide delle bacche (semi, buccia e raspi) sia in forma monomerica [(+) – catechina, (-) - epicatechina, (-) epigallocatechina e (+) – gallocatechina], che in forma polimerica. I polimeri dei flavan-3-oli sono chiamati protoantocianidine o tannini condensati e si distinguono in procianidine e prodelfinidine. Attraverso la formazione di complessi con le proteine salivari, i tannini condensati sono responsabili del carattere astringente dei frutti (uva, pesche, mele, pere) e delle bevande (vino, sidro, te, birra) (Santos-Buelga e Scalbert, 2000).

Infine, tra i flavonoidi vi sono gli antociani, pigmenti naturali che si trovano in soluzione soprattutto nel succo vacuolare delle cellule della buccia. Questi composti, reagendo tra di loro, possono influenzare il colore attraverso il fenomeno della co-pigmentazione con spostamento del colore verso il blu; è questo il meccanismo con cui si spiega il diverso colore delle bacche delle uve nere anche in varietà aventi la stessa struttura antocianinica di base (Ribéreau-Gayon et al., 2004). È, inoltre, possibile che gli antociani siano fonte di attrazione per gli animali impollinatori e proteggano i tessuti delle piante dall’aggressione dei raggi ultravioletti e dal conseguente stress ossidativo (Gould e Lee, 2002). Chimicamente, la molecola degli antociani è costituita da due anelli benzenici uniti per mezzo di un eterociclo ossigenato, insaturo e dotato di carica positiva, lo ione flavilio, che deriva dal nucleo 2-fenil-benzopirilio. Secondo la natura dell’anello laterale, nelle uve e nei vini si distinguono cinque molecole fondamentali: cianidina, peonidina, delfinidina, petunidina e malvidina. 

Sotto forma eterosidica gli antociani sono chiamati antocianine, molecole molto più stabili rispetto ai loro derivati privi di zucchero (agliconi) chiamati, invece, antocianidine. Il contenuto di antocianine nelle uve rosse cambia in base alla varietà, al grado di maturazione, alle condizioni stagionali, all’area di produzione, alla resa per ettaro del vigneto, etc. Durante la vinificazione le antocianine sono coinvolte in reazioni di ossidazione, idrolisi e condensazione responsabili dell’importante cambiamento di colore del vino. Il contenuto di questi composti varia secondo l’età dei vini, con la varietà da cui derivano e con le pratiche di affinamento ed invecchiamento. La maggior parte di questi pigmenti si associa o condensa con i tannini del vino per formare un’altra classe di molecole più stabili, gli antociani combinati, responsabili del colore del vino.
Oltre ai flavonoidi, le uve e i vini contengono i cosiddetti composti non flavonoidi, distinti in acidi fenolici e stilbeni. 

Gli acidi fenolici di tipo benzoico sono sette: acido paraidrossibenzoico, acido protocatechico, acido vanillico, acido gallico, acido siringico, acido salicilico e acido gentisico. Questi acidi si trovano sotto forma di eterosidi soprattutto nell’uva, mentre nei vini rossi sono per lo più in forma libera.

Gli acidi fenolici di tipo cinnamico sono tre: acido p-cumarico, acido caffeico e acido ferulico e si trovano nei vacuoli delle cellule della buccia e della polpa dell’uva. Essi rappresentano la classe fenolica dominante nei vini bianchi e il principale gruppo di composti non flavonoidi nei vini rossi. Sul piano sensoriale, questi composti non presentano né un sapore né un odore particolare, ma per azione di certi microrganismi possono dare origine a composti volatili che vanno a costituire il “bouquet” di un vino.
Infine, gli stilbeni rappresentano una famiglia di polifenoli più complessi, che negli ultimi anni hanno assunto un ruolo fondamentale per la loro influenza positiva sulla salute umana. Sono composti costituiti da due anelli benzenici uniti per mezzo di una catena etanica o etilenica, sintetizzati dalla vite in risposta ad attacchi fungini o esposizione ai raggi UV. Il composto più noto appartenente a questa classe è il resveratrolo, ritenuto responsabile dell’effetto benefico del vino rosso nel ridurre l’incidenza di malattie coronariche (Hung et al., 2000; Martinez e Moreno, 2000; Wu et al., 2001).

Nel vino, il contenuto fenolico totale dipende qualitativamente e quantitativamente sia da fattori correlati all’uva sia da fattori legati alle tecnologie di vinificazione (macerazione, uso di enzimi e coadiuvanti enologici, temperature di macerazione, fermentazione, recipienti di conservazione, etc). Tra i fattori legati all’uva, i più importanti sono la cultivar, il grado di maturazione, i fattori pedoclimatici (tipo di terreno, esposizione, temperature) e le pratiche agronomiche (Jolli et al., 2003; Ribéreau-Gayon et al., 2004; Combina et al., 2005; Raspor et al., 2006). 

1.2.2 Proprietà dei polifenoli

I composti fenolici giocano un ruolo essenziale sia sulle proprietà sensoriali di un vino, cioè sull’aspetto, sull’aroma e sul gusto, che sulle sue proprietà salutari. 

La sensazione sensoriale globale di un vino si fonda sull’equilibrio fra caratteri positivi, quali il corpo, la struttura, la rotondità e la pienezza, e caratteri negativi poco gradevoli, quali l’amaro, l’asprezza, la durezza e l’astringenza (Ribéreau-Gayon et al., 2004). L’equilibrio fra questi due tipi di sensazioni è direttamente legato alla composizione fenolica del vino, dipendente dall’uva e dalle condizioni di vinificazione. Fra i polifenoli, molecole interessanti sono gli antociani e i tannini, che sono capaci di reagire con le glicoproteine della saliva (mucina) e con le proteine della parete della bocca modificando il loro stato e le loro proprietà lubrificanti. In base alla natura ed alla concentrazione dei tannini, si può ottenere una sensazione bilanciata e delicata o, al contrario, un retrogusto amaro o astringente. 

Le proprietà salutari di un vino sono anche attribuite ai polifenoli: tali composti producono effetti antiossidanti (Dugo et al., 2003), riducono il rischio di malattie cardiovascolari (Bertelli, 2007) e malattie degenerative (Ames et al., 1993), hanno attività antinfiammatoria, antistaminica e antivirale (Orak, 2006) e forniscono effetti antimutageni e anticarcinogeni (Hertog et al., 1992, 1993; Murakami et al., 2002; Aymoto Hassimoto et al., 2009). 

Tra le varie azioni dei polifenoli, la più nota e studiata è loro azione antiossidante, cioè la capacità di neutralizzare i radicali liberi (Minussi et al., 2003), estremamente nocivi per la vita degli organismi. I radicali liberi attaccano differenti costituenti cellulari accelerando i processi di invecchiamento e, a volte, portando al malfunzionamento irreversibile della cellula o alla sua completa distruzione. Queste specie chimiche sono reattive, in quanto dotate di uno o più elettroni spaiati, e si formano nelle cellule sia durante le normali reazioni metaboliche che in seguito a stimoli come radiazioni ionizzanti, elevate tensioni di ossigeno, sostanze inquinanti (fumo, tabacco, xenobiotici), presenza di metalli, quali ferro e rame, o in generale di sostanze esogene. 
I polifenoli si comportano da antiossidanti poiché presentano nella molecola insaturazioni e gruppi idrossilici in grado di donare elettroni e protoni alle molecole radicaliche, che vengono così neutralizzate. Inoltre, possiedono una struttura molecolare che permette di delocalizzare l’elettrone spaiato acquisito dal radicale libero, trasformandosi in una specie radicalica più stabile. 

1.2.3 I lieviti dell’uva ed il processo di fermentazione
I lieviti sono funghi unicellulari che si riproducono per gemmazione o per fissione. Tali microrganismi possono essere arbitrariamente suddivisi in due gruppi (Jolly et al., 2006): Saccharomyces e non-Saccharomyces. 

I Saccharomyces in “sensu stricto” (S. cerivisiae, S. bayanus, S. paradoxus e S. pastorianus) sono in grado di trasformare gli zuccheri del mosto e di produrre metaboliti responsabili della piacevolezza dell’aroma e dell’odore del vino. Fra questi, Saccharomyces cerevisiae è il lievito più importante dal punto di vista enologico in quanto interviene in tutte le fasi della vinificazione e possiede un buon vigore fermentativo, potere alcoligeno, ottima resistenza agli antisettici e buona adattabilità a svariate condizioni. 

I non-Saccharomyces sono i lieviti maggiormente presenti sull’uva (Jolly et al., 2003; Ribèreau-Gayon et al., 2007), danno avvio alla fermentazione, ma non sono in grado di condurla a termine (Constantí et al., 1997; Fleet, 2003; Combina et al., 2005; Di Maro et al., 2007). I generi più noti appartenenti a questo gruppo sono: Candida, Cryptococcus, Debaryomyces, Hanseniaspora, Kloechera, Kluyveromyces, Metschnikowia, Pichia, Rhodotorula, Saccharomycodes, Schizosaccharomyces, Zygosaccharomyces, Brettanomyces e Dekkera (Pretorius, 2000). 

L’importanza dei lieviti nel determinare le caratteristiche organolettiche del vino è alquanto documentata (Jolly et al., 2006).

Nonostante S. cerevisiae sia il lievito predominante in quasi tutte le fermentazioni vinarie, negli anni ‘80 alcuni Autori cominciarono a spostare l’attenzione sui lieviti non-Saccharomyces. Fino ad allora si credeva che questo genere di lieviti non sopravvivesse alle condizioni che si creavano con l’inizio della fermentazione; in particolare sembravano essere molto sensibili all’incremento del tasso di etanolo (Castor, 1954), specialmente in presenza di anidride solforosa (Amerine et al., 1972). Per questi motivi si era sempre creduto che non avessero un grande ruolo nella fermentazione alcolica (Amerine e Cruess, 1960; Amerine et al. 1972).

Studi appositi dimostrarono che i non-Saccharomyces possono sopravvivere fino a 12 giorni dopo l’inizio della fermentazione (Jolly et al., 2006) e addirittura alcuni di loro sono stati osservati durante la fermentazione malo-lattica (Fleet et al., 1984). La maggioranza di questi microrganismi sembra scomparire durante la fermentazione vigorosa (Fleet et al., 1984; Jackson, 1994; Henick-Kling et al., 1998), fatto sicuramente legato all’effetto combinato dell’etanolo, dell’anidride solforosa, del basso pH ed alla deficienza di ossigeno (Jackson, 1994; Combina et al., 2005). 

L’alto numero di metaboliti e prodotti di questa famiglia di lieviti trovati nei vini, accerta, dunque, il loro significativo contributo alle proprietà aromatiche del vino (Lema et al., 1996). I metaboliti prodotti da questi lieviti includono glicerolo, aldeidi, acido acetico e succinico ed esteri di acidi grassi (Moreira et al., 2005; Jolly et al., 2006) tutte sostanze riconosciute fondamentali per il “flavour” dei vini.

Inoltre, i lieviti determinano una riduzione del contenuto fenolico, effetto dovuto, almeno per quanto riguarda i Saccharomyces, all’adsorbimento di tali composti sulla propria parete cellulare (Medina et al., 2005; Mazauric e Salmon, 2006; Salmon, 2006; Caridi, 2007). L’entità dell’interazione lieviti-fenoli varia da specie a specie. Lo studio di Vacca et al. (1997) ha dimostrato che i lieviti appartenenti alla specie Metschnikowia pulcherrima diminuiscono i livelli di resveratrolo in modo meno marcato rispetto a lieviti appartenenti alle specie Kloeckera apiculata (forma imperfetta di Hanseniaspora uvarum) e Saccharomyces cerevisiae. Quindi, anche i non-Saccharomyces riducono il contenuto in composti fenolici, ma in maniera meno intensa rispetto ai Saccharomyces, preservando così maggiormente le proprietà salutari del vino. 

1.3
Varietà d’uva e sistemi di coltivazione della vite studiati

1.3.1 Uve Nero d’Avola 
Il Nero d’Avola, noto anche come “Calabrese” o “Calabrese d’Avola”, è uno dei vitigni rossi più rinomati della produzione vinicola siciliana. Il suo nome sembrerebbe derivare dall’erronea traduzione del dialetto siciliano “calaurisi”, risultante dall’unione delle parole “calea”, ovvero uva, e “aulisi”, cioè di Avola, un borgo della provincia di Siracusa.
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Il corredo polifenolico delle bucce ha una buona componente antocianinica e sono presenti tannini “dolci” ben polimerizzabili con una rotondità ed una struttura molto ricercata oggi nei rossi.

Le uve Nero d'Avola sono coltivate principalmente ad alberello o a spalliera e maturano, in genere, nella seconda decade di settembre; raggiungono una gradazione zuccherina alta che consente al vino che ne viene prodotto di arrivare con facilità oltre i 15 gradi alcolici. 

Il vino ottenuto da queste uve ha un colore rubino intenso, brillante con riflessi violacei, se giovane, o granati dopo l’invecchiamento (Bussi, 1999) e dal profumo pronunciato. È un vino tipicamente forte e corposo e, proprio a causa della sua robustezza, questo vitigno viene generalmente unito ad altri più leggeri.
1.3.2 Uve Petit Verdot 

La varietà Petit Verdot non è tipicamente siciliana: è originaria del sud-ovest della Francia (Bordeaux), anche se ormai è diffusa in Australia, California e in alcune regioni italiane. È un vitigno molto esigente per la maturazione e dà ottimi risultati in zone caratterizzate da clima caldo, molto soleggiato, costantemente ventilato e con scarsissime precipitazioni durante la fase vegetativa. In climi favorevoli, permette di ottenere mosti ricchi in zucchero che tuttavia conservano un’elevata acidità. 
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Per quanto riguarda il sistema di coltivazione, le migliori risposte qualitative si ottengono con il cordone speronato, che ben si adatta alla buona fertilità basale di questo vitigno.

Al raggiungimento di una buona maturità, da queste uve si ottengono vini di colore rubino, con intensi profumi fruttati, floreali e speziati. Sono uve piuttosto ricche in tannini, fondamentali nel creare un sapore equilibrato e pieno, e vengono spesso utilizzate in uvaggio per apportare corpo, colore e vivacità a vini meno corposi. 

1.3.3 Sistema cordone speronato e sistema Guyot
La vite può essere coltivata con diversi sistemi di allevamento. Attualmente i più utilizzati sono quelli a spalliera che meglio si adattano alle moderne tecniche vitivinicole di tipo meccanico. Si distinguono due principali tecniche a spalliera: cordone speronato e Guyot.

Il cordone speronato è un sistema di allevamento della vite che prevede una potatura, lasciando uno o due rami che resteranno sulla pianta per almeno 4-5 anni. Su di essi si lasceranno quattro speroni equidistanti fra loro. 

Nel Guyot, si tende ad eliminare tutta la vegetazione ad eccezione di un tralcio vecchio di un anno (capo a frutto) e un piccolo sperone, ovvero una porzione di tralcio di dimensioni ridotte, portante 2-3 gemme e da cui spunterà un tralcio da sfruttare come capo a frutto l’anno successivo. Il numero di gemme di cui si compone il capo a frutto del Guyot varia, ma in genere va da 4 a 8. 

La scelta del sistema di coltivazione è molto importante, poiché condiziona il risultato finale, insieme ad altri fattori quali la densità dell’impianto, l’irrigazione della vite, il tipo e i tempi di potatura. Del resto, le tecniche colturali possono dare vita ad uve diverse ed uniche.

Capitolo 2. Metodiche utilizzate per descrivere la qualità delle uve.

La qualità dell’uva, a maturazione ultimata, può essere definita considerando sia le sue caratteristiche tecnologiche ed aromatiche che quelle salutistiche. Quest’ultime riscuotono un grande interesse nel mondo enologico e spesso vengono definite valutando il contenuto fenolico totale e la capacità antiossidante del frutto. 

Per tale motivo, nell’ultimo decennio, sono state messe a punto numerose metodiche per determinare il contenuto fenolico totale e la capacità antiossidante in uve, mosti e vini. 

2.1 Metodi per la determinazione del contenuto fenolico totale

I metodi attualmente in uso che permettono di valutare il contenuto fenolico sono l’indice di permanganato e l’indice di Folin-Ciocalteau. Entrambi i metodi utilizzano degli ossidanti, quali il permanganato di potassio e il reattivo di Folin (quest’ultimo è costituito da una miscela di acido fosfotungstico e fosfomolibdico), capaci di reagire con i polifenoli. Esiste, inoltre, un terzo indice che si basa sull’assorbimento caratteristico a 280 nm dei cicli benzenici della maggior parte dei polifenoli (Ribéreau-Gayon et al., 2004).

Indipendentemente dal metodo utilizzato per la determinazione del contenuto fenolico totale (TPC), in letteratura vi è la tendenza ad esprimere i risultati in termini di equivalenti di acido gallico (GAE). Oppure, può essere anche usato l’indice dei fenoli totali (TPI) che, nelle analisi di mosti e vini, è altamente correlato con il valore TPC (Baiano et al., 2009).

2.1.1 Metodo di Folin-Ciocalteau


Per le analisi del contenuto totale di polifenoli nei mosti d’uva è stato utilizzato il metodo ufficiale di Folin-Ciocalteau, così come riportato nel Journal Officiel des Communautées Europèennes L272/90. Per ogni campione è stato calcolato l’indice di Folin-Ciocalteau e, mediante una retta di taratura con acido gallico, la concentrazione di polifenoli totali espressa in grammi di acido gallico (gGAE) per litro di mosto.

· Determinazione dell’indice di Folin-Ciocalteau dei mosti

Per ogni analisi, una quota di 5 ml di mosto, diluito 1:10 con acqua distillata, è stata introdotta in un matraccio ambrato insieme a 50 ml di acqua distillata, 5 ml di reattivo di Folin, 20 ml di Na2CO3 20% e acqua distillata fino a raggiungere un volume di 100 ml. La soluzione ottenuta è stata agitata per renderla omogenea e l’assorbanza relativa è stata letta a 750 nm dopo 30 min. Come bianco è stata utilizzata una soluzione preparata allo stesso modo, ma contenente 5 ml di una soluzione acquosa di zucchero invertito al 20%, in modo da escludere le eventuali interferenze degli zuccheri sulla determinazione. 

L’analisi, ripetuta in triplo per ogni campione, ha permesso di ottenere il valore medio di assorbanza. Moltiplicando tale valore per 16 e per il fattore di diluizione del mosto si ottiene l’indice di Folin-Ciocalteau del campione analizzato.

· Retta di taratura con acido gallico

Per costruire la curva di taratura, è stata utilizzata una soluzione acquosa di acido gallico (soluzione madre) avente concentrazione 1mg/ml dalla quale per diluizioni sono state ottenute le soluzioni figlie rispettivamente alle concentrazioni di 0.5; 0.25; 0.1; 0.08 e 0.05 mg/ml.

Dalla soluzione madre sono stati prelevati 200 µl e introdotti in un matraccio da 20 ml, nel quale sono stati aggiunti in successione 1 ml di reattivo di Folin, 4 ml di Na2CO3 20% e acqua distillata fino a raggiungere il volume di 20 ml. Allo stesso modo, sono state preparate nuove soluzioni a partire dalle soluzioni diluite. Tutte le soluzioni sono state ben agitate e mantenute a riposo per 30 min, dopodiché le relative assorbanze sono state lette allo spettrofotometro a 750 nm utilizzando acqua distillata come bianco. 

Le suddette operazioni sono state eseguite in triplo e correlando i valori di assorbanza con le concentrazioni delle corrispondenti soluzioni di partenza sono state ottenute tre rette. Come media di queste rette, infine, è stata tracciata la retta di taratura di acido gallico su un grafico concentrazione/assorbanza.

· Calcolo dei risultati

La retta di taratura, calcolata su cinque punti ed ottenuta come media di tre rette (coefficiente di correlazione pari a 0.9995) è riportata in figura 2 ed è rappresentata dall’equazione y = 1,2559x + 0,0108
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Estrapolando l’E1%, ovvero l’assorbanza di una soluzione alla concentrazione di 1 mg in 100 ml, è possibile calcolare la concentrazione di polifenoli totali nei campioni di mosto. Infatti, utilizzando l’E1% e come valore di assorbanza quello ottenuto dall’analisi moltiplicato per 16, si può applicare la legge di Lambert-Beer (Abs = E1% x l x C) e calcolare la concentrazione di polifenoli totali in mg/100 ml di soluzione, ovvero in 5 ml di mosto, tenendo conto della metodica. Infine, tale concentrazione, corretta per il fattore di diluizione utilizzato, è stata espressa in g(GAE)/L di mosto, come media delle tre determinazioni ± la deviazione standard.

2.2 Metodi per la determinazione della capacità antiossidante 

Nell’ultimo decennio, sono stati ideati e standardizzati diversi metodi per misurare la “capacità antiossidante totale” sia in campioni di natura biologica che alimentare. 

La capacità antiossidante di un campione è la sua capacità a preservarsi dall’attacco radicalico, processo di neutralizzazione che può avvenire mediante due principali meccanismi: il meccanismo di reazione Hydrogen Atom Transfer (HAT) ed il Single Electron Transfer (SET) (Prior et al., 2005). 

Nei metodi HAT, si utilizza un iniziatore radicalico ed un composto-sonda che reagendo con i radicali forma prodotti precisi (quantificabili otticamente, mediante fluorescenza o con altri metodi). In questo caso, la capacità antiossidante del campione è data dalla sua capacità di trasferire atomi di H ai radicali, agendo in competizione con il composto-sonda. Tra questi metodi vi sono: il Crocin Bleaching Assay (CBA), l’Oxygen Radical Absorbing Capacity (ORAC); il Total Radical-trapping Antioxidant Parameter (TRAP) ed il Total Oxidant Scavenging Capacity (TOSC). 

Invece, i metodi SET si basano sulla riduzione di un composto di riferimento, contenente ferro nel caso del metodo Ferric Reducing Antioxidant Power (FRAP) o rame nelle due varianti di questo metodo, Cuprac ed AOP-490. Infine, vi sono metodi che utilizzano sia meccanismi HAT che SET, quali il Trolox Equivalent Antioxidant Capacity (TEAC) ed il 2,2-Diphenyl-1-picrylhydrazyl (DPPH) Assay. 

La scelta di un metodo piuttosto che un altro, attualmente, viene effettuata in funzione del tipo di matrice alimentare o di fluido biologico da analizzare.

2.2.1 Metodo del “Bleaching” della crocina (CBA)

Tra tutti i metodi elencati sopra, il “Crocin Bleaching Assay” (CBA) presenta una buona stabilità ed adattabilità. Questo metodo è stato proposto da Bors et al. (1984), successivamente modificato da Tubaro et al. (1996) ed applicato su diverse matrici (Tubaro et al., 1998; Di Majo et al., 2005; Di Majo et al., 2008). È l’unico saggio, attualmente presente in letteratura, che permette di valutare contemporaneamente sia l’azione antiossidante che pro-ossidante di un campione ed è applicabile sia su matrici idrofile che lipofile. 

Il metodo CBA permette di valutare la capacità antiossidante di una sostanza o di una miscela, attraverso lo studio della cinetica di inibizione dello sbiancamento della crocina (Bleaching Test). Tale metodo è basato sull’ossidazione della crocina ad opera di radicali perossilici (figura 3, reazione [3]) prodotti da un agente radicalizzante (figura 3, reazione [1] e [2]). L’ossidazione della crocina si manifesta con la decolorazione della soluzione come indicato in figura 3, reazione [3]. 
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In presenza di un composto antiossidante, la velocità di sbiancamento della crocina si abbassa. Ciò dimostra che l’antiossidante compete con la crocina per la reazione con i radicali (figura 3, reazione [4]) e la velocità di interazione tra il radicale di un antiossidante e la crocina (figura 3, reazione [5]) è più bassa della velocità della reazione [3], cioè quella tra un radicale perossilico e la crocina. 

Nel metodo CBA, la velocità di sbiancamento della crocina è monitorata nel tempo, in assenza ed in presenza dell’antiossidante, mediante letture spettrofotometriche alla lunghezza d’onda specifica di 443 nm ed alla temperatura di 40° C. Lo studio è effettuato a partire da due minuti dopo l’addizione dell’agente radicalizzante e per un arco di tempo di dieci minuti, poiché la velocità di decolorazione della crocina diviene lineare proprio in questo intervallo di tempo. 

2  Messa a punto del metodo “Crocin Bleaching” per la determinazione della capacità antiossidante dei mosti d’uva.

Per mettere a punto il metodo “Crocin Bleaching” sui mosti d’uva è stata, innanzitutto, effettuata una scansione di un campione di mosto d’uva nello spettro del visibile (λ 360 nm-800nm), per verificare che la matrice presa in considerazione non produca alcuna interferenza alla lunghezza d’onda di assorbimento della crocina (λ 443 nm), alla quale si fa riferimento nel metodo.

In seguito, sono state valutate le diluizioni più opportune sia per la crocina che per il campione di mosto d’uva, in modo da ottenere un andamento cinetico che non fosse né troppo lento né eccessivamente rapido. Utilizzando una soluzione di crocina (soluzione 31,6 µM in metanolo), la diluizione ritenuta ottimale è stata di 1:50 in tampone fosfato; mentre, il mosto è stato diluito 1:30 in acqua distillata e tale diluizione, provata su più campioni di mosto, si è rivelata valida, indipendentemente dalla concentrazione in polifenoli totali. 

Considerando che il metodo prevede una fase iniziale in cui vengono generati radicali liberi ad una velocità nota e costante, mediante reazione di decomposizione termica o fotochimica di iniziatori di radicali liberi (Niki, 1990), è stato scelto come iniziatore radicalico l’AAPH [2,2’-Azo-bis (2-amidinopropano) dicloroidrato] (figura 4), diazocomposto utilizzato per le matrici idrofile (Tubaro et al., 1996; Di Majo et al., 2008).


La soluzione radicalizzante (AAPH) è stata preparata alla concentrazione di 10 mg/ml, così è stato evitato che il numero di molecole di antiossidante fosse inferiore a quello dei radicali prodotti, situazione che avrebbe determinato la saturazione dei radicali ed indotto delle modifiche nella cinetica di reazione.

Prima di descrivere l’applicazione del metodo “Crocin Bleaching” sui campioni di mosto d’uva, viene di seguito riportata la cinetica di ossidazione della crocina in assenza ed in presenza del campione, per giustificare le condizioni di lavoro fissate. 

· Cinetica di ossidazione della crocina in assenza ed in presenza del campione

Monitorando, per un tempo di 30 minuti, la cinetica di sbiancamento della crocina in presenza dell’agente radicalizzante ed in assenza dell’antiossidante, si ottiene l’andamento riportato in figura 5.



Dopo i primi due minuti di reazione, per un intervallo di tempo di dieci minuti, l’andamento della cinetica della crocina è lineare (figura 6), diversamente da quanto si verifica in altri metodi presenti in letteraura che, in genere, mostrano andamenti curvilinei. 

Tale caratteristica del metodo “Crocin Bleaching” permette di fissare l’intervallo di tempo dell’analisi tra i due minuti e i dodici minuti dall’inizio della reazione e, cosa più importante, consente l’esatta estrapolazione del valore della capacità antiossidante.

In assenza dell’antiossidante, i radicali perossilici reagiscono con la catena idrocarburica polinsatura della crocina, estere della crocetina (carotenoide estratto dallo zafferano) modificandone la coniugazione strutturale ed inducendo il “bleaching” (sbiancamento), secondo una velocità di reazione (V0) rappresentata dalla seguente equazione:

Vo = K1× [ROO·] × [C]
Quindi, in teoria, la reazione dovrebbe seguire una cinetica di secondo ordine in cui la velocità di reazione dipende sia dalla concentrazione di crocina sia dal radicalizzante. In realtà, la velocità di reazione risulta indipendente dalla concentrazione del radicalizzante di partenza ed è influenzata in modo direttamente proporzionale dalla concentrazione della crocina. Infatti, dimezzando la concentrazione della soluzione di crocina, dimezza la velocità di reazione (figura 7). 

Pertanto, la reazione segue una cinetica di pseudo primo ordine e la velocità di reazione può essere semplicemente espressa con l’equazione:     Vo = Kc × [C] dove Kc = K1 × [ROO·]



Invece, in presenza dell’agente antiossidante, campione di mosto, che compete per i radicali perossilici (figura 3, reazione [4]), si osserva una diminuzione della velocità di reazione tra crocina e radicali perossilici. Così la velocità di sbiancamento (V) della crocina diventa:

              Kc [C]
V = Vo x ((((((-(


Ka [A] + Kc [C]
Dove 

Vo è la velocità di sbiancamento della crocina in assenza di antiossidante

Kc è la costante che tiene conto della [ROO˙] e della costante di velocità della reazione tra ROO˙ e crocina (Kc = K1 × [ROO·])

Ka è la costante che tiene conto della [ROO˙] e della costante di velocità della reazione tra ROO˙ e antiossidante (Ka = K2 × [ROO·])

[C] = concentrazione di crocina 

[A] = concentrazione di antiossidante espressa in % in volume

L’entità del “Crocin bleaching” in un sistema contenente crocina e mosto è nettamente inferiore rispetto ad un identico sistema contenente solo crocina. Infatti, per l’intero intervallo di tempo considerato nell’analisi, i valori di assorbanza della crocina sono più alti in presenza dell’antiossidante, campione di mosto (figura 8).
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Fig. 8: Sbiancamento della crocina in assenza e in presenza di mosto.

Inoltre, lo sbiancamento della crocina risulta differente al variare della quantità di antiossidante aggiunto al sistema di reazione (figura 9). Diminuendo la concentrazione dell’antiossidante (mosto), la retta si sposta a valori più bassi e, quindi, minore è l’azione protettiva nei confronti dell’ossidazione della crocina da parte dell’antiossidante.
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Fig. 9: Sbiancamento della crocina al variare della quantità di mosto (%v/v).

Dalla regressione lineare dei rapporti delle concentrazioni testate [antiossidante]/[crocina] rispetto ai rapporti dei valori delle velocità Vo/V, si ottiene l’equazione di una retta (figura 10):

Vo/V = Ka/Kc x [A]/[C] + 1
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La pendenza di tale retta corrisponde a Ka/Kc, cioè al rapporto tra le costanti cinetiche delle reazioni della crocina con i radicali in presenza ed in assenza di antiossidante rispettivamente. 

Il rapporto Ka/Kc esprime il comportamento di un campione che può agire da antiossidante o da pro-ossidante: 

· se il valore di Ka/Kc calcolato risulta maggiore di 1 (pendenza retta >0), ovvero Ka è maggiore di Kc, il campione in analisi si comporta da antiossidante e, quindi, la velocità di reazione della crocina con i radicali perossilici sarà minore in presenza del campione;

· se il valore di Ka/Kc risulta inferiore ad 1 (pendenza retta <0), ovvero Ka è minore di Kc,  il campione si comporta da pro-ossidante e, quindi, la velocità di reazione della crocina con i radicali perossilici sarà maggiore in presenza del campione.

· Ripetibilità del metodo “Crocin Bleaching” sui mosti d’uva

A questo punto, considerata la cinetica di ossidazione della crocina, è stata verificata l’adattabilità e la ripetibilità del metodo CBA sui mosti, ripetendo 10 volte l’analisi su uno stesso campione. 

Il metodo si è rivelato ripetibile sui mosti d’uva, ottenendo una deviazione standard che rientra nell’ordine di ± 0.005.

2 Applicazione del metodo CBA sui mosti d’uva
Per applicare il metodo CBA sui mosti d’uva, è stata innanzitutto effettuata l’estrazione della crocina dallo zafferano e, in seguito, sono state preparate le soluzioni di lavoro.

· Estrazione della crocina

La Crocina, carotenoide dello zafferano, viene utilizzata alla concentrazione di 10 µM in metanolo come substrato per i radicali liberi e viene estratta dallo zafferano commerciale. Secondo Ordoudi et Tsimidou (2006) non vi sono interferenze spettrofotometriche dovute ai coloranti sintetici (rosso e giallo) nella soluzione di crocina ottenuta per estrazione dallo zafferano commerciale, che, quindi, risulta utilizzabile in sostituzione a quella pura. 

La procedura prevede una fase di purificazione dello zafferano con etere dietilico per allontanare le possibili interferenze da sostanze grasse, tocoferoli e carotenoidi a minore polarità, che andrebbero ad assorbire nella regione dello spettro a cui viene letta la crocina; una fase di estrazione con metanolo ed una fase finale di titolazione della soluzione metanolica di crocina estratta. 

Nella fase di purificazione, si pesano 0.5 g di zafferano commerciale ai quali si aggiungono 15 ml di etere dietilico (J.T. Baker) e si lasciano a riposo per 5 minuti sotto agitazione. Poi, si elimina la fase eterea, il residuo viene asciugato all’aria e sottoposto ad estrazione con metanolo. Questa operazione viene ripetuta tre volte utilizzando sempre del solvente fresco che, alla fine del trattamento, può essere eliminato.
Successivamente, il residuo proveniente dalla fase di purificazione viene addizionato con 10 ml di metanolo (J.T. Baker), lasciato a riposo per 5 minuti a temperatura ambiente e sotto costante agitazione. L’operazione viene ripetuta tre volte utilizzando sempre un ugual volume di fase estraente fresca. Alla fine di ogni estrazione, il volume di fase estraente, contenente la crocina, viene riunito agli altri per ottenere un volume complessivo finale di 30 ml. La soluzione metanolica di crocina ottenuta viene, quindi, sottoposta a filtrazione con filtri RC55 (0.45μm, 0,25 mm) e 150 μl di questa vengono evaporati sotto corrente di azoto, a temperatura ambiente, ed utilizzati per determinarne il titolo. Il rimanente volume, conservato a -24°C per un massimo di tre mesi, è utilizzato per preparare la soluzione di lavoro prima dell’inizio delle analisi. 

Infine, si effettua la titolazione della soluzione metanolica di crocina: si riprende il residuo secco di crocina concentrata con 1 ml di metanolo, si diluisce 1:25 con lo stesso solvente e si legge la densità ottica allo spettrofotometro, alla lunghezza d’onda di 443 nm, azzerando contro un bianco costituito da metanolo. 

Nella fattispecie, è stato ottenuto un valore di assorbanza di 4,2050 corrispondente ad una concentrazione di 31,6 µM, calcolata mediante la legge di Lambert-Beer ed usando come coefficiente di estinzione molare ε= 1,33 x 105 mol-1 cm-1 (Finotti e Di Maio 2003). La soluzione metanolica di crocina è stata, infine, diluita fino ad ottenere una concentrazione finale di lavoro di 0,632 µM.
· Preparazione delle soluzioni di lavoro

Si preparano le soluzioni di iniziatore radicalico 2,2’-Azo-bis 2-amidinopropano-diidrocloride alla concentrazione di 10 mg/ml in acqua, acquistato in polvere dalla ditta Wako Chemical (U.S.A), e di crocina in metanolo 10 µM finale. Si diluisce il campione di mosto d’uva 1:30 con H2O bidistillata. Le soluzioni preparate, prima di essere utilizzate, vengono tenute al riparo dalla luce ed a temperatura ambiente al fine di evitare modifiche alla loro composizione.

· Analisi spettrofotometrica della cinetica di sbiancamento della crocina

L’analisi spettrofotometrica della cinetica di sbiancamento della crocina prevede la preparazione di 7 sistemi di reazione diversi in 7 cuvette: un sistema contenente solo crocina e radicalizzante AAPH e sei sistemi contenenti crocina, AAPH e quantità decrescenti di mosto. Le quantità utilizzate sono riportate in tabella 1.

Tab. 1: Sistemi di reazione realizzati per l’analisi della capacità antiossidante dei mosti.
	SISTEMI
	1
	2
	3
	4
	5
	6
	7

	µl CROCINA
	150
	150
	150
	150
	150
	150
	150

	µl H2O
	150
	150
	150
	150
	150
	150
	150

	µl MOSTO
	/
	150
	100
	80
	60
	40
	20

	µl H2O
	300
	150
	200
	200
	200
	200
	200

	µl AAPH
	150
	150
	150
	150
	150
	150
	150

	µl H2O
	150
	150
	150
	150
	150
	150
	150

	µl H2O
	100
	100
	100
	120
	140
	160
	180


Le cuvette così riempite si incubano a 40° C in un termoblock per mantenere le condizioni ottimali di reazione. Dopo 2 min e 12 min dall’inizio della reazione, sono effettuate le letture allo spettrofotometro a 443 nm, contro un bianco di soluzione acquosa di zucchero invertito al 20%. Ogni prova è opportunamente ripetuta in triplo e i valori di assorbanza sono elaborati in modo da ottenere la capacità antiossidante in termini di Ka/Kc, dove Ka tiene conto della reazione tra radicali perossilici e antiossidanti e Kc tiene conto della reazione tra radicali perossilici e crocina. 

Il rapporto Ka/Kc corrisponde al coefficiente angolare della seguente retta: 

D0/Da = Ka/Kc × [A]/[C] + 1

Dove:

D0 = Abs(t=0)-Abs(t=10)/(to-t10)
relativo alla crocina

Da= Abs(t=0)-Abs(t=10)/(to-t10)
relativo alle varie concentrazioni di mosto

[A] rappresenta le varie concentrazioni di mosto, espressa come v/v %

[C] rappresenta la concentrazione di crocina, espressa come v/v %

Capitolo 3. Metodiche utilizzate per l’identificazione dei lieviti caratterizzanti le uve e applicazione sui mosti.

La comunità microbica presente nei mosti d’uva freschi e durante la fermentazione alcolica è stata oggetto di studio in diverse regioni del mondo, note per la coltivazione della vite (Baleiras Couto et al., 2005; Fernandez et al., 1999; Ganga e Martinez, 2004; Gonzalez et al., 2007; Hierro et al., 2006; Lopandic et al., 2008; Zott et al., 2010). Differenti tecniche sono state utilizzate per analizzare l’ecosistema lieviti sia nei mosti d’uva che nei vini: persiste il ricorso alle metodiche di microbiologia classica, mentre si affinano le metodiche di biologia molecolare e sempre più frequentemente le une vengono utilizzate in associazione alle altre.

2 Metodi microbiologici per l’isolamento di lieviti non-Saccharomyces

La microbiologia classica è ancor oggi considerata un importante mezzo di analisi e moltissimi sono i campi di applicazione. In microbiologia, è fondamentale utilizzare terreni di coltura sterili, aventi concentrazione di sostanze nutritive, grado di umidità e pH adatti alla crescita dei microrganismi da isolare. I terreni, liquidi o solidi, possono essere di arricchimento o elettivi (se favoriscono la crescita di una data specie), selettivi (quando contengono supplementi, come gli antibiotici, che impediscono la crescita di alcuni microrganismi) e differenziali (se contengono sostanze indicatrici di reazioni biochimiche). 

Per quanto riguarda le indagini sui mosti d’uva e sui vini, dirette ad individuare la flora microbica, alcuni dei terreni di coltura utilizzati sono il MEA (Malt Extract Agar) con l’aggiunta di Rosa Bengala, cloramfenicolo e diclorano (Combina et al., 2005); il terreno non selettivo YPD-agar e l’agar-lisina (Di Maro et al., 2007); ed il terreno WL Nutrient Agar (Cavazza et al., 1992; Cavazza e Poznanski, 1998; Pallman et al., 2001).

Come anticipato, la scelta di un terreno di coltura tiene conto delle necessità nutritive dei microrganismi da isolare o di particolari caratteristiche di essi, quali la sensibilità a determinate sostanze o la capacità di produrre specifici metaboliti. Pertanto, nell’ambito della microbiologia enologica, si tiene conto innanzitutto del fatto che i microrganismi dell’uva e del vino, per crescere, hanno bisogno di un apporto di composti carboniosi (come ad esempio il glucosio), composti azotati (NH3, nitrati o nitriti), sali minerali e fattori di crescita (soprattutto biotina e acido pantotenico).

3.1.1 Metodo di Cavazza e Poznanski (1998)
L’isolamento delle colonie di non-Saccharomyces è stato realizzato secondo il metodo di Cavazza e Poznanski (1998), basato sull’utilizzo del Wallerstein Laboratory Nutrient Agar, terreno di coltura formulato da Green e Gray nel 1950. 

Questo terreno di coltura, essendo molto ricco di nutrienti, favorisce la crescita di molte specie di lieviti, permettendo di distinguerne il genere di appartenenza. Infatti, su WL Nutrient Agar le colonie di lievito assumono colorazione e/o morfologia caratteristiche per cui sono facilmente riconoscibili. I gruppi di ricerca Cavazza e Bisson (Cavazza et al., 1992; Cavazza e Poznanski, 1998; Pallman et al., 2001) hanno descritto per diversi generi una tipica morfologia su questo terreno di coltura, puntualizzando il colore, l’elevatura, la superficie e la consistenza delle colonie di lievito e, in alcuni casi, la morfologia delle cellule all’osservazione microscopica. Quindi, il terreno WL Nutrient Agar è stato utilizzato sia per contare le UFC (unità formanti colonie), ottenendo il numero di lieviti per ml di mosto, che per definire il genere dei lieviti caratterizzanti un mosto.    

2 Metodi biomolecolari per l’identificazione delle specie di lieviti non-Saccharomyces

I progressi della biologia molecolare hanno portato allo sviluppo di numerose tecniche per l’identificazione dei lieviti. Negli ultimi anni, sono state descritte ed applicate nuove metodiche, quali la PCR-DGGE (Denaturing Gradient Gel Electrophoresis) (Capece et al., 2003; Doare-Lebrun et al., 2006), l’ibridizzazione in situ (Xufre et al., 2006), la RAPD-PCR (Random Amplified Polymorphic DNA) (Baleiras Couto et al., 1994; Lopandic et al., 1996; Quesada e Cenis, 1995) e la citometria con anticorpi fluorescenti (Rodriguez e Thornton, 2008). 

Queste tecniche sono basate sull’analisi diretta del DNA nei campioni di origine biologica e tra esse quella più usata in enologia è certamente la PCR-DGGE (Zott et al., 2010). Tuttavia, secondo alcuni autori, questa analisi è meno sensibile rispetto alle colture su agar per effettuare la determinazione dei lieviti sulle uve (Andorra et al., 2008).

Un’altra metodica piuttosto diffusa per l’identificazione delle specie di lieviti, in mosti d’uva freschi e durante la fermentazione, è la PCR-RFLP (dove RFLP è l’acronimo di Restriction Fragment Length Polymorphism). L’analisi PCR-RFLP è stata applicata sul DNA cromosomiale (Versavaud e Hallet, 1995), sul DNA mitocondriale (Romano et al., 1996; Constantì et al., 1997; Ibeas et al., 1997; Pramateftaki et al., 2000) e sul DNA ribosomiale (Granchi et al., 1999; Raspor et al., 2006; Zott et al., 2010). In particolare, Zott et al. (2010) sfrutta questo tipo di analisi come approccio di riferimento per sviluppare l’analisi quantitativa RT-PCR (Real-time PCR) sui lieviti.

3.2.1 Metodo di Granchi et al. (1999)
Il metodo di Granchi et al. (1999) prevede l’applicazione della reazione di polimerizzazione della polimerasi (PCR) seguita dall’analisi del polimorfismo dei frammenti di restrizione (RFLP) ottenuti con specifici enzimi, quali HhaI, HaeIII e HinfI. 

La sequenza bersaglio considerata in questo metodo è la regione 5.8 S-ITS dell’rDNA dei lieviti. Si tratta di una regione del DNA ribosomiale che permette la distinzione tra le varie specie, in quanto mostra elevata variabilità interspecifica e basso polimorfismo intraspecifico (Esteve-Zarzoso et al., 1999; Granchi et al., 1999).

Mediante la PCR si ottengono amplificati della regione ITS (Internal Transcribed Spacers), che include il gene conservato codificante per il 5.8S rRNA e le due sequenze fiancheggianti variabili e non codificanti, ITS1 e ITS2 (figura 11).
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Il metodo utilizza i primers, ITS1 e ITS4 (White et al., 1990), che rispettivamente si posizionano in corrispondenza della porzione 5’ del DNA 18S e della porzione 3’ del DNA 26S, entrambe sequenze altamente conservate ed esterne alle regioni ITS1 e ITS2 variabili. Così si ottiene una quantità di DNA discriminante le specie di lieviti e sufficiente per l’individuazione dei risultati su gel di agarosio.

Il successivo trattamento con enzimi di restrizione è fondamentale, poiché l’identificazione si basa sulla comparazione del numero e della dimensione dei frammenti di restrizione ottenuti dal DNA del lievito da identificare con quelli di lieviti già identificati e descritti in letteratura.

2 Campionamento e analisi dei mosti d’uva
3.3.1 Criteri di campionamento

La scelta dei campioni d’uva da analizzare è stata guidata da alcuni criteri ben precisi: 

· sono state scelte due varietà rosse, Nero d’Avola e Petit Verdot, per confrontare una cultivar tipicamente siciliana con una non autoctona;

· le uve sono state raccolte in vigneti della stessa zona, coltivate con lo stesso sistema di allevamento e sottoposte agli stessi trattamenti agronomici, per riferire ogni differenza alla variabile cultivar; e lo studio su di esse è stato condotto per tre annate consecutive in modo da individuare anche l’influenza dell’annata;

· per la varietà Nero d’Avola, sono stati messi a confronto due sistemi di coltivazione, cordone speronato e Guyot, in due annate consecutive, per osservare l’effetto del sistema di allevamento e dell’annata.

3.3.2 Raccolta delle uve

La raccolta delle uve è avvenuta in vigneti siti in c/da Ferla a Mazara del Vallo, ad un’altitudine di 100 m dal livello del mare. Il terreno, in questa zona, è sabbioso, pressoché pianeggiante ed esposto a sud. Le uve Nero d’Avola e Petit Verdot, coltivate con sistema cordone speronato, sono state raccolte in due vigneti limitrofi, separati da una strada; mentre, le uve Nero d’Avola coltivate con sistema Guyot sono state raccolte in un vigneto della stessa zona, vicino agli altri due.

Il campionamento è stato realizzato ad intervalli di 6-10 giorni, per tutta la durata della maturazione fino al momento della vendemmia, raccogliendo l’uva sempre dalle stesse piante preventivamente scelte. Ad ogni campionamento, è stata raccolta una quantità complessiva d’uva pari a 1 Kg circa, utilizzando guanti, sacchetti sterili e le stesse forbici solo per i campioni della stessa varietà, in modo da evitare possibili contaminazioni. 

Le uve sono state mantenute all’interno di borse termiche ad una temperatura non superiore ai 4°C per circa 2 ore, cioè per il tempo necessario al trasferimento in laboratorio.

3.3.3 Trattamento dei campioni

In laboratorio, le uve sono state sottoposte a pigiatura manuale senza estrarle dal proprio sacchetto. Terminata la suddetta operazione,  il sacchetto è stato posto su uno strato di ghiaccio per 10 minuti, agitandolo di tanto in tanto, in modo da favorire il contatto mosto-bucce. Successivamente, ogni sacchetto è stato trasferito in ambiente sterile ed il mosto contenuto all’interno è stato prelevato e distribuito in tubi sottovuoto da 9 ml e in tubi sterili da 12 ml.

Il mosto distribuito nei tubi sottovuoto è stato conservato a 4° C, al riparo dall’ossigeno e dalla luce, ed stato utilizzato per le analisi preliminari necessarie a definire la qualità delle uve campionate.

Invece, il mosto distribuito nei tubi sterili da 12 ml è stato conservato a -80°C in glicerolo 50% fino al momento delle analisi microbiologiche e biomolecolari per identificarne le specie caratterizzanti.

3.3.4 Applicazione del metodo di Cavazza e Poznanski (1998) sui mosti d’uva

Per effettuare l’analisi microbiologica, innanzitutto, sono state preparate diluizioni da 1:10 a 1:100.000 dei mosti conservati in glicerolo utilizzando acqua peptonata sterile (0,1% peptone). Allora, sono stati seminati 0,2 ml della diluizione ottimale su terreno WL Nutrient Agar Fluka (glucosio anidro 50 g/L, peptone da caseina 5 g/L, estratto di lievito 4 g/L, potassio fosfato monobasico 0,55 g/L, potassio cloruro 0,425 g/L, calcio cloruro 0,125 g/L, magnesio solfato 0,125 g/L, cloruro ferrico 0,0025 g/L, manganese solfato 0,0025 g/L, verde di bromocresolo 0,022 g/L, agar 12 g/L, pH 5,5) addizionato di difenile, per una concentrazione finale di 0,0014%, al fine di rallentare lo sviluppo di muffe. 

Le colture sono state mantenute a 28° C e dopo 4-5 giorni è stata effettuata la conta delle UFC di lieviti. In un primo tempo, non è stato possibile osservare bene la morfologia delle colonie per l’elevata presenza di muffe nei mosti analizzati. Il problema è stato risolto prelevando le colonie di lievito già al terzo giorno di crescita e applicando la tecnica dello striscio a singola colonia su nuovo terreno WL Nutrient Agar. 

Dopo 4-5 giorni di crescita a 28° C, è stata osservata e descritta la morfologia delle colonie isolate, secondo i criteri stabiliti da Cavazza et al. (1992). Infine, le colonie di non-Saccharomyces isolate sono state conservate in tubi da collezione contenenti terreno Sabouraud Dextrose Agar, Oxoid (peptone 10 g/L; glucosio 40 g/L; agar 15 g/L; pH 5.6) e mantenute a 4° C in attesa delle successive analisi, necessarie per l’identificazione delle specie. 

· Conteggio delle colonie di lieviti non-Saccharomyces
Le colonie di lievito, cresciute su WL Nutrient Agar secondo le condizioni descritte sopra, sono state contate utilizzando la seguente formula:

      n/p 
N =  ((((
      V x d

Dove

N è il numero delle colonie presente in 1 ml di mosto

n è il numero delle colonie contate nelle piastre 

p è il numero delle piastre considerate

V è il volume di inoculo in ml

d è la diluizione applicata

Così è stato ottenuto il numero di UFC (unità formanti colonie) in un ml di mosto analizzato. Ovviamente, il numero delle muffe sviluppate sul terreno è stato calcolato in maniera analoga.

· Criteri per la descrizione della morfologia dei lieviti non-Saccharomyces su WL Nutrient Agar
Per quanto riguarda la morfologia assunta della colonie su WL Nutrient Agar, sono stati utilizzati gli stessi parametri di Cavazza et al. (1992). Per ogni colonia, è stato innanzitutto valutato il colore, che può essere compatto (generalmente verde brillante, crema o anche rosa) oppure presentarsi con varie sfumature di verde. Per definire l’elevatura delle colonie è stato sufficiente osservare le piastre da una prospettiva laterale, distinguendo le colonie piatte da quelle umbonate a cupola o convesse. Invece, la superficie delle colonie, lucida o opaca, all’osservazione non sempre si è mostrata liscia: alcuni generi di lieviti formano colonie con una superficie rugosa, come il genere Pichia, o addirittura pelosa, come il genere Issatchenkia. Infine, mediante un’ansa sterile è stata definita la consistenza delle colonie che può essere cremosa, come per il genere Candida o Torulaspora, burrosa, tipica dei generi Hanseniaspora e Rhodotorula, o farinosa, come nel caso dei generi Metschnikowia e Pichia.

3.3.5 Applicazione del metodo di Granchi et al. (1999) sui mosti d’uva

L’identità dei lieviti non-Saccharomyces presenti nei mosti d’uva analizzati è stata definita a partire dalla collezione in Sabouraud Dextrose Agar Oxoid (peptone 10 g/L; glucosio 40 g/L; agar 15 g/L; pH 5.6), applicando l’analisi PCR-RFLP della regione 5.8S-ITS del rDNA dei lieviti (Esteve-Zarzoso et al., 1999; Granchi et al., 1999). 

La procedura di identificazione delle specie di lieviti presenti nei campioni di mosto è stata realizzata in 5 fasi.

· Estrazione del DNA

Una quota visibile di ciascun isolato è stata prelevata dai tubi di collezione mediante un’ansa sterile e sospesa in 50 μl di acqua distillata sterile. Tali sospensioni cellulari sono state riscaldate a 80º C per 10 min, in modo da ottenere la rottura delle pareti cellulari e la liberazione nel mezzo dei componenti intracellulari, tra cui il DNA.

· PCR della regione 5.8 S-ITS rDNA

Per effettuare l’amplificazione del DNA, secondo il metodo di Granchi et al. (1999), sono stati usati 4 (l della sospensione di lieviti che aveva subito il trattamento a 80º C e sono stati aggiunti a 21 (l della seguente miscela di amplificazione: 1x Green GoTaq Flexi Buffer; 1.5 mmol l-1 MgCl2; 0.1 mmol l-1 di ogni dNTP; 0.4 (mol l-1 di ogni primer; 1 U di GoTaq Flexi DNA Polymerase. Sono stati utilizzati i primers ITS1 (5’ TCCGTAGGTGAACCTGCGG 3’) e ITS4 (5’ TCCTCCGCTTATTGATATGC 3’) descritti da White et al. (1990). Fra i campioni sottoposti a questo tipo di amplificazione, è stato sempre incluso un controllo negativo, cioè privo di DNA.

Il programma di temperatura applicato è caratterizzato da un’iniziale denaturazione a 95( C per 6 min, 35 cicli a 94( C per 20 s, a 53( C per 20 s e a 72( C per 1 min ed una finale estensione a 72( C per 5 min. 

· Elettroforesi orizzontale del DNA amplificato 

Gli ampliconi ottenuti dalla PCR sono stati caricati su gel di agarosio 1.5% (w/v) contenente etidio bromuro ad una concentrazione finale di 0.1 μg/ml. 

La risoluzione degli ampliconi è avvenuta mediante elettroforesi orizzontale in un apparato Wide Mini SubTM Cell (BioRad) a 50 V per 15 min e poi a 80 V per circa 1 h e mezza, utilizzando come tampone di scorrimento TBE 0.5x (44.5 mmol l-1 Tris base, 44.5 mmol l-1 acido borico, 1 mmol l-1 EDTA; pH 8,3). Alla fine della corsa elettroforetica, il gel è stato sottoposto ai raggi ultravioletti del transilluminatore così da ottenerne l’immagine fluorescente, acquisita mediante fotocamera digitale Cyber-Shot DSC-W80 ed elaborata mediante un sistema computerizzato.

Le dimensioni degli ampliconi sono state stimate facendo un confronto diretto con quelle dello standard 100 bp DNA Ladder (Promega), opportunamente caricato sul gel insieme ai campioni di DNA amplificato.

· Digestione del DNA amplificato mediante enzimi di restrizione

Il DNA amplificato è stato, in seguito, digerito usando i seguenti enzimi di restrizione: HhaI, HaeIII e HinfI. 

Per la digestione di circa 7 μl di DNA amplificato, sono state usate 3 U di HhaI (corrispondenti a 0.3 μl) in 1x Buffer C (10 mM Tris-HCl, 50 mM NaCl, 10 mM MgCl2, 1 mM DTT; pH 7.9) con 0.1 mg/ml BSA. Invece, per digerire circa 7 μl di DNA amplificato con HaeIII sono state utilizzate 4 U di enzima (corrispondenti a 0.4 μl) in 1x Buffer C (10 mM Tris-HCl, 50 mM NaCl, 10 mM MgCl2, 1 mM DTT; pH 7.9). Infine, nel caso della digestione con HinfI sono state usate 6 U di tale enzima (corrispondenti a 0.6 μl) in 1x Buffer B (6 mM Tris-HCl, 50 mM NaCl, 6 mM MgCl2, 1 mM DTT; pH 7.5). 

Tutte le digestioni sono state realizzate in un volume finale di 10 μl e condotte a 37( C per 3 h.

· Elettroforesi orizzontale dei frammenti di restrizione 

I frammenti di restrizione sono stati caricati su gel di agarosio 2.5% (w/v) contenente etidio bromuro ad una concentrazione finale di 0.1 μg/ml. 

L’elettroforesi orizzontale è avvenuta, come per il DNA amplificato, in un apparato Wide Mini SubTM Cell (BioRad) a 50 V per 15 min e poi a 80 V per circa 2 h, utilizzando come tampone di scorrimento TBE 0.5x (44.5 mmol l-1 Tris base, 44.5 mmol l-1 acido borico, 1 mmol l-1 EDTA; pH 8,3). Alla fine della corsa elettroforetica, è stata ottenuta l’immagine fluorescente del gel sottoponendolo ai raggi ultravioletti del transilluminatore ed è stato possibile acquisire l’immagine mediante fotocamera digitale Cyber-Shot DSC-W80 ed elaborarla mediante un sistema computerizzato. 

Le dimensioni dei frammenti di restrizione sono state definite confrontandole con quelle dello standard 50 bp DNA Step Ladder (Promega), caricato sul gel insieme ai frammenti di DNA ottenuti dalle digestioni.

Capitolo 4. Risultati delle analisi preliminari sulle uve.

Le analisi preliminari condotte sulle uve campionate sono state effettuate al fine di definirne la qualità dal punto di vista salutistico. Si è ritenuto opportuno prendere in considerazione solo varietà d’uva rossa, in quanto dotate di un maggior contenuto fenolico totale rispetto alle varietà bianche (Peña-Neira et al., 2000; Cantos et al., 2002; Lachmann et al., 2009). 

3.4.2 Contenuto fenolico totale dei mosti d’uva

L’analisi del contenuto fenolico totale dei mosti d’uva è stata effettuata con il metodo di Folin-Ciocalteau, descritto nel capitolo 2 (paragrafo 2.1.1), esprimendo i risultati come indice di Folin-Ciocalteau ed in termini di equivalenti di acido gallico per litro di mosto (gGAE/L). 

4.1.1 Valutazione del contenuto fenolico totale di due cultivar rosse siciliane rispetto alla stessa annata

L’analisi del contenuto fenolico dei mosti ottenuti dalla pigiatura di varietà d’uva diverse, ma appartenenti alla stessa annata, permette di evidenziare l’influenza delle caratteristiche genetiche delle varietà sulla quantità dei polifenoli, a parità di caratteri pedo-climatici e tecnologici.

Le due cultivar rosse siciliane messe a confronto, Nero d’Avola e Petit Verdot, coltivate con sistema cordone speronato, presentano valori di contenuto fenolico totale differenti durante la maturazione in tutte e tre le annate. Gli indici di Folin Ciocalteau calcolati (tabella 2) suggeriscono valori superiori per i campioni d’uva Nero d’Avola, ad ogni stadio della maturazione e per ciascuna annata considerata.

Tab. 2: Indice di Folin-Ciocalteau dei mosti d’uva analizzati 

durante la maturazione in tre annate consecutive.

	
	ANNATA 2008
	ANNATA 2009
	ANNATA 2010

	 CAMPIONAMENTO
	NERO D’AVOLA
	PETIT VERDOT
	NERO D’AVOLA
	PETIT VERDOT
	NERO D’AVOLA
	PETIT VERDOT

	1
	65,98
	39,87
	54,16
	36,44
	66,38
	34,59

	2
	75,69
	57,27
	58,98
	31,96
	94,66
	52,21

	3
	66,38
	49,18
	64,86
	35,04
	105,30
	42,79

	4
	68,74
	52,19
	58,12
	39,85
	
	

	5
	88,82
	
	
	56,75
	
	

	6
	82,75
	
	
	
	
	


Nell’annata 2008, il periodo di maturazione delle uve Nero d’Avola è stato più lungo rispetto a quello delle uve Petit Verdot: le prime sono state vendemmiate il 30 settembre, mentre le seconde il 12 settembre. La maggiore permanenza delle uve Nero d’Avola nel vigneto ha favorito il raggiungimento di valori di contenuto fenolico superiori (figura 12).
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Infatti, il contenuto fenolico totale dei campioni Nero d’Avola si è mantenuto in un range che va da 10,42 ± 0,48 a 14,02 ± 0,21 gGAE/L mosto, con un picco massimo prossimo alla data di vendemmia. Mentre, nei mosti d’uva Petit Verdot il contenuto fenolico totale è sempre rimasto al di sotto dei 9,04 ± 0,42 gGAE/L mosto. 

Nell’annata 2009, le uve Nero d’Avola sono state raccolte una settimana prima delle uve Petit Verdot (figura 13). 
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Tale scelta è stata dettata dal fatto che tra il terzo ed il quarto campionamento si stava verificando un progressivo impoverimento delle proprietà delle uve (il rapporto zuccheri/acidi si stava modificando in direzione non ottimale), anche per quanto riguarda il contenuto fenolico totale. Al contrario, per le uve Petit Verdot si stava realizzando un progressivo miglioramento delle caratteristiche, tanto da raggiungere alla vendemmia un contenuto fenolico totale pari a 8,96 ± 0,18 gGAE/L mosto, sovrapponibile a quello calcolato per le uve Nero d’Avola una settimana prima (9,18 ± 0,17 gGAE/L mosto). 

Infine, l’annata 2010 è stata caratterizzata da un processo di maturazione a decorso più rapido per entrambe le cultivar e da condizioni pedo-climatiche peggiori rispetto alle annate precedenti. Pertanto, le uve sono state raccolte entro il mese di agosto, anziché a settembre, riducendo così il numero di campionamenti effettuabili (figura 14). Il valore di contenuto fenolico totale raggiunto alla vendemmia dalle uve Nero d’Avola è stato di 16,63 ± 0,32 gGAE/L mosto, mentre le uve Petit Verdot possedevano 6,76 ± 0,30 gGAE/L mosto. 
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Complessivamente, in ciascuna annata e ad ogni stadio della maturazione presi in considerazione, tra i mosti d’uva Nero d’Avola e Petit Verdot sono state calcolate differenze significative (p<0,01) per i valori di contenuto fenolico totale e la varietà Nero d’Avola ha mostrato sempre una maggiore ricchezza in polifenoli rispetto alla varietà Petit Verdot. Tali risultati confermano i dati riportati in letteratura, secondo i quali il contenuto fenolico dell’uva dipende fortemente dalla cultivar (Baydar, 2006; Orak, 2007).

Per quanto riguarda l’andamento del contenuto fenolico totale durante la maturazione, non è stata riscontrata una sovrapposizione dei comportamenti delle due varietà, eccetto che nel 2008. Tale risultato indica che, anche nella stessa annata, le condizioni ambientali possono influenzare lo sviluppo dei polifenoli nelle uve in modo differente per cultivar, perché diversa può essere la resistenza di una varietà a determinati stress.  

4.1.2 Valutazione del contenuto fenolico totale di due cultivar rosse siciliane al variare dell’annata

Gli stessi dati riportati sopra possono essere commentati confrontando, per ciascuna cultivar, l’andamento del contenuto fenolico totale nelle tre le annate considerate. Attraverso questa analisi è possibile valutare, nell’ambito di una stessa cultivar ed a parità di parametri agronomici e tecnologici, l’influenza dei fattori climatici collegati ad una determinata annata con la ricchezza in polifenoli dei mosti d’uva.

Le uve Nero d’Avola, nell’annata 2010, hanno mostrato contenuti fenolici superiori rispetto al 2008 ed al 2009, raggiungendo i 16,63 ± 0,32 gGAE/L mosto (figura 15). Ciò è da attribuire al fatto che, nel 2010, questa varietà ha subito uno stress non indifferente prodotto da un deficit di acqua verificatosi nella zona e da improvvise precipitazioni nel mese di agosto. Comunque, in ognuna delle tre annate considerate, al raggiungimento della maturità fisiologica e tecnologica, le uve Nero d’Avola possedevano una buona maturità fenolica.
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In linea di massima, anche per le uve Petit Verdot è stata raggiunta una buona maturità fenolica alla vendemmia, ma molto più costante è stato l’andamento del contenuto fenolico totale nel corso della maturazione in ciascuna annata studiata. Infatti, tra il 2008 ed il 2010, il contenuto fenolico totale delle uve Petit Verdot si è mantenuto in un range piuttosto ristretto: i valori oscillano tra 5,04 ± 0,27 e 9,04 ± 0,42 gGAE/L mosto (figura 16). 
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Tali valori, piuttosto vicini tra loro e riferiti a più annate, indicano un buon adattamento all’ambiente da parte di questa varietà d’uva. Quindi, le scelte agronomiche e le condizioni climatiche hanno favorito lo sviluppo di buone proprietà nelle uve Petit Verdot, pur non essendo quest’ultima una cultivar autoctona.   

4.1.3 Valutazione del contenuto fenolico totale di una cultivar siciliana al variare del sistema di coltivazione della vite e dell’annata

Un’ulteriore indagine condotta sui mosti d’uva Nero d’Avola ha considerato l’eventuale influenza prodotta da due sistemi di coltivazione della vite, cordone speronato e Guyot, sul contenuto fenolico totale.

In figura 17, è mostrato l’andamento del contenuto fenolico totale delle uve Nero d’Avola coltivate con sistema Guyot per le annate 2009 e 2010. I valori sono nettamente più alti, così come riscontrato per la stessa varietà coltivata a sistema cordone speronato (figura 15).
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Confrontando il contenuto fenolico totale dei due sistemi di coltivazione per ciascuna annata, non sono state osservate differenze significative tra i due sistemi nell’annata 2009 (figura 18), ad eccezione del terzo campionamento dove p=0,02.  
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Invece, nell’annata 2010 (figura 19), è stata calcolata una differenza significativa per p=0,011 tra i valori di polifenoli totali al primo campionamento e per  p<0,01 negli altri due campionamenti.
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Questi dati indicano che la varietà d’uva Nero d’Avola si adatta bene ad entrambi i sistemi di allevamento, senza subire particolare stress. Quindi, sia il sistema cordone speronato che il sistema Guyot garantiscono il raggiungimento di un buon contenuto fenolico, tipico di questa cultivar siciliana. 

3.4.2 Capacità antiossidante dei mosti d’uva

L’analisi della capacità antiossidante dei mosti d’uva è stata effettuata attraverso il metodo del bleaching della crocina, descritto nel capitolo 2 (paragrafo 2.2.3), esprimendo i risultati come media di tre determinazioni in termini di Ka/Kc ± la deviazione standard.

4.2.1 Confronto fra i valori di capacità antiossidante di varietà diverse nella stessa annata

Lo studio della capacità antiossidante dei mosti di varietà d’uva diverse nella stessa annata è stato intrapreso per valutare se esiste una relazione lineare tra caratteristiche genetiche di una varietà ed attività antiossidante.

Nell’annata 2008, sono state riscontrate differenze significative (p<0,01) tra i valori di capacità antiossidante delle uve Nero d’Avola e Petit Verdot solo all’inizio della maturazione e ancor di più al quarto campionamento. Infatti, la capacità antiossidante delle uve Petit Verdot al quarto campionamento, cioè al momento della vendemmia di queste uve, è stata di 27,05 ± 4,44 (Ka/Kc), mentre il valore raggiunto dalle uve Nero d’Avola è stato 44,12 ± 1,81 (Ka/Kc) (figura 20).
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Per l’intero processo di maturazione, i valori di capacità antiossidante delle uve Nero d’Avola si sono mantenuti piuttosto costanti, eccetto che alla vendemmia, in cui si è verificato un calo fino a 16,98 ± 3,93 (Ka/Kc). Del tutto differente, invece, è risultato l’andamento del Petit Verdot, crescente all’inizio della maturazione e decrescente fino alla vendemmia. 

Tali comportamenti non si sono riproposti l’anno successivo: nell’annata 2009, per entrambe le varietà si è registrata una crescita dei valori fino al 2 settembre, corrispondente al terzo campionamento, seguita da una diminuzione al campionamento successivo. Al 2 settembre, il valore di capacità antiossidante raggiunto dalle uve Nero d’Avola è stato di 43,36 ± 2,02 (Ka/Kc), corrispondente al picco massimo, calcolato ad una settimana dalla vendemmia. Mentre, per le uve Petit Verdot, la capacità antiossidante stimata a questo campionamento è stata di 27,04 ± 3,53 (Ka/Kc) (figura 21).
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Successivamente, le uve Petit Verdot hanno mostrato un aumento del valore di capacità antiossidante fino a 65,32 ± 0,99 (Ka/Kc), momento corrispondente alla raccolta. Quest’ultimo dato indica chiaramente che posticipare la data di vendemmia del Petit Verdot rispetto al Nero d’Avola, nell’annata 2009, ha permesso di ottenere uve con migliori caratteristiche salutari.  

Infine, nell’annata 2010, è stato calcolato un range di valori di capacità antiossidante compreso fra 48,40 ± 6,06 (Ka/Kc) e 75,42 ± 1,18 (Ka/Kc) per i mosti Nero d’Avola e fra 29,60 ± 3,13 (Ka/Kc) e 41,14 ± 3,40 (Ka/Kc) per i mosti Petit Verdot. Quindi, solo in questa annata la varietà Nero d’Avola ha mostrato valori nettamente superiori a quelli delle uve Petit Verdot (figura 22). 

Ancora una volta, come nel 2008, in questa terza annata di analisi sono stati osservati andamenti di capacità antiossidante distinti per ciascuna cultivar considerata. Pertanto, è evidente che esiste una precisa relazione tra valori di capacità antiossidante e cultivar. 
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Inoltre, in ciascuna annata, i valori ottenuti ad ogni campionamento per le uve Nero d’Avola sono più alti o paragonabili a quelli delle uve Petit Verdot, ma mai più bassi. Eventuali differenze alla vendemmia sono da attribuire alla scelta della data di raccolta.

4.2.2 Confronto fra i valori di capacità antiossidante di una stessa varietà in annate consecutive

Considerando il comportamento di una stessa varietà d’uva in annate diverse, è stato possibile individuare l’annata in cui le uve hanno raggiunto valori maggiori di capacità antiossidante. Nel caso delle uve Nero d’Avola (figura 23), il 2010 è stato senza dubbio l’annata migliore, non solo per i valori calcolati durante la maturazione, ma soprattutto per il valore raggiunto alla vendemmia. 
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Invece, per le uve Petit Verdot, l’annata in cui sono stati raggiunti valori più alti di capacità antiossidante è stata il 2009, ma solo al momento della vendemmia (figura 24). Nel 2009, la maggiore permanenza dell’uva Petit Verdot sulla pianta sembra che abbia favorito l’accumulo di composti polifenolici aventi maggiore capacità antiossidante.
[image: image21.emf]MOSTI D'UVA PETIT VERDOT

0

10

20

30

40

50

60

70

80

90

100

1 2 3 4 5

MATURAZIONE UVE (campionamenti)

CA MEDIA (Ka/Kc)

ANNATA 2008

ANNATA 2009

ANNATA 2010


4.2.3 Confronto fra i valori di capacità antiossidante di una varietà a sistema di coltivazione differente in due annate consecutive

Anche per quanto riguarda la capacità antiossidante, sono stati messi  a confronto i due sistemi di coltivazione della vite Nero d’Avola, cordone speronato e Guyot, confrontati per il contenuto fenolico totale.
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Come si evince dalle figure 25 e 26, non sono state riscontrate differenze significative tra i valori relativi ai due sistemi di allevamento, eccetto che al secondo campionamento dell’annata 2010.
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Tali risultati indicano, ancora una volta, che le uve Nero d’Avola mantengono le loro proprietà salutistiche indipendentemente dal fatto che siano coltivate con sistema cordone speronato o Guyot. Ciò è dovuto soprattutto al fatto che questi due sistemi di allevamento della vite sono entrambi a spalliera, comportando una simile esposizione delle piante al sole, fattore determinante le caratteristiche chimiche dell’uva.     

3.4.2 Correlazione tra capacità antiossidante e contenuto fenolico totale nei mosti d’uva
La correlazione tra capacità antiossidante e contenuto fenolico dei mosti d’uva permette di stabilire se e quanto un parametro legato alla qualità delle uve, quale la capacità antiossidante, dipende dalla quantità di composti polifenolici presenti. L’eventuale correlazione lineare permetterebbe di utilizzare l’indice di fenoli come parametro di qualità di una varietà d’uva, in grado di caratterizzarla dal punto di vista delle potenzialità antiradicaliche.

A tal proposito, varie sono le posizioni degli studiosi in materia. Alcuni hanno dimostrato l’esistenza di una buona correlazione tra il contenuto fenolico totale e la capacità antiossidante delle uve (Borbalan et al., 2003; Yildirim et al., 2005; Orak, 2007), così come riscontrato dall’analisi di succhi d’uva (Landbo e Meyer, 2001) e di vini rossi (Frankel et al., 1995; Burns et al., 2000; Arnous et al., 2002; Minussi et al., 2003; Paixão et al., 2007). Al contrario, Pastrana-Bonilla et al. (2003) e Di Majo et al. (2008) negano l’esistenza di una correlazione lineare tra contenuto fenolico totale e capacità antiossidante in uve e vini rispettivamente. Nel lavoro di Giovanelli e Brenna (2007) si precisa che la capacità antiossidante non dipende dal contenuto fenolico totale, ma dalla composizione in composti fenolici della matrice analizzata. Per Katalinic et al. (2004) esiste una correlazione significativa esclusivamente tra il contenuto totale in polifenoli e la frazione dei flavonoidi e non con la componente dei non-flavonoidi; mentre, secondo Arnous et al. (2002), il valore della capacità antiossidante nei vini è influenzato maggiormente dalle frazioni di flavan-3-oli, catechine ed epicatechine, piuttosto che dalle antocianine. Risultati così differenti, secondo Baiano et al. (2009), sono da attribuire alla scelta del metodo d’analisi che può influenzare la determinazione dei coefficienti di correlazione tra questi due parametri.

Di seguito sono riportati i valori di contenuto fenolico totale e capacità antiossidante relativi a tutti i campioni analizzati nelle tre annate di indagine, dal 2008 al 2010 (tabelle 3, 4 e 5). 

Tab. 3: Valori di contenuto fenolico totale e capacità antiossidante dei mosti d’uva Petit Verdot a sistema cordone speronato durante la maturazione. 
	ANNATA
	CONTENUTO FENOLICO TOTALE (gGAE/L)
	CAPACITA’ ANTIOSSIDANTE MEDIA (Ka/Kc)

	MATURAZIONE

2008
	6,29 ± 0,23

9,04 ± 0,42

7,76 ± 0,48

8,24 ± 0,36
	44,09 ± 0,92

49,29 ± 1,60

43,07 ± 2,53

27,05 ± 4,44

	MATURAZIONE

2009
	5,75 ± 0,22

5,05 ± 0,27

5,53 ± 0,51

6,29 ± 0,30

8,96 ± 0,19
	17,96 ± 1,92

21,79 ± 2,49

31,36 ± 3,25

27,04 ± 3,53

65,32 ± 0,99

	MATURAZIONE

2010
	5,46 ± 0,38

8,24 ± 0,33

6,76 ± 0,30
	41,14 ± 3,40

29,60 ± 3,13

38,71 ± 3,43


Dai risultati delle analisi sui mosti d’uva Petit Verdot (tabella 3), si nota che ad un valore di contenuto fenolico maggiore non sempre corrisponde un valore di capacità antiossidante più alto. Ad esempio, tra il quarto ed il quinto valore calcolato durante la maturazione 2009 si assiste ad un aumento di entrambi i parametri, ma lo stesso non si verifica tra il terzo ed il quarto dell’annata 2008.  
Tab. 4: Valori di contenuto fenolico totale e capacità antiossidante dei mosti d’uva Nero d’Avola a sistema cordone speronato durante la maturazione 

in tre annate consecutive.
	ANNATA
	CONTENUTO FENOLICO TOTALE (gGAE/L)
	CAPACITA’ ANTIOSSIDANTE MEDIA (Ka/Kc)

	MATURAZIONE

2008
	10,42 ± 0,48

11,95 ± 0,22

10,48 ± 0,48

10,85 ± 0,32

14,02 ± 0,21

13,07 ± 0,29
	54,40 ± 3,32

45,93 ± 3,04

44,19 ± 3,49

44,12 ± 1,81

41,42± 5,44

16,98 ± 3,94 

	MATURAZIONE

2009
	8,55 ± 0,31

9,31 ± 0,32

10,24 ± 0,78

9,18 ± 0,17
	22,36 ± 2,24

32,12 ± 0,53

43,36 ± 2,02

25,57 ± 2,62

	MATURAZIONE

2010
	10,48 ± 0,34

14,95 ± 0,29

16,63 ± 0,32
	48,40 ± 6,06

75,42 ± 1,18

65,25 ± 2,69


Una situazione molto simile è stata riscontrata anche nella varietà Nero d’Avola, sia coltivata con sistema cordone speronato (tabella 4) che con sistema Guyot (tabella 5).

Tab. 5: Valori di contenuto fenolico totale e capacità antiossidante dei mosti d’uva Nero d’Avola a sistema Guyot durante la maturazione 

in tre annate consecutive.
	ANNATA
	CONTENUTO FENOLICO TOTALE (gGAE/L)
	CAPACITA’ ANTIOSSIDANTE MEDIA (Ka/Kc)

	MATURAZIONE

2009
	8,56 ± 0,49

9,32 ± 0,29

11,88 ± 0,40

8,75 ± 0,36

9,50 ± 0,14
	27,21 ± 5,90

25,57 ± 5,77

41,64 ± 1,91

22,56 ± 0,86

21,85 ± 2,50

	MATURAZIONE

2010
	12,17 ± 0,59

16,37 ± 0,28

13,99 ± 0,41
	67,49 ± 6,70

91,47 ± 1,29

73,49 ± 3,19


Per verificare la mancanza di correlazione lineare tra il contenuto fenolico totale di un mosto d’uva e la sua capacità antiossidante, sono stati calcolati i coefficienti di determinazione R2.

4.3.1 Correlazione contenuto fenolico – capacità antiossidante nei campioni raccolti nell’annata 2008

In figura 27, è riportata la distribuzione dei valori di contenuto fenolico totale e capacità antiossidante delle uve Petit Verdot e Nero d’Avola, coltivate a sistema cordone speronato, durante la maturazione 2008.  È  evidente che, per entrambe le cultivar, non esiste una correlazione lineare tra i due parametri considerati (R2=0,0056 e R2=0,2363 per le uve Petit Verdot e Nero d’Avola rispettivamente).
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Questi risultati indicano che molecole fenoliche diverse influenzano in modo differente la capacità antiossidante, in funzione dei sostituenti che possiedono e della loro posizione negli anelli (Finotti e Di Majo 2003), o in funzione del loro grado di polimerizzazione (Arnous et al., 2002).

4.3.2 Correlazione contenuto fenolico – capacità antiossidante nei campioni raccolti nelle annate 2009 e 2010

Comportamenti del tutto differenti sono stati riscontrati dalle analisi delle uve Petit Verdot nelle due annate successive (figura 28). Infatti, tra il contenuto fenolico totale e la capacità antiossidante è stata calcolata una correlazione positiva (R2=0,8175) durante la maturazione 2009 e una correlazione negativa durante la maturazione 2010.
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Invece, le analisi sulle uve Nero d’Avola (figura 29), coltivate con lo stesso sistema delle uve Petit Verdot, ha evidenziato l’esistenza di correlazioni positive tra contenuto fenolico e capacità antiossidante, per entrambe le annate considerate. In particolare, durante il 2009 è stata calcolata una discreta correlazione lineare (R2=0,8601). Quindi, pur trattandosi della stessa varietà, è possibile che, tra un’annata e l’altra, varino le percentuali dei composti fenolici e che si verifichino fenomeni di sinergismo o antagonismo tra le molecole.
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Infine, per le uve Nero d’Avola coltivate con sistema Guyot (figura 30), sono stati ottenuti coefficienti di determinazione simili a quelli della stessa varietà coltivata a cordone speronato, ma invertiti per annata.
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Nel complesso, tutti questi dati indicano che la capacità antiossidante di una varietà d’uva non è correlabile solamente con la quantità di composti polifenolici che possiede ma anche con la qualità. 

Capitolo 5. Risultati delle analisi microbiologiche 

sulle uve.

Le due varietà d’uva scelte per l’analisi microbiologica, Nero d’Avola e Petit Verdot, entrambe coltivate con sistema cordone speronato, e la varietà Nero d’Avola coltivata a sistema Guyot sono state monitorate per tutto il periodo di maturazione del frutto fino alla vendemmia. 

Ne è stato valutato, innanzitutto, il contenuto in lieviti e muffe corrispondente a ciascun campionamento e per ogni annata di indagine. Successivamente, sono stati isolati i lieviti caratteristici ed è stata descritta la morfologia assunta dalle colonie su terreno WL Nutrient Agar. Infine, mediante tecniche di biologia molecolare, è stata definita l’identità dei lieviti non-Saccharomyces presenti nei mosti d’uva analizzati.

3.4.2 Contenuto in lieviti e muffe durante la maturazione dell’uva

La valutazione del contenuto in lieviti e muffe è stata effettuata su ogni campione d’uva raccolto durante la maturazione del frutto. I risultati relativi alle due varietà, Nero d’Avola e Petit Verdot, sono stati confrontati, innanzitutto, fissando l’annata; poi, è stato osservato il comportamento di ciascuna cultivar al variare dell’annata. Infine, sono stati confrontati i due sistemi di coltivazione della vite per la varietà Nero d’Avola per ciascuna annata d’indagine. 

5.1.1 Valutazione del contenuto in lieviti e muffe in due varietà d’uva siciliane rispetto alla stessa annata

In tabella 6, è riportato il conteggio in lieviti e muffe dei mosti d’uva Petit Verdot e Nero d’Avola a sistema cordone speronato, calcolato durante la maturazione dell’annata 2008.

Tab. 6: Contenuto in lieviti e muffe dei mosti d’uva Petit Verdot e Nero d’Avola durante la maturazione 2008 (UFC* = unità formanti colonie).

	TEMPO
	MOSTI D’UVA PETIT VERDOT 

Sistema cordone speronato
	MOSTI D’UVA NERO D’AVOLA

Sistema cordone speronato

	DATA
	UFC*

LIEVITI/ml mosto
	UFC*

MUFFE/ml mosto
	UFC*

LIEVITI/ml mosto
	UFC*

MUFFE/ml mosto

	12-08-08
	1,40 x 102
	2,42 x 103
	1,45 x 102
	2,42 x 103

	22-08-08
	6,30 x 102
	4,85 x 103
	1,36 x 102
	2,86 x 103

	02-09-08
	2,45 x 102
	7,38 x 103
	0,90 x 102
	2,22 x 103

	12-09-08
	4,06 x 102
	8,06 x 103
	2,13 x 102
	8,13 x 103

	24-09-08
	
	
	3,50 x 102
	1,03 x 104

	30-09-08
	
	
	2,00 x 103
	1,52 x 104


Per entrambe le varietà, il numero di lieviti ottenuto è dell’ordine di 102, tranne che per l’ultimo campione Nero d’Avola. Tali valori rientrano nel range definito da Raspor et al. (2006), secondo cui la carica di lieviti presenti sulle uve mature è compresa tra 102 e 104.

Invece, il contenuto in muffe riscontrato è decisamente più alto, risultato prevedibile visto che ai campioni di mosto non è stato aggiunto nessun agente antimicrobico, per non alterarne in nessun modo la composizione microbica.

Confrontando gli andamenti del contenuto in lieviti dei mosti d’uva nell’annata 2008 (figura 31), si osserva che le due cultivar all’inizio presentano un uguale contenuto, ma già al secondo campionamento si distinguono: mentre il numero dei lieviti nei mosti Nero d’Avola si mantiene costante, i mosti Petit Verdot presentano un contenuto quasi cinque volte maggiore. 
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Per i mosti Nero d’Avola, un aumento significativo del numero di lieviti si verifica solo alla fine del processo di maturazione, in prossimità della vendemmia. Tale aumento, molto probabilmente, è da attribuire alle frequenti precipitazioni verificatesi in questo intervallo di tempo. Un aumento delle precipitazioni può provocare delle microlesioni sulle uve, soprattutto quando il frutto è maturo ed ha già una minore consistenza. È facile intuire che un maggior numero di microlesioni della buccia corrisponde ad una maggiore disponibilità di nutrimento per i microrganismi che, quindi, si svilupperanno con più facilità. 

Nell’annata 2009, sia per il contenuto in lieviti che per il contenuto in muffe di entrambe le cultivar, non sono stati ottenuti valori significativamente differenti da quelli dell’annata precedente (tabella 7).

Tab. 7: Contenuto in lieviti e muffe dei mosti d’uva Petit Verdot e Nero d’Avola durante la maturazione 2009 (UFC* = unità formanti colonie).

	TEMPO
	MOSTI D’UVA PETIT VERDOT 

Sistema cordone speronato
	MOSTI D’UVA NERO D’AVOLA

Sistema cordone speronato

	DATA
	UFC*

LIEVITI/ml mosto
	UFC*

MUFFE/ml mosto
	UFC*

LIEVITI/ml mosto
	UFC*

MUFFE/ml mosto

	20-08-09
	1,75 x 102
	1,81 x 103 
	3,38 x 102
	1,68 x 104

	27-08-09
	1,38 x 102
	3,16 x 103
	3,33 x 102
	2,79 x 104

	02-09-09
	5,33 x 102
	7,41 x 104
	1,00 x 103
	4,43 x 104

	09-09-09
	1,08 x 102
	5,63 x 103
	7,19 x 102
	4,18 x 103

	15-09-09
	1,75 x 103
	6,59 x 104
	
	


Infatti, il contenuto in muffe è risultato sempre dell’ordine di 103-104, mentre il contenuto in lieviti si è mantenuto nell’ordine di 102 con l’unica eccezione del valore raggiunto alla vendemmia dalle uve Petit Verdot.

L’andamento del contenuto in lieviti, riportato in figura 32, è molto simile per le due cultivar. 
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Infatti, la curva relativa ai mosti d’uva Nero d’Avola appare come quella dei mosti Petit Verdot ma spostata su valori un po’ più alti. Ciò indica un effetto dell’ambiente simile sulla popolazione microbica totale di entrambe le varietà. 

Infine, per quanto riguarda l’annata 2010, sono stati calcolati valori un po’ più alti per il contenuto in muffe, rispetto alle due annate precedenti e per entrambe le cultivar. Invece, simile si è mantenuto il contenuto in lieviti (tabella 8).

Tab. 8: Contenuto in lieviti e muffe dei mosti d’uva Petit Verdot e Nero d’Avola durante la maturazione 2010 (UFC* = unità formanti colonie).

	TEMPO
	MOSTI D’UVA PETIT VERDOT 

Sistema cordone speronato
	MOSTI D’UVA NERO D’AVOLA

Sistema cordone speronato

	DATA
	UFC*

LIEVITI/ml mosto
	UFC*

MUFFE/ml mosto
	UFC*

LIEVITI/ml mosto
	UFC*

MUFFE/ml mosto

	18-08-10
	2,50 x 102
	3,60 x 104 
	2,50 x 102
	2,60 x 105

	24-08-10
	5,00 x 102
	3,30 x 104
	3,75 x 102
	2,98 x 105

	27-08-10
	2,88 x 103
	1,05 x 105
	1,67 x 103
	1,00 x 105


In figura 33, è riportato l’andamento del contenuto in lieviti per le due varietà coltivate a sistema cordone speronato nell’annata 2010. I due andamenti risultano abbastanza simili: costanti fino al secondo campionamento e poi in crescita fino al momento della raccolta. 
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Queste prime indagini microbiologiche sui mosti d’uva indicano che, a parità di condizioni ambientali e di trattamenti agronomici, il fattore cultivar è uno dei principali fattori determinanti la popolazione microbica, anche semplicemente sulla sua concentrazione totale.

5.1.2 Valutazione del contenuto in lieviti in due varietà d’uva siciliane al variare dell’annata

Considerando tutti i risultati relativi al contenuto in lieviti per ciascuna varietà d’uva coltivata con sistema cordone speronato, è possibile individuare le differenze tra le annate considerate.

Per la varietà Petit Verdot, è stato ottenuto un simile andamento del contenuto in lieviti nelle annate 2008 e 2009 (figura 34). Infatti, per campionamenti corrispondenti, i valori si sono mantenuti all’interno di una fascia ristretta, sempre al di sotto di 103. Invece, nella terza annata di indagine, il contenuto in lieviti ha raggiunto precocemente valori più alti. 
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Bisogna precisare che l’annata 2010 si è caratterizzata rispetto alle altre per le violente precipitazioni che si sono verificate nel mese di agosto. Tale situazione è verosimilmente associata all’evidente aumento del contenuto in lieviti in prossimità della vendemmia.

Una situazione parzialmente simile è stata riscontrata anche sui mosti Nero d’Avola: valori di contenuto microbico più bassi sono stati calcolati nelle annate 2008 e 2009, ma nell’ultimo campionamento del 2008 è stata raggiunta la concentrazione di lieviti dell’annata 2010 (figura 35).   
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Aumenti così pronunciati nel contenuto in lieviti appaiono sempre associati al peggioramento delle condizioni climatiche e al conseguente danneggiamento dell’integrità della buccia dell’uva.  

5.1.3 Valutazione del contenuto in lieviti e muffe di una cultivar siciliana al variare del sistema di coltivazione della vite e dell’annata

Per quanto riguarda la varietà Nero d’Avola, sono stati messi a confronto due sistemi di coltivazione, cordone speronato e Guyot. È stato calcolato, ancora una volta, un contenuto in muffe più alto rispetto a quello in lieviti (tabella 9). Invece, considerando solo gli andamenti del contenuto in lieviti, nella stessa annata, sono state rintracciate notevoli differenze tra i due sistemi di coltivazione.

Tab. 9: Contenuto in lieviti e muffe in uve Nero d’Avola coltivate con due sistemi di allevamento nell’annata 2009 (UFC* = unità formanti colonie).

	MOSTI D’UVA NERO D’AVOLA

	TEMPO
	SISTEMA GUYOT
	SISTEMA 

CORDONE SPERONATO

	DATA
	UFC*

LIEVITI/ml mosto
	UFC*

MUFFE/ml mosto
	UFC*

LIEVITI/ml mosto
	UFC*

MUFFE/ml mosto

	20-08-09
	4,88 x 102
	3,96 x 103 
	3,38 x 102
	1,68 x 104

	27-08-09
	2,40 x 102
	3,77 x 103
	3,33 x 102
	2,79 x 104

	02-09-09
	1,0 x 102
	4,20 x 104
	1,00 x 103
	4,43 x 104

	09-09-09
	4,0 x 102
	8,9 x 103
	7,19 x 102
	4,18 x 103

	15-09-09
	2,10 x 102
	5,0 x 103
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Nell’annata 2009, tra il secondo ed il quarto campionamento gli andamenti sono risultati speculari e le uve coltivate a Guyot hanno mostrato valori più bassi (figura 36). Invece, nell’annata 2010, il contenuto in lieviti sulle uve coltivate con sistema Guyot si è mantenuto costante per tutta la durata della maturazione ed ha raggiunto valori più alti rispetto alle uve coltivate a cordone speronato (figura 37). 
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Inoltre, indifferentemente dal sistema di coltivazione, al momento della vendemmia 2010 sulle uve è stato raggiunto un uguale contenuto in lieviti (tabella 10). È evidente, allora, che il sistema di allevamento della vite influenza lo sviluppo della popolazione microbica sulle uve.

Tab. 10: Contenuto in lieviti e muffe in uve Nero d’Avola coltivate con due sistemi di allevamento nell’annata 2010 (UFC* = unità formanti colonie).

	MOSTI D’UVA NERO D’AVOLA

	TEMPO
	SISTEMA GUYOT
	SISTEMA 

CORDONE SPERONATO

	DATA
	UFC*

LIEVITI/ml mosto
	UFC*

MUFFE/ml mosto
	UFC*

LIEVITI/ml mosto
	UFC*

MUFFE/ml mosto

	20-08-09
	1,25 x 103
	3,03 x 105 
	2,50 x 102
	2,60 x 105

	27-08-09
	1,25 x 103
	3,93 x 105
	3,75 x 102
	2,98 x 105

	02-09-09
	1,50 x 103
	3,50 x 105
	1,67 x 103
	1,00 x 105


3.4.2 Morfologie di lieviti non-Saccharomyces su terreno di coltura WL Nutrient Agar
Come tutti gli altri microrganismi i lieviti, se osservati al microscopio, mostrano alcuni aspetti tipici: le loro cellule hanno dimensioni dell’ordine dei µm e possono essere di forma variabile (cilindriche, ellittiche, apiculate, globose o ellissoidali); alcune specie formano anche ife o pseudoife e si riproducono per gemmazione o per fissione. Oltre all’aspetto microscopico, questi microrganismi assumono morfologie caratteristiche quando vengono preparate le loro colture su terreno WL Nutrient Agar. Alcune morfologie assunte dalle colonie di lieviti non-Saccharomyces sono mostrate in figura 38.
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Complessivamente, nei mosti analizzati sono state distinte 9 morfologie diverse:

· Morfologia A: Colonie crema-verde, umbonate, superficie liscia, consistenza cremosa;

· Morfologia B: Colonie crema-verde, piatte, superficie liscia, consistenza cremosa;

· Morfologia C: Colonie crema-verde, a cupola, superficie opaca, consistenza cremosa;

· Morfologia D: Colonie crema-verde, umbonate, superficie rugosa, consistenza farinosa;

· Morfologia E: Colonie grandi, verdi, leggermente umbonate, superficie rugosa, consistenza farinosa;

· Morfologia F: Colonie crema, umbonate, inferiormente le colonie hanno il centro verde e il contorno crema;

· Morfologia G: Colonie crema, convesse, superficie opaca, consistenza cremosa;

· Morfologia H: Colonie crema con centro rosa, umbonate, superficie liscia, consistenza farinosa;

· Morfologia I: Colonie rosa, umbonate, superficie liscia, consistenza cremosa.

La scelta di attribuire una sigla generica alla morfologia riscontrata, e non un dato genere di lieviti, è stata motivata dal fatto che in letteratura non esiste una descrizione morfologica di tutti i generi di lieviti cresciuti su WL Nutrient Agar. Quindi, a questo punto dell’indagine si è preferito solo prendere nota di quali morfologie si ritrovassero in ciascuna varietà e sistema di coltivazione, per ogni annata considerata.

5.2.1 Uve Petit Verdot a sistema cordone speronato
In tabella 11, sono riportate le morfologie delle colonie di lieviti osservate nei mosti d’uva Petit Verdot, per ciascuna annata di indagine.

Tab. 11: Morfologie delle colonie di lieviti in mosti d’uva Petit Verdot 

nelle tre annate di indagine.

	MOSTI D’UVA PETIT VERDOT

	MORFOLOGIE
	ANNATA 2008
	ANNATA 2009
	ANNATA 2010

	A
	 MORF. PRESENTE
	MORF. PRESENTE
	MORF. PRESENTE

	B
	-
	MORF. PRESENTE
	-

	C
	-
	MORF. PRESENTE
	MORF. PRESENTE

	D
	MORF. PRESENTE
	-
	-

	E
	-
	-
	-

	F
	MORF. PRESENTE
	MORF. PRESENTE
	-

	G
	-
	-
	-

	H
	-
	MORF. PRESENTE
	MORF. PRESENTE

	I
	MORF. PRESENTE
	
	-


Solo una tipologia di colonie, morfologia A, è stata riscontrata in tutte le annate e tre morfologie (morfologia C, F ed H) per due annate consecutive, mentre altre sono state osservate in una sola annata.

Tra le morfologie riscontrate nei mosti Petit Verdot, quelle corrispondenti per descrizione a dati riportati in letteratura sono la morfologia H e la I. La prima corrisponde alla descrizione delle colonie di lieviti appartenenti al genere Metschnikowia definita da Cavazza et al. (1992). La seconda corrisponde, invece, al genere Sporobolomyces, considerato uno dei più abbondanti lieviti rossi (Davoli e Weber, 2002). 

5.2.2 Uve Nero d’Avola a sistema cordone speronato
Nei mosti d’uva Nero d’Avola a cordone speronato, è stata osservata una nuova morfologia rispetto a quelle ritrovate nei mosti Petit Verdot, la morfologia G (tabella 12). 

Tab. 12: Morfologie delle colonie di lieviti in mosti d’uva Nero d’Avola, 

coltivata a sistema cordone speronato, nelle tre annate di indagine.

	MOSTI D’UVA NERO D’AVOLA A SISTEMA CORDONE SPERONATO

	MORFOLOGIE
	ANNATA 2008
	ANNATA 2009
	ANNATA 2010

	A
	 MORF. PRESENTE
	MORF. PRESENTE
	MORF. PRESENTE

	B
	-
	MORF. PRESENTE
	-

	C
	-
	MORF. PRESENTE
	MORF. PRESENTE

	D
	MORF. PRESENTE
	-
	-

	E
	-
	-
	-

	F
	MORF. PRESENTE
	-
	-

	G
	MORF. PRESENTE
	-
	-

	H
	-
	-
	MORF. PRESENTE

	I
	MORF. PRESENTE
	
	-


Inoltre, la prima morfologia (A) è stata osservata anche in questa varietà per tutte e tre le annate e le morfologie D ed I sono state ritrovate solo nell’annata 2008, come per i campioni Petit Verdot.

Questi risultati parziali hanno suggerito che alcuni generi di lieviti, essendo tipici dell’ambiente, si ritrovano su varietà d’uva differenti anche in annate diverse; mentre, altri generi di lieviti possono essere presenti in una annata ed assenti in quella successiva.

5.2.3 Uve Nero d’Avola a sistema Guyot
Dall’analisi dei mosti d’uva Nero d’Avola, a sistema Guyot, è risultata presente, ancora una volta, la morfologia A (tabella 13).  

Tab. 13: Morfologie delle colonie di lieviti in mosti d’uva Nero d’Avola, 

coltivata a sistema Guyot, nelle due annate di indagine.

	MOSTI D’UVA NERO D’AVOLA A SISTEMA GUYOT

	MORFOLOGIE
	ANNATA 2009
	ANNATA 2010

	A
	 MORF. PRESENTE
	MORF. PRESENTE

	B
	MORF. PRESENTE
	MORF. PRESENTE

	C
	MORF. PRESENTE
	MORF. PRESENTE

	D
	-
	-

	E
	MORF. PRESENTE
	-

	F
	-
	-

	G
	-
	-

	H
	-
	-

	I
	-
	


In realtà, in questo caso, ciò si è verificato anche per altre due morfologie: la morfologia B e la C sono state osservate sia nei campioni raccolti nel 2009 che in quelli del 2010. Quindi, appare più costante nel tempo la composizione microbica delle uve coltivate a Guyot rispetto a quelle coltivate a cordone speronato. Infine, osservando le tabelle 11, 12 e 13 per l’annata 2009, si può notare che le prime tre morfologie sono state trovate in tutti i campioni analizzati, quindi alcuni generi di lieviti si sono sviluppati con facilità proprio in quell’annata. 

Sebbene le informazioni ottenute dall’applicazione dell’analisi microbiologica siano numerose, sono certamente insufficienti per poter dare un’interpretazione chiara dei risultati. Pertanto, fondamentale è stato, a questo punto, ricorrere alle analisi di tipo biomolecolare. 

3.4.2 Specie di lieviti non-Saccharomyces nei mosti d’uva

L’analisi biomolecolare, condotta sui lieviti isolati mediante l’uso della microbiologia, ha permesso di identificare tali microrganismi sia a livello di genere che di specie. 

Di seguito sono riportate due immagini relative all’analisi PCR-RFLP condotta sui mosti (Fig. 39 e 40). In figura 39, sono evidenti le bande degli ampliconi ottenuti mediante PCR insieme alle bande del marcatore di peso molecolare 100 bp DNA Ladder; mentre, in figura 40, si osservano i frammenti di restrizione ottenuti mediante analisi RFLP.
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Solo in due casi non è stato possibile effettuare la distinzione tra due o più specie: nel caso di due specie appartenenti al genere Cryptococcus (Crypt. ater e Crypt. magnus) e di tre specie appartenenti al genere Pichia (P. fermentans, P. kluyveri e P. membranaefaciens), i profili di restrizione sono tanto simili da non permettere una distinzione netta e certa tra le specie. Invece, in tutti gli altri casi, è stato possibile individuare la corrispondenza tra una specie di lievito e la sua morfologia osservata su WL Nutrient Agar (tabella 14).

È stato osservato che, a volte, una piccola differenza riscontrata nella morfologia delle colonie su terreno WL Nutrient Agar può indicare lo stesso genere di lieviti. Ad esempio, ciò che distingue la morfologia A dalla B è solo lo spessore delle colonie ed entrambe corrispondono allo stesso genere, il genere Cryptococcus. Inoltre, ci sono casi in cui alcuni caratteri morfologici delle colonie, quali tipologia di superficie e consistenza, sono più indicativi del colore. Tra i generi riscontrati, è questo il caso dei generi Pichia e Candida: il primo si distingue per la superficie rugosa e la consistenza farinosa delle colonie (elementi comuni tra le morfologie D ed E), il secondo si caratterizza per la superficie opaca e la consistenza cremosa (elementi comuni tra le morfologie C e G). 

Tab. 14: Morfologie delle colonie su WL Nutrient Agar e specie di lieviti. 

	MORFOLOGIE
	
	DESCRIZIONE
	GENERE 

LIEVITI
	SPECIE 

LIEVITI

	
	A
	 COLONIE CREMA-VERDE, UMBONATE, SUP. LISCIA, 

CONS. CREMOSA
	CRYPTOCOCCUS
	C. laurentii

C. albidus

C. ater/magnus

	
	B
	COLONIE CREMA-VERDE, 

PIATTE, SUP. LISCIA, 

CONS. CREMOSA
	CRYPTOCOCCUS
	C. flavus

	
	C
	COLONIE CREMA-VERDE, 

A CUPOLA, SUP. OPACA, 

CONS. CREMOSA
	CANDIDA
	C. vinaria

C. maltosa

	
	D
	COLONIE CREMA-VERDE, UMBONATE, SUP. RUGOSA, 

CONS. FARINOSA
	PICHIA
	P. delftensis

	
	E
	COLONIE GRANDI, VERDI, 

LEGG. UMBONATE, SUP. RUGOSA, CONS. FARINOSA
	PICHIA
	P. fermentas/

kluyveri/

 membranaefaciens

	
	F
	COLONIE CREMA, UMBONATE, INF. CENTRO VERDE E  CONTORNO CREMA
	YARROWIA
	Y. lipolytica

	
	G
	COLONIE CREMA, CONVESSE, SUP. OPACA, CONS. CREMOSA
	CANDIDA
	C. albicans

	
	H
	COLONIE CREMA CON CENTRO ROSA, UMBONATE, 

SUP. LISCIA, CONS. FARINOSA
	METSCHNIKOWIA
	M. pulcherrima

	
	I
	COLONIE ROSA, UMBONATE, SUP. LISCIA, CONS. CREMOSA
	SPOROBOLOMYCES
	S. roseus


Quindi, se si disponesse di una descrizione dettagliata della morfologia delle colonie di tutti i lieviti su WL Nutrient Agar, sarebbe possibile utilizzare questo terreno per l’identificazione del genere. Lo stesso non vale per l’identificazione della specie, infatti una morfologia non corrisponde solo ed esclusivamente ad una specie di lieviti. Nel presente lavoro, è stata osservata la stessa morfologia su WL per differenti specie appartenenti ad uno stesso genere, quali quelle appartenenti al genere Cryptococcus, Pichia e Candida.

A questo punto dello studio, conoscendo l’identità di ciascun isolato, è stata definita l’evoluzione delle specie di lieviti durante la maturazione nelle tre annate di indagine per ciascuna varietà e sistema di coltivazione. Successivamente, è stata considerata la distribuzione percentuale delle specie sulle uve alla vendemmia e sono stati messi a confronto le popolazioni di lieviti non-Saccharomyces caratterizzanti le uve, sia nella stessa annata che in annate consecutive. 

5.3.1 Evoluzione delle specie di lieviti durante la maturazione delle uve Petit Verdot in tre annate consecutive
La distribuzione percentuale in specie di lieviti delle uve Petit Verdot, analizzate durante la maturazione 2008, è di seguito presentata in tabella 15.

È evidente che, dall’inizio della maturazione fino alla vendemmia, è aumentato il numero delle specie, infatti a maturazione ultimata sono presenti le specie Sporobolomyces roseus e Pichia delftensis, prima inesistenti. Insieme a queste, si è assistito anche alla crescita progressiva della specie Cryptococcus ater/magnus, presente inizialmente per il 5,3% e alla fine per il 35,3%.  

Tab. 15: Percentuali delle specie di lieviti nei mosti Petit Verdot, a sistema cordone speronato, durante la maturazione 2008. 

	PETIT VERDOT A SISTEMA CORDONE SPERONATO – ANNATA 2008

	SPECIE 
	1° CAMPIONE
	2° CAMPIONE
	3° CAMPIONE
	4° CAMPIONE

	Cryptococcus laurentii 11171
	94,7%
	96,2%
	70%
	35,3%

	Cryptococcus ater/magnus
	5,3%
	3,8%
	20%
	35,3%

	Sporobolomyces roseus
	-
	-
	-
	17,6%

	Yarrowia lipolytica
	-
	-
	10%
	-

	Pichia delftensis
	-
	-
	-
	11,8%


Lo sviluppo di queste tre specie è avvenuto soprattutto a discapito della specie Cryptococcus laurentii, che ha ridotto la sua presenza quasi ad un terzo rispetto all’inizio della maturazione. Invece, del tutto sporadica è apparsa la presenza della specie Yarrowia lipolytica, ritrovata solo al terzo campionamento.

Nell’annata successiva, non è stato riscontrato lo stesso andamento del 2008. Infatti, il numero delle specie è aumentato fino al quarto campionamento e non fino alla vendemmia, momento in cui la popolazione microbica presente è stata costituita solo dalle specie Cryptococcus flavus e Candida vinaria (tabella 16). Tra queste due, la prima è stata ritrovata ad ogni campionamento, soprattutto al terzo; invece, la seconda è stata identificata solo all’inizio e alla fine della maturazione e la sua presenza è stata sempre stimata pari o superiore al 75%. 

Tab. 16: Percentuali delle specie di lieviti nei mosti Petit Verdot, a sistema cordone speronato, durante la maturazione 2009. 

	PETIT VERDOT A SISTEMA CORDONE SPERONATO – ANNATA 2009

	SPECIE 
	1° CAMPIONE
	2° CAMPIONE
	3° CAMPIONE
	4° CAMPIONE
	5° CAMPIONE

	Cryptococcus laurentii 11171
	7,7%
	-
	5,6%
	55,6%
	-

	Cryptococcus flavus
	7,7%
	20%
	83,3%
	11,1%
	25%

	Cryptococcus albidus
	-
	-
	11,1%
	-
	-

	Candida vinaria
	84,6%
	80%
	-
	-
	75%

	Yarrowia lipolytica
	-
	-
	-
	11,1%
	-

	Metschnikowia pulcherrima
	-
	-
	-
	22,2%
	-


Ancora una volta è stata identificata la specie Yarrowia lipolytica in un solo momento della maturazione delle uve e, precisamente, in prossimità della vendemmia. Oltre a questa, sono state ritrovate ad un solo campionamento le specie Cryptococcus albidus e Metschnikowia pulcherrima. Il motivo per cui alcune specie non riescono a persistere fino alla raccolta è verosimilmente da attribuire all’interazione tra condizioni ambientali e climatiche e processi di selezione naturale che si verificano tra i microrganismi.

Infine, nell’annata 2010, i mosti Petit Verdot hanno mostrato una composizione più uniforme dall’inizio fino alla fine della maturazione (tabella 17). 

Tab. 17: Percentuali delle specie di lieviti nei mosti Petit Verdot, a sistema cordone speronato, durante la maturazione 2010. 

	PETIT VERDOT A SISTEMA CORDONE SPERONATO – ANNATA 2010

	SPECIE 
	1° CAMPIONE
	2° CAMPIONE
	3° CAMPIONE

	Cryptococcus laurentii 11171
	33,3%
	21,4%
	13,3%

	Candida

 vinaria
	11,1%
	7,2%
	10%

	Metschnikowia pulcherrima
	55,6%
	71,4%
	76,7%


In particolare, dal primo campionamento alla vendemmia è stata calcolata una crescita della presenza della specie Metschnikowia pulcherrima pari al 38% e una diminuzione del 60% per la specie Cryptococcus laurentii. Mentre, la specie Candida vinaria ha rappresentato sempre circa il 10% dell’intera popolazione microbica.

Questi risultati indicano che, durante la maturazione 2010, molte specie hanno avuto difficoltà a svilupparsi, forse anche per l’elevata presenza della specie Metschnikowia pulcherrima sin dal primo campionamento. Infatti, è possibile che questa specie inibisca la crescita di altri lieviti sulle uve, così come è capace di inibirla durante la fermentazione del mosto, come descritto da Nguyen e Panon (1998). 

5.3.2 Evoluzione delle specie di lieviti durante la maturazione delle uve Nero d’Avola a sistema cordone speronato in tre annate consecutive
Nei mosti d’uva Nero d’Avola, a sistema cordone speronato, le specie di lieviti identificate durante la maturazione 2008 sono di seguito riportate (tabella 18).

Tab. 18: Percentuali delle specie di lieviti nei mosti Nero d’Avola, a sistema cordone speronato, durante la maturazione 2008. 

	NERO D’AVOLA A SISTEMA CORDONE SPERONATO – ANNATA 2008

	SPECIE 
	1° CAMP.
	2° CAMP.
	3° CAMP.
	4° CAMP.
	5° CAMP.
	6° CAMP.

	Cryptococcus laurentii 11171
	-
	9,1%
	42,9%
	57,1%
	83,3%
	5,6%

	Cryptococcus

 ater/magnus
	16,7%
	81,8%
	28,6%
	42,9%
	16,7%
	11,1%

	Sporobolomyces

roseus
	83,3%
	9,1%
	14,3%
	-
	-
	-

	Pichia 

delftensis
	-
	-
	14,2%
	-
	-
	-

	Candida albicans
	-
	-
	-
	-
	-
	83,3%


Questi mosti sono stati particolarmente caratterizzati dalla presenza del genere Cryptococcus. In particolare, la specie Cryptococcus ater/magnus è stata riscontrata durante l’intero processo di maturazione, raggiungendo valori più alti al secondo campionamento. Invece, la presenza della specie Cryptococcus laurentii è aumentata fino al quinto campionamento, per poi decrescere repentinamente alla vendemmia.

Per quanto riguarda le altre specie, è stata riscontrata una presenza sporadica, cioè ad un solo campionamento, per le specie Pichia delftensis e Candida albicans; mentre la specie Sporobolomyces roseus è stata ritrovata solo nei primi stadi della maturazione. Lo sviluppo di questo lievito è sfavorito dall’aumento del tasso di inquinamento dell’aria, pertanto è possibile che questo fattore abbia determinato la sua progressiva scomparsa. Ciò rimane chiaramente un’ipotesi, non avendo utilizzato adeguati strumenti di verifica sui cambiamenti della qualità dell’aria. 

Nell’annata 2009, sulle uve si sono sviluppati due generi di lieviti, Cryptococcus e Candida, ampiamente descritti in letteratura. Entrambi i generi sono stati identificati in diversi studi condotti sia in paesi europei (Gonzales et al., 2007) che asiatici (Li et al., 2010) e ne sono state isolate diverse specie. Nel presente studio, il processo di maturazione è stato accompagnato per tutta la sua durata dalle specie Cryptococcus albidus e Candida vinaria (figura 19). Invece, la specie Cryptococcus laurentii si è sviluppata solo in prossimità della vendemmia e la specie Cryptococcus flavus al terzo campionamento.

Tab. 19: Percentuali delle specie di lieviti nei mosti Nero d’Avola, a sistema cordone speronato, durante la maturazione 2009. 

	NERO D’AVOLA A SISTEMA CORDONE SPERONATO – ANNATA 2009

	SPECIE 
	1° CAMPIONE
	2° CAMPIONE
	3° CAMPIONE
	4° CAMPIONE

	Cryptococcus laurentii 11171
	-
	-
	15,3%
	6,9%

	Cryptococcus albidus
	25%
	50%
	46,2%
	27,6%

	Cryptococcus flavus
	-
	-
	30,8%
	-

	Candida vinaria
	75%
	50%
	7,7%
	65,5%


Infine, le analisi condotte sulle uve Nero d’Avola durante la maturazione 2010 hanno mostrato la presenza di quattro specie, tutte quante riscontrate alla vendemmia (tabella 20). Quindi, solo in questa annata, una maggiore variabilità in specie si è avuta alla fine della maturazione delle uve.

Tab. 20: Percentuali delle specie di lieviti nei mosti Nero d’Avola, a sistema cordone speronato, durante la maturazione 2010. 

	NERO D’AVOLA A SISTEMA CORDONE SPERONATO – ANNATA 2010

	SPECIE 
	1° CAMPIONE
	2° CAMPIONE
	3° CAMPIONE

	Cryptococcus laurentii 11171
	73,3%
	60%
	66,7%

	Cryptococcus

albidus
	6,7%
	30%
	5,6%

	Candida

 vinaria
	-
	10%
	11%

	Metschnikowia pulcherrima
	20%
	-
	16,7%


Il genere Cryptococcus ha rappresentato ancora una volta il genere prevalente, sin dall’inizio della maturazione delle uve. La specie Cryptococcus laurentii ha avuto una presenza costante durante l’intero periodo di indagine, mentre lo sviluppo della specie Cryptococcus albidus è stato favorito solo fino al secondo campionamento, raggiungendo il 30%, e sfavorito in seguito. Le altre due specie, Candida vinaria e Metschnikowia pulcherrima, hanno rappresentato solo il 10-20% della popolazione microbica identificata su queste uve.

5.3.3 Evoluzione delle specie di lieviti durante la maturazione delle uve Nero d’Avola a sistema Guyot in due annate consecutive
Le uve Nero d’Avola, coltivate a sistema Guyot, sono state analizzate per due annate consecutive. Nel 2009, la specie decisamente presente durante la maturazione è stata Cryptococcus flavus, mentre la specie Candida maltosa e una specie appartenente al genere Pichia sono state osservate solo al secondo campionamento. 

Alla vendemmia, solo le specie Cryptococcus laurentii, Cryptococcus flavus e Candida vinaria sono state trovate sulle uve, con la particolare prevalenza di quest’ultima (tabella 21).

Tab. 21: Percentuali delle specie di lieviti nei mosti Nero d’Avola, 

a sistema Guyot, durante la maturazione 2009. 

	NERO D’AVOLA A SISTEMA GUYOT – ANNATA 2009

	SPECIE 
	1° 

CAMP.
	2° 

CAMP.
	3° 

CAMP.
	4° 

CAMP.
	5° 

CAMP.

	Cryptococcus laurentii 11171
	19%
	-
	-
	20%
	3,5%

	Cryptococcus 

flavus
	81%
	25%
	31,2%
	66,7%
	31%

	Cryptococcus ater/magnus
	-
	14,2%
	68,8%
	13,3%
	-

	Candida

vinaria
	-
	42,9%
	-
	-
	65,5%

	Candida 

maltosa
	-
	3,6%
	-
	-
	-

	Pichia ferm./kluyv./membr.
	-
	14,3%
	-
	-
	-


La specie Candida vinaria è stata identificata anche nell’annata successiva, rappresentando il 10-20% della popolazione microbica ad ogni stadio della maturazione delle uve. L’80-90% della popolazione microbica rimanente, presente sulle uve raccolte nell’annata 2010, è stato costituito dalle specie Cryptococcus flavus e Cryptococcus laurentii. La prima ha prevalso sulle altre per l’intero processo di maturazione, rappresentando sempre almeno il 60% della popolazione (tabella 22) e mostrandosi come la specie capace di adattarsi meglio alle condizioni climatiche di questa annata.

Tab. 22: Percentuali delle specie di lieviti nei mosti Nero d’Avola, 

a sistema Guyot, durante la maturazione 2010. 

	NERO D’AVOLA A SISTEMA GUYOT – ANNATA 2010

	SPECIE 
	1° CAMPIONE
	2° CAMPIONE
	3° CAMPIONE

	Cryptococcus laurentii 11171
	5,3%
	5,6%
	30%

	Cryptococcus

flavus
	73,7%
	83,3%
	60%

	Candida

 vinaria
	21%
	11,1%
	10%


5.3.4 Confronto fra le popolazioni non-Saccharomyces alla vendemmia di differenti varietà e sistemi di coltivazione nella stessa annata
Considerando le specie di lieviti presenti sulle uve al momento della vendemmia, è possibile individuare le potenziali caratteristiche dei vini che se ne possono ottenere, visto che tali microrganismi sono in grado di influenzarne diversi aspetti qualitativi. Chiaramente, per confrontare la variabilità della popolazione microbica di cultivar diverse, sottoposte ad identici trattamenti, o di una stessa varietà coltivata con sistemi differenti, è stato necessario osservare i risultati fissando come costante l’annata d’indagine.

Le due varietà d’uva, Nero d’Avola e Petit Verdot, raccolte durante la vendemmia 2008, hanno mostrato una composizione percentuale differente. Il fatto che le specie appartenenti al genere Cryptococcus si siano sviluppate, in questa annata, su entrambe le varietà (figura 41) indica che queste specie sono più correlate all’ambiente che alla cultivar. 
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Invece, tipica della varietà Nero d’Avola appare la specie Candida albicans, del tutto assente sulle uve Petit Verdot. Quest’ultime si sono distinte per le specie Sporobolomyces roseus e Pichia delftensis.
Nell’annata seguente, è stato aggiunto lo studio di uve Nero d’Avola coltivate con sistema Guyot. In tutti e tre i campioni d’uva, al momento della vendemmia 2009, è stata riscontrata la presenza del genere Cryptococcus e della specie Candida vinaria (figura 42). Quest’ultima, secondo lo studio di Dragomir e Popa (2009), è una specie particolarmente diffusa nel suolo e sulle uve ed è capace di resistere alle condizioni di fermentazione riuscendo a sopravvivere fino agli ultimi stadi di tale processo. 
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Il fatto che sulle uve coltivate a Guyot sia stata identificata la specie Cryptococcus flavus, come nei mosti Petit Verdot, e non le altre due specie appartenenti a questo genere come sulle uve Nero d’Avola, indica che la specie Cryptococcus flavus non è tipica della varietà Nero d’Avola, né del sistema di coltivazione Guyot. Lo stesso discorso vale per la specie Candida vinaria, particolarmente presente in tutti i campioni raccolti in questa vendemmia. 

I due generi Cryptococcus e Candida sono stati i generi più rappresentativi anche alla vendemmia 2010, insieme alla specie Metschnikowia pulcherrima. La specie Candida vinaria è stata identificata in tutti i campioni, ma in percentuali nettamente più basse rispetto alla vendemmia precedente. Uno sviluppo più pronunciato ha interessato, invece, la specie Metschnikowia pulcherrima sulle uve Petit Verdot, la specie Cryptococcus laurentii sulle uve Nero d’Avola a sistema cordone speronato e la specie Cryptococcus flavus sulle uve coltivate a Guyot (figura 43).
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5.3.5 Confronto fra le popolazioni non-Saccharomyces alla vendemmia di differenti varietà e sistemi di coltivazione in annate consecutive
Infine, per concludere l’interpretazione dei risultati condotti sulle uve campionate a Mazara del Vallo, è stata valutata l’influenza dell’annata sullo sviluppo della popolazione microbica in ciascuna cultivar.

In figura 44, è raffigurata la distribuzione percentuale delle specie di lieviti identificate sulle uve Petit Verdot, raccolte al momento della vendemmia, nelle tre annate indicate. Il genere Cryptococcus è l’unico presente in tutte e tre le vendemmie, soprattutto nella vendemmia 2008 con le specie Cryptococcus laurentii e Cryptococcus ater/magnus. Invece, sulle uve raccolte nelle due annate successive, 2009 e 2010, le specie più rappresentative sono state rispettivamente Candida vinaria e Metschnikowia pulcherrima. 
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La specie Metschnikowia pulcherrima è stata identificata anche sulle uve Nero d’Avola, coltivate a cordone speronato, raccolte nella vendemmia 2010, ma in percentuale inferiore. Su queste uve, i generi di lieviti maggiormente riscontrati, in ciascuna annata considerata, sono stati i generi Cryptococcus e Candida. Tra le specie appartenenti al genere Cryptococcus, quella più rappresentativa è stata la specie Cryptococcus laurentii soprattutto nell’annata 2010. Invece, per il genere Candida sono state identificate la specie Candida albicans nel 2008 e Candida vinaria nelle annate seguenti (figura 45). 
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I generi Cryptococcus e Candida hanno costituito anche la popolazione microbica delle uve Nero d’Avola coltivate a sistema Guyot in entrambe le annate di indagine(figura 46). 
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Il genere Candida si è sviluppato soprattutto nell’annata 2009, con la specie Candida vinaria; mentre il genere Cryptococcus è risultato più presente nell’annata 2010, con la specie Cryptococcus flavus.   
Nel complesso, tutti questi dati indicano che nelle zone di raccolta analizzate si realizzano le condizioni favorevoli allo sviluppo dei generi Cryptococcus e Candida. Tra le specie appartenenti a questi due generi, Cryptococcus laurentii e Candida vinaria si sono distinte come le specie maggiormente legate alla zona di indagine: la prima è risultata assente solo sulle uve Petit Verdot raccolte nel 2009, mentre la seconda non si è sviluppata solamente nell’annata 2008. Inoltre, la specie Candida vinaria si è sviluppata maggiormente nell’annata 2009 su tutte le uve analizzate e ciò indica che le condizioni climatiche, e quindi l’annata, possono influenzare decisamente la composizione della popolazione microbica sulle uve (Longo et al., 1991; Raspor et al., 2006).
Capitolo 6. Discussione. 

Le uve Nero d’Avola e Petit Verdot, raccolte durante il periodo di maturazione per tre annate consecutive, sono state analizzate dal punto di vista microbiologico per individuare le differenze fra le due cultivar e fra le annate. Inoltre, per due annate consecutive è stato anche osservato l’effetto di due sistemi di coltivazione della vite, cordone speronato e Guyot, sulla popolazione microbica delle uve Nero d’Avola.

In realtà, prima di procedere con le analisi microbiologiche, è stata definita la qualità delle uve, monitorandone il contenuto fenolico e la capacità antiossidante, durante la maturazione del frutto fino alla vendemmia.

3.4.2 Discussione dei risultati delle analisi preliminari condotte sulle uve

Le analisi preliminari condotte sulle uve hanno avuto come scopo quello di determinare il contenuto fenolico totale e la capacità antiossidante dei campioni. Queste prime analisi sono state utili per caratterizzare da un punto di vista chimico il materiale da analizzare, cioè le uve, e per definirne le potenzialità salutari determinanti la qualità dei vini corrispondenti.

Infatti, è ormai noto che conoscere la maturità fenolica delle uve è tanto importante quanto applicare un preciso processo di vinificazione: l’analisi del contenuto fenolico del frutto della vite è uno strumento per gestire le potenzialità di ogni vitigno, nelle varie zone e condizioni di coltivazione, ed ottenere vini di qualità. Altrettanto importante è, però, valutare la capacità antiossidante che è un parametro fortemente indicativo delle potenzialità salutistiche del frutto della vite.

Per quanto riguarda la determinazione del contenuto fenolico totale delle uve, i metodi descritti in letteratura sono diversi e quindi difficile risulta il confronto dei risultati tra un lavoro e l’altro. Molti gruppi di ricerca effettuano un’estrazione prima di applicare il metodo di Folin-Ciocalteau, esprimendo i risultati in mgGAE/100g frutta (Pastrana-Bonilla et al., 2003; Baydar, 2006) oppure in mg (+)-catechina/Kg uva (Mattivi, 2005). Altri, come Baiano et al. (2009), effettuano solo una filtrazione dopo la pigiatura delle uve ed esprimono il contenuto fenolico totale in mgGAE/L mosto. Sebbene quest’ultimo metodo sia molto simile a quello applicato sulle uve analizzate nel presente lavoro, i risultati ottenuti non possono essere paragonati, perché le varietà considerate sono differenti. 

Pertanto, è più semplice prendere come riferimento l’indice di Folin, i cui valori devono essere compresi fra 10 e 100 (Ribéreau-Gayon et al., 2004) ed osservare che i mosti d’uva analizzati hanno presentato un contenuto fenolico totale compreso in tale intervallo.

L’andamento del contenuto fenolico totale delle uve si è mostrato tipico per ogni varietà e per annata considerata e, in prossimità della vendemmia, non sempre si è verificato un aumento del valore. Ciò è certamente dovuto al fatto che il contenuto fenolico totale dipende dalla concentrazione dei differenti gruppi di composti fenolici che si modifica durante la maturazione del frutto. In particolare, secondo Giovanelli e Brenna (2007), un aumento del contenuto fenolico totale si realizza in associazione alla formazione di antocianine.    

Inoltre, per tutta la durata della maturazione i campioni d’uva Nero d’Avola sono stati caratterizzati da valori di contenuto fenolico più alti, indipendentemente dal fatto che la vite fosse stata coltivata con sistema cordone speronato o Guyot. Infatti, in nessuna delle due annate considerate sono state riscontrate differenze significative nel contenuto fenolico tra i due sistemi. Invece, considerando le uve Nero d’Avola, coltivate con uno stesso sistema di allevamento, in annate successive sono stati ottenuti valori differenti in funzione dell’annata. Nel 2010 le uve Nero d’Avola hanno raggiunto valori di contenuto fenolico più alti rispetto alle due annate precedenti, soprattutto in prossimità della vendemmia. Lo stesso non si è verificato per le uve Petit Verdot: per questa varietà non è stata individuata un’annata particolarmente favorevole ad un maggiore accumulo di composti polifenolici nella pianta.

Quindi, la qualità delle uve, in termini di contenuto fenolico totale, dipende innanzitutto dalla cultivar e, come precisato da Lachmann et al. (2009), anche dalla zona di raccolta (altitudine, tipo di suolo) nonché dalle condizioni climatiche (temperature ed entità di precipitazioni che caratterizzano ogni annata). In base alle caratteristiche di una cultivar, ciascuno di questi fattori può determinare un differente stress alla pianta, ben descritto dai livelli di contenuto fenolico totale. 

Come anticipato, per completare la descrizione dei campioni d’uva da sottoporre alle analisi microbiologiche, è stata monitorata anche la capacità antiossidante durante la maturazione delle uve. 

In questa seconda fase, l’interpretazione dei risultati si è rivelata ancor più difficile, in quanto esistono molti più metodi per la determinazione della capacità antiossidante delle uve. Pastrana-Bonilla et al. (2003) hanno analizzato 10 varietà d’uva coltivate negli Stati Uniti utilizzando il metodo ABTS; mentre, Orak (2007) ha fatto riferimento al metodo di Mitsuda et al. (1996) definendo la capacità antiossidante come percentuale di inibizione della perossidazione lipidica in un sistema di acido linoleico. Il metodo di sbiancamento del β-carotene compare, invece, tra i metodi applicati da Baiano et al. (2009), ma i risultati vengono espressi come coefficiente di attività antiossidante. 

In ogni caso, tali metodi non si adattavano bene alle esigenze di questo lavoro che mirava, innanzitutto, alla semplicità e alla rapidità d’analisi dei campioni di mosto. Pertanto, si è preferito fare riferimento al metodo della crocina, pratico e rapido, già utilizzato sui vini (Di Majo et al., 2008).

L’analisi dei mosti d’uva, determinata con questo metodo, ha mostrato che, a parità di campionamento, le uve Nero d’Avola posseggono capacità antiossidante superiore o pari alle uve Petit Verdot, mostrando caratteristiche qualitative migliori. L’annata in cui sono state raccolte uve con una maggiore capacità antiossidante è stata la 2009 per le uve Petit Verdot e la 2010 per le uve Nero d’Avola. Quindi, anche la capacità antiossidante dipende fortemente dalla cultivar e dall’annata, come riscontrato per il contenuto fenolico totale.  

Infine, riguardo alla correlazione tra i dati di contenuto fenolico totale e quelli della capacità antiossidante, è stato verificato che non si ottengono necessariamente maggiori valori di capacità antiossidante nei campioni con più alto contenuto fenolico totale. Questo risultato è stato riscontrato anche dalle analisi sul vino e, in questo caso, sono state avanzate le seguenti spiegazioni (Di Majo et al., 2008):   

1. I composti flavonoidi e non-flavonoidi possono avere un’influenza diversa in funzione del numero di gruppi OH e OCH3 presenti e della loro posizione sull’anello; 

2. La capacità antiossidante è determinata anche dal grado di polimerizzazione dei composti fenolici: secondo alcuni autori (Saint-Criq de Gaulejac et al., 1999) la capacità antiradicalica è direttamente proporzionale al grado di polimerizzazione;

3. L’esistenza di sinergie ed antagonisti tra le varie classi di composti può avere un effetto non trascurabile sulla capacità antiossidante.

Quindi, come per i vini, anche per i mosti d’uva è possibile che la capacità di proteggere dai radicali liberi non sia legata alla quantità di sostanze polifenoliche presenti, bensì alla tipologia di queste ultime.

3.4.2 Discussione dei risultati delle analisi microbiologiche sulle uve 

Le analisi microbiologiche sono state condotte sugli stessi campioni d’uva studiati precedentemente per il contenuto fenolico totale e per la capacità antiossidante. Lo studio della popolazione microbica presente sulle uve è stato motivato dal crescente interesse rivolto dal mondo enologico verso i microrganismi dell’uva. Essi sono gli “attori” principali della fermentazione alcolica (Jolly et al., 2006) e sono capaci di determinare le caratteristiche organolettiche del vino (Rojas et al., 2001, 2003; Moreira et al., 2005) nonché di influenzare le sue proprietà salutari (Vacca et al., 1997; Medina et al., 2005).

Le uve Nero d’Avola e Petit Verdot sono state analizzate durante il periodo di maturazione e alla vendemmia per tre annate consecutive, dal 2008 al 2010. Le prime valutazioni microbiologiche hanno riguardato il contenuto in lieviti, osservandone l’andamento dal primo all’ultimo campionamento. Successivamente, sono state identificate le specie di lieviti caratterizzanti le uve, utilizzando sia tecniche di microbiologia che di biologia molecolare.

Durante il processo di maturazione, il numero dei lieviti presenti sulla buccia d’uva subisce delle variazioni. In genere, sono pochi i lieviti riscontrati sugli acini immaturi, ma con la maturazione e fino alla vendemmia, quando gli zuccheri diffondono sulla superficie, la popolazione può raggiungere le 104-106 CFU/g (Fleet, 2003). Simile è la posizione di Ribéreau-Gayon et al. (2007), secondo cui la popolazione microbica può raggiungere una concentrazione di 103-105 CFU/g sulle uve mature. Nel presente studio, è stato riscontrato un contenuto in lieviti un po’ più basso, dell’ordine di 102-103, valori piuttosto simili a quelli riportati da Raspor et al. (2006). Infatti, secondo l’analisi di Raspor et al. (2006), condotta su uve provenienti da tre regioni della Slovenia, la carica di lieviti presenti sulle uve mature è compresa tra 102 e 104.
Per quanto riguarda il contenuto in lieviti alla vendemmia, sono state riscontrate delle differenze tra le due varietà e, nell’annata 2009, anche tra i due sistemi di allevamento della vite considerati. Lo stesso si è verificato per l’andamento della carica microbica durante la maturazione, particolarmente influenzato dalle condizioni ambientali. Ciò indica l’incidenza del fattore varietà sulla popolazione microbica e, allo stesso tempo, il particolare equilibrio che si istaura tra la pianta e l’ambiente. Infatti, un aumento della concentrazione di lieviti sulle uve può essere dovuto ad infezioni di muffe, grandinate, eccesso di pioggia e insetti (ape, vespa, moscerino).

In questo studio, gli aumenti più intensi del numero dei lieviti sulle uve si sono verificati in concomitanza al peggioramento delle condizioni climatiche. La pioggia può rompere la buccia e determinare la liberazione del succo all’esterno, aumentando la disponibilità di nutrienti e promuovendo così lo sviluppo dei microrganismi sulla superficie del frutto. Inoltre, l’aumento del volume dell’acino che si verifica durante la maturazione favorisce il rilascio di succo zuccherino attraverso le lacerazioni e il distacco delle zone di giunzione come quella fra peduncolo e acino (Combina et al., 2005). 
Durante la maturazione dell’uva, non si assiste solo a variazioni della concentrazione totale di lieviti sulla buccia, ma anche a variazioni della composizione in specie. 

Secondo Fleet (2003), sui grappoli immaturi predominano i generi Rhodotorula, Cryptococcus e Candida, oltre ad Aureobasidium. Questi si ritrovano anche nei grappoli maturi, ma in minor quantità rispetto ai lieviti apiculati a metabolismo ossidativo Hanseniaspora e Metschnikowia, che sembra dominino anche sui frutti danneggiati, assieme ai generi Saccharomyces e Zygosaccharomyces. Il principale agente della fermentazione, Saccharomyces cerevisiae, non è presente oppure viene rilevato a bassissime concentrazioni.
Il presente studio ha mostrato che alcune specie presenti all’inizio della maturazione riescono a sopravvivere fino al momento della vendemmia. È questo il caso delle specie Cryptococcus laurentii e Cryptococcus ater/magnus sulle uve Petit Verdot raccolte nel 2008, Cryptococcus flavus nel 2009 e le specie Cryptococcus laurentii, Candida vinaria e Metschnikowia pulcherrima sulle stesse uve nel 2010. Sulle uve Nero d’Avola coltivate a cordone speronato, le specie presenti per tutta la maturazione sono state Cryptococcus ater/magnus nel 2008, Cryptococcus albidus e Candida vinaria nel 2009 e le specie Cryptococcus laurentii e Cryptococcus albidus nel 2010. Invece, sulle uve Nero d’Avola coltivate a Guyot sono state più resistenti la specie Cryptococcus flavus, sia nel 2009 che nel 2010, e le specie Cryptococcus laurentii e Candida vinaria solo nell’ultima annata d’indagine.

Le specie che sono state identificate ad ogni stadio della maturazione sono quelle maggiormente capaci di adattarsi all’ambiente. Chiaramente, non è detto che su una stessa varietà d’uva si ritrovi la stessa specie per tutta la maturazione in annate differenti, poiché le condizioni climatiche sono un fattore determinante la popolazione microbica e spesso variano da un’annata all’altra. Inoltre, il fatto che su varietà diverse, o su uve coltivate con sistema differente, aderiscano specie diverse nella stessa annata, a parità di posizione geografica, è da attribuire alle differenze riguardanti la superficie dell’acino. Infatti, quest’ultima  è  ricoperta da uno strato di cuticola cerosa che incide sull’adesione dei microrganismi e la loro abilità a colonizzare la superficie.  

Oltre agli studi condotti sulle uve durante il processo di maturazione, in ambito scientifico notevole interesse è rivolto anche all’analisi delle uve al momento della vendemmia e dei mosti d’uva durante la fermentazione. Questo particolare interesse è dovuto al fatto che vi è ormai la certezza che non solo i lieviti Saccharomyces, ma anche i non-Saccharomyces presenti sulle uve, sono responsabili delle caratteristiche finali del vino. Pertanto, è sembrato opportuno osservare con attenzione anche i risultati microbiologici riguardanti le uve Nero d’Avola e Petit Verdot al momento della vendemmia.

È stato osservato, innanzitutto, che sulle uve mature, oltre alle specie presenti per l’intero processo di maturazione, sono state identificate anche altre specie. Inoltre, la popolazione microbica, presente sugli acini al momento della raccolta, ha mostrato una composizione variabile sia nella stessa annata, in funzione della cultivar e del sistema di coltivazione, che in annate differenti.

A parità di annata, alcune specie sono state identificate su entrambe le varietà d’uva coltivate a cordone speronato, Petit Verdot e Nero d’Avola, come le specie Cryptococcus laurentii, Cryptococcus ater/magnus, Candida vinaria e Metschnikowia pulcherrima, ma ciascuna contribuisce secondo percentuali diverse alla composizione totale. Altre specie, quali Candida albicans e Cryptococcus albidus sono state isolate solo dalle uve Nero d’Avola e Sporobolomyces roseus, Pichia delftensis e Cryptococcus flavus solo dalle uve Petit Verdot. Quest’ultime cinque specie, eccetto la specie Cryptococcus flavus, possono essere considerate tipiche della varietà d’uva da cui sono state isolate. La specie Cryptococcus flavus non può essere attribuita esclusivamente alla varietà Petit Verdot, poiché essa è stata isolata anche sui campioni d’uva Nero d’Avola coltivati a Guyot, sia nel 2009 che nel 2010. Oltre a questa specie, sulle uve coltivate con sistema Guyot, sono state identificate le stesse specie presenti sulle uve Nero d’Avola a sistema cordone speronato, ma in percentuali differenti. Quindi, anche in funzione del sistema di coltivazione della vite, la composizione in specie delle uve Nero d’Avola è risultata differente.

Al variare dell’annata, i campioni d’uva Nero d’Avola coltivata con sistema Guyot sono stati gli unici ad essere caratterizzati dalla stessa tipologia di specie: sia nel 2009 che nel 2010, la popolazione microbica è stata rappresentata dalle specie Cryptococcus laurentii, Cryptococcus flavus e Candida vinaria. Tuttavia, varia la composizione percentuale: la specie Candida vinaria, che nel 2009 ha rappresentato quasi l’80% della popolazione, nell’annata successiva è stata meno del 20%; il fenomeno inverso si è verificato per la specie Cryptococcus flavus, che nel 2009 rappresentava circa il 15% e nel 2010 circa il 70%. Invece, le uve coltivate a sistema cordone speronato, sia Nero d’Avola che Petit Verdot, hanno mostrato, in linea generale, specie diverse da un’annata all’altra e percentuali relative variabili anche nel caso di specie presenti in più annate consecutive. Ad esempio, anche se sulle uve Nero d’Avola è stata trovata la specie Cryptococcus laurentii in tutte le tre vendemmie studiate, solo nel 2010 questa specie ha rappresentato più del 60% della popolazione microbica, mentre decisamente bassa è stata la sua presenza nelle annate precedenti. 

Quindi, come dimostrato da diversi studi, il numero e la diversità dei lieviti sulla superficie delle bacche d’uva sono determinati da molti fattori: la varietà d’uva, il grado di maturità, lo stato di sanità (danni fisici prodotti da uccelli, insetti o attacchi di muffe), la posizione geografica del vigneto, le condizioni climatiche (temperature, piovosità, umidità), le pratiche di fertilizzazione e di irrigazione e l’intensità dei trattamenti pesticidi (Jolly et al., 2003; Combina et al., 2005; Raspor et al., 2006). Inoltre, Fleet (2003) aggiunge che la predominanza di alcune specie su altre non dipende solo dalla loro abilità a colonizzare la superficie dell’acino, ma anche dalla capacità dei microrganismi a tollerare eventuali inibitori chimici naturali o artificiali e dall’interazione con altre specie (lieviti, batteri e funghi), che possono variare da un’annata all’altra.
Alcune delle specie identificate sulle uve Petit Verdot e Nero d’Avola descritte in questo lavoro, sono state identificate anche in altri lavori di ricerca. Ad esempio, su uve raccolte in Cina sono state identificate le specie Cryptococcus magnus e Metschnikowia pulcherrima (Li et al., 2010), su uve coltivate in Oltenia (Romania) la specie Candida vinaria (Tutulescu e Popa, 2009) e su uve provenienti da tre regioni della Slovenia le specie Cryptococcus albidus, Cryptococcus laurentii, Metschnikowia pulcherrima e Sporobolomyces roseus (Raspor et al., 2006).

Tutti i generi sopra menzionati sono classificati nella lista dei generi in accordo a Kurtzman e Fell (1998), ma non per tutti è noto l’effetto che possono determinare sulle caratteristiche del prodotto della vinificazione. Per quanto riguarda i generi di lieviti riscontrati maggiormente in questo studio, Candida e Cryptococcus, esiste in letteratura una descrizione della loro capacità di modificare le caratteristiche organolettiche dei vini. Nel lavoro di Grbin (1999), la crescita del genere Candida è stata associata allo sviluppo di cattivi odori del vino e alla formazione di film sulla sua superficie quando esposto all’aria. Esteve-Zarzoso et al. (1998), invece, hanno verificato che diverse specie appartenenti al genere Candida possono modificare le caratteristiche del vino grazie alla loro attività pectinolitica. Questa attività metabolica è stata attribuita anche a specie del genere Cryptococcus (Esteve-Zarzoso et al., 1998). Inoltre, Buzzini et al. (2005) hanno definito i lieviti appartenenti al genere Cryptococcus come produttori di composti organici volatili contenenti zolfo e per questo capaci di modificare l’aroma di un vino.

Per quanto riguarda le specie risultate tipiche della varietà Petit Verdot, Sporobolomyces roseus e Pichia delftensis, in letteratura sono riportati i risultati di alcune ricerche. Sporobolomyces roseus è un lievito noto per la sua capacità di produrre tre pigmenti carotenoidi, quali il β-carotene, il torulene e la torularodina (Davoli e Weber, 2002), ma in ambito enologico non risultano sue applicazioni. Al contrario, in enologia, il genere Pichia è ben noto: comprende 91 specie, molte delle quali sono capaci di alterare le caratteristiche chimiche e sensoriali del vino, poiché ossidano etanolo, glicerina e acidi non volatili in presenza di ossigeno. Inoltre, i lieviti appartenenti al genere Pichia sono capaci, in presenza di ossigeno, di formare film sulla superficie del vino (Jolly et al., 2006).

Infine, per quanto riguarda la specie Metschnikowia pulcherrima, identificata solo alla vendemmia 2010 sulle uve coltivate a cordone speronato, è stato dimostrato che ha un ruolo importantissimo in enologia, poiché contribuisce alla fermentazione e alla composizione del vino. Infatti, grazie alla sua significativa attività proteolitica può aumentare la disponibilità di aminoacidi importanti per la crescita di S. cerevisiae e mediante la sua attività β-glucosidasica libera sostanze aromatiche (terpeni) idrolizzando i composti glucosidici-terpenilici che di per sé non sono aromatici (Esteve-Zarzoso et al., 1998). Pertanto, la presenza di questa specie su una varietà d’uva può favorire lo sviluppo di buone caratteristiche nel vino che se ne ottiene.

Conclusioni

Il progetto di ricerca condotto durante i tre anni di dottorato si inserisce in un contesto scientifico in cui l’interesse verso i microrganismi dell’uva e del vino è crescente. In particolare, numerosi studi hanno avuto come oggetto i lieviti non–Saccharomyces, microrganismi prevalentemente presenti sull’uva, definiti come potenziali “accessori” o alternative a Saccharomyces cerevisiae per modificare l’aroma del vino e migliorare la qualità del prodotto della vinificazione (Mills et al., 2002). 
Questo progetto ha previsto lo studio di due varietà d’uva, Nero d’Avola e Petit Verdot, e di due sistemi di coltivazione della vite, cordone speronato e Guyot, durante il periodo di maturazione delle uve fino al momento della vendemmia. 
Per la sua realizzazione, è stato importante l’utilizzo combinato delle tecniche microbiologiche e biomolecolari. La tecnica microbiologica basata sul terreno WL Nutrient Agar, rapida e pratica, ha permesso, in alcuni casi, il riconoscimento immediato del genere dei lieviti mediante un semplice esame visivo. Quando non è stata osservata una morfologia già descritta in letteratura, è stato fondamentale il ricorso alla biologia molecolare. In ogni caso, integrando le due tecniche, è stata definita l’identità dei lieviti isolati dai mosti in termini di specie, trovando oltretutto, nei casi in cui non era nota, la corrispondenza tra la morfologia delle colonie su WL e le specie di lieviti.

Sulle uve scelte si è opportuno, innanzitutto, valutare la qualità in termini di contenuto fenolico totale e capacità antiossidante. Queste analisi preliminari hanno mostrato che:

· Entrambi i parametri chimici dipendono dalla cultivar. In particolare, le uve Nero d’Avola, indipendentemente dal sistema di coltivazione della vite considerato, hanno mostrato un contenuto fenolico totale superiore e una capacità antiossidante uguale o superiore rispetto alle uve Petit Verdot;

· Le caratteristiche dell’annata, incidendo sia sul contenuto fenolico totale che sulla capacità antiossidante, determinano la qualità delle uve in modo diverso in base alla cultivar; 

· Non esiste sempre una buona correlazione positiva tra contenuto fenolico totale e capacità antiossidante nelle uve.

Definita la qualità, lo studio microbiologico condotto sulle uve scelte ha suggerito le seguenti considerazioni:

· Il numero e la composizione in specie di lieviti sulle uve dipende, innanzitutto, dalla cultivar e dal grado di maturazione;

· Lo sviluppo di alcune specie è da attribuire alla posizione geografica dei vigneti. Nel caso specifico, tra il 2008 ed il 2010, la zona di raccolta (c/da Ferla, Mazara del Vallo) ha favorito la crescita di lieviti appartenenti ai generi Cryptococcus (soprattutto C. laurentii e C. flavus) e Candida (soprattutto C. vinaria);

· L’annata può favorire o sfavorire lo sviluppo di una determinata specie di lievito sulle uve. Infatti, nell’annata 2009 sulla superficie di tutte le uve la specie Candida vinaria rappresentava circa l’80% e circa il 10% nell’annata successiva;

· L’annata può influenzare la composizione microbica delle uve in modo diverso in base alla cultivar. In questo studio, lo sviluppo della specie Metschnikowia pulcherrima, identificata solo sulle uve vendemmiate nel 2010, è stato maggiormente riscontrato sulle uve Petit Verdot che sulle uve Nero d’Avola, ugualmente coltivate;

· Il sistema di coltivazione della vite, determinando l’esposizione dei grappoli, può influire sulla composizione microbica delle uve. In particolare, è stata individuata una minore variabilità in specie di lieviti sulle uve Nero d’Avola coltivate con sistema Guyot, rispetto a quelle coltivate con sistema cordone speronato. 

I lieviti, per sopravvivere, hanno bisogno di condizioni adeguate (Lachance e Starner, 1998) ed i fattori individuati nel presente lavoro di ricerca sono quelli che più determinano la loro presenza sulle uve. Variando anche uno solo di questi fattori è possibile ottenere uve con caratteristiche diverse e, quindi, vini diversi, poiché i lieviti presenti sulle uve contribuiscono alla fermentazione totale e alla composizione chimica finale del vino.
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Fig. 1: Struttura chimica di base dei composti flavonoidi.





Le uve Nero d’Avola sono caratterizzate da grappoli di dimensione media, conici, spesso composti e mediamente compatti. Gli acini, di colore violetto intenso, sono di forma ellissoidale od ovale, con buccia pruinosa, di medio spessore e coriacea.








Le uve Petit Verdot sono caratterizzate da grappoli di dimensione medio-piccola, di forma conico-piramidale e generalmente compatti. Gli acini, di colore blu nero, sono medio-piccoli, di forma arrotondata e con buccia pruinosa.








Fig. 2: Retta di taratura con acido gallico.





Fig. 3: Reazioni coinvolte nel metodo “Crocin Bleaching”.
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Fig. 4: Agente radicalizzante [2,2’-Azo-bis(2-amidinopropano)dicloroidrato]





Fig. 5: Cinetica di ossidazione della crocina in assenza del campione di mosto. 


In ascissa sono riportati i valori di assorbanza alla λ di 443 nm della crocina, 


in ordinata i tempi espressi in minuti. Cinetica di pseudo I ordine.





Fig. 6: Cinetica di ossidazione della crocina in assenza del campione di mosto, nei primi 10 minuti di reazione (correlazione lineare dei dati).


In ascissa sono riportati i valori di assorbanza alla λ di 443 nm della crocina,


in ordinata i tempi espressi in minuti. R2 è il coefficiente di correlazione.
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Fig. 7: Cinetiche di ossidazione della crocina a varie diluizioni (1:10, 1:25, 1:50). In ascissa sono riportati i valori di assorbanza delle soluzioni alla λ di 443 nm ed in ordinata il tempo, espresso in minuti.





Fig. 10: Retta ottenuta riportando sull’asse delle ascisse i rapporti tra le concentrazioni di mosto e di crocina ed in ordinata i rapporti delle velocità di sbiancamento della crocina in assenza ed in presenza dell’antiossidante nel tempo. R2 coefficiente di correlazione della retta al quadrato.





Fig. 11: Struttura della regione ITS dell’rDNA dei lieviti.
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Fig. 12: Confronto del contenuto fenolico totale fra mosti d’uva Nero d’Avola e Petit Verdot durante la maturazione 2008.





Fig. 13: Confronto del contenuto fenolico totale fra mosti d’uva Nero d’Avola e Petit Verdot durante la maturazione 2009.





Fig. 14: Confronto del contenuto fenolico totale fra mosti d’uva Nero d’Avola e Petit Verdot durante la maturazione 2010.





Fig. 15: Contenuto fenolico totale nei mosti d’uva Nero d’Avola 


in tre annate consecutive.





Fig. 16: Contenuto fenolico totale nei mosti d’uva Petit Verdot 


in tre annate consecutive.





Fig. 17: Contenuto fenolico totale nei mosti d’uva Nero d’Avola a sistema Guyot in due annate consecutive.





Fig. 18: Contenuto fenolico totale in uve Nero d’Avola coltivate con due differenti sistemi di allevamento nell’annata 2009.





Fig. 19: Contenuto fenolico totale in uve Nero d’Avola coltivate con due differenti sistemi di allevamento nell’annata 2010.





Fig. 20: Andamento della capacità antiossidante nei mosti d’uva 


Nero d’Avola e Petit Verdot nell’annata 2008.





Fig. 21: Andamento della capacità antiossidante nei mosti d’uva 


Nero d’Avola e Petit Verdot nell’annata 2009.





Fig. 22: Andamento della capacità antiossidante nei mosti d’uva 


Nero d’Avola e Petit Verdot nell’annata 2010.





Fig. 23: Capacità antiossidante nei mosti d’uva Nero d’Avola 


in tre annate consecutive.





Fig. 24: Capacità antiossidante nei mosti d’uva Petit Verdot 


in tre annate consecutive.





Fig. 25: Capacità antiossidante in uve Nero d’Avola coltivate 


con due differenti sistemi di allevamento nell’annata 2009.





Fig. 26: Capacità antiossidante in uve Nero d’Avola coltivate  


con due differenti sistemi di allevamento nell’annata 2010.





Fig. 27: Correlazione tra contenuto fenolico totale e capacità antiossidante in uve Petit Verdot e Nero d’Avola, a sistema cordone speronato, nel 2008.





Fig. 28: Correlazione tra contenuto fenolico totale e capacità antiossidante in uve Petit Verdot, a sistema cordone speronato, nel 2009 e 2010.





Fig. 29: Correlazione tra contenuto fenolico totale e capacità antiossidante in uve Nero d’Avola, a sistema cordone speronato, nel 2009 e 2010.





Fig. 30: Correlazione tra contenuto fenolico totale e capacità antiossidante in uve Nero d’Avola a sistema Guyot.





Fig. 31: Andamento del contenuto in lieviti nei mosti d’uva Nero d’Avola e Petit Verdot, a sistema cordone speronato, nell’annata 2008.  





Fig. 32: Andamento del contenuto in lieviti nei mosti d’uva Nero d’Avola e Petit Verdot, a sistema cordone speronato, nell’annata 2009.  





Fig. 33: Andamento del contenuto in lieviti nei mosti d’uva Nero d’Avola e Petit Verdot, a sistema cordone speronato, nell’annata 2010.  





Fig. 34: Andamento del contenuto in lieviti nei mosti d’uva Petit Verdot, a sistema cordone speronato, nel 2008, 2009 e 2010.  





Fig. 35: Andamento del contenuto in lieviti nei mosti d’uva Nero d’Avola, a sistema cordone speronato, nel 2008, 2009 e 2010.  





Fig. 36: Andamento del contenuto in lieviti nei mosti d’uva Nero d’Avola, a sistema cordone speronato  e Guyot, nell’annata 2009.  





Fig. 37: Andamento del contenuto in lieviti nei mosti d’uva Nero d’Avola, a sistema cordone speronato  e Guyot, nell’annata 2010.  





Fig. 38: Morfologia della colonie di lieviti su WL Nutrient Agar: 


in alto visione superiore, in basso visione laterale.  
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Fig. 39: Analisi elettroforetica di amplificati di DNA secondo Granchi et al. (1999). 


Corsie da 1 a 7 e da 9 a 13: ampliconi di isolati di lievito con pesi molecolari differenti in base alla specie di appartenenza. 


Corsia 8: controllo negativo


M: marcatore di peso molecolare 100 bp DNA ladder.
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Fig. 40: Analisi elettroforetica di amplificati di DNA secondo Granchi et al. (1999) dopo digestione con enzimi di restrizione HinfI e HhaI.


Corsie da 1 a 10: digeriti con enzima HinfI. 


Corsie da 11 a 14: digeriti con enzima HhaI.


M: marcatore di peso molecolare 50 bp DNA Step ladder.





Fig. 41: Specie di lieviti presenti alla vendemmia nei mosti d’uva nell’annata 2008.  





Fig. 42: Specie di lieviti presenti alla vendemmia nei mosti d’uva nell’annata 2009.  





Fig. 43: Specie di lieviti presenti alla vendemmia nei mosti d’uva nell’annata 2010.  





Fig. 44: Composizione % delle specie di lieviti nei mosti d’uva Petit Verdot al momento della vendemmia per tre annate consecutive.  





Fig. 45: Composizione % delle specie di lieviti nei mosti d’uva Nero d’Avola al momento della vendemmia per tre annate consecutive.  





Fig. 46: Composizione % delle specie di lieviti delle uve Nero d’Avola coltivate a Guyot per due vendemmie consecutive.  
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