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INTRODUZIONE

V^dificzion. di materie prime dcoMe di erigine agrieoia comporta
essenzialmente la biossidazione deli alcol di altri composti dei

ricerca per la identificazione degli indici di qualità dell'aceto èstaU

della loro concentrazione, anche a linterno ai ca b categorie più interessantiin particolare gli ^rJSiwdìSente'spiegabili con
ecommercialmente più importanti, -onservazione, stante che l'acetificazione vede
la sola differente diluizione ocon la tecnica di ^ons^
l'impiego praticamCTte ™[^,JJÌJ2ioni chiiiiche nel corso della biossidazione
aeetic. »:o'S° """
materia prima vino di uva esidro.

materiali e metodi

La partita di vino utilizzata, di sicura origine, si presentava esente da alterazioni con
una gradazione alcolica di presso produttori italiani. Per avere un

Il sidro d. ad acetìftcazione presso una

S'S,°dtp3tfS5 che non pnnico interventi di correzione né fe ricorso atecniche
'"°°TS^°S;^"^6» '̂™°c"co.l 'ma gradazione dei 7% in voi. ci,^ tton em
completamente esente da alterazioni batteriche avendo già all'ongine una acidita volatile



2,8 g/L. Nella produzione di sidri, se non si ricorre ad interventi di controllo della microflora,
è assai frequente l'insediamento di batteri acetici (Femandez et al., 1994).

Le acetificazìoni sono state condotte in un impianto pilota da 11 L di capacità
massima, arieggiato mediante una turbina sommersa di geometria simile a quella degli
acetificatori industriali di Frings.

11 volume di aria insufflato era pari a 5 L/h/L di substrato e la temperatura mantenuta
a 28 'C mediante un sistema termostatico.

Nella fermentazione acetica del vino di uva si è fatto ricorso ad uno starter batterico
industriale prelevato in un acetiflcatore Frings adibito alla produzione di aceto di vino,
verosimilmente costituito da una miscela di ceppi adattati alla elevata acidità totale.

Nel caso del sidro si è ritenuto opportuno far ricorso all'inoculo di una coltura pura
anziché ad uno starter industriale in quanto questi batteri, adattati alla peculiare
composizione del vino d'uva, avrebbero potuto influenzare la produzione dei metaboliti
osservati.

In ciascuna prova venivano effettuati quattro cicli di acetifìcazione, ricaricando il
fermentatore con \/3 del suo volume di substrato fresco ogniqualvolta il tenore alcolico
scendeva all'1% in voi.. L'adozione di una tecnica di graduale regimazione del processo, con
arricchimento della carica batterica, si rende indispensabile a causa della estrema sensibilità
della microflora acetifìcante. Carenze anche temporanee di alcol o di ossigeno portano
immediatamente ad una forte perdita di vitalità degli acetobatteri soprattutto se la
concentrazione totale (alcol % + acido %) è elevata. E' nota inoltre la capacità di adattamento
degli acetobatteri a crescenti concentrazione di etanolo e acido acetico che possono condurre
all'isolamento di stipiti con caratteri fisiologici diversi rispetto alla coltura di partenza (Ebner
eFolmann, 1983).

I campionamenti hanno riguardato la fase iniziale (materia prima), una fase
intermendiadopo il consumo di circa metà dell'alcol di partenza e la fase rinate in cui l'alcol
residuo era intomo all'I%.

Nel caso del vino il confronto è stato esteso ad un campione di aceto prodotto con la
stessamateria prima in un acetiricatoreindustriale.

Le determinazioni analitiche principali (densità, acidità totale, volatile, rissa, estratto
secco, ceneri e loro alcalinità, pH) sono stati determinati secondo i metodi ufficiali italiani
(MAF, 1965).

II titolo alcolometrico è stato determinato per via gascromatograrica dopo
neutralizzazione del campione con Na^CO^ (Antonelli, 1994).

Il quadro acido e la glicerina sono stati determinati per H.P.L.C. (Cerbi e Tortia,
1991). 1 polifenoli totali sono stati determinati spettrofotometricamente (Singleton e Rossi,
1965). 11 frazionamento dei fenoli tannici e non tannici è stato eseguito secondo Peri e
Pompei (1980). Leucoantociani e catechine- sono stati determinati secondo Margheri e
Falcidi (1972).

1 metalli principali sono stati determinati mediante spettrofotometria di assorbimento
atomico.

I composti volatili principali sono stati determinati in gascromatografia con colonna
impaccata secondo il metodo indicato da Antonelli et al., in un'altra relazione presentata nel
corso dei lavori di questa giornata.

La determinazione dei polialcoli è stata effettuata con una metodica messa a punto da
Antonelli et al. {199A).

Gli amminoacidi liberi sono stati purificati secondo Adams (1974) e determinati nelle
medesime condizioni indicate daPirinI etal., (1992).



raSULTATI

I dati riportati nelle tabelle che seguono si riferiscono al ciclo di acetificazione finale
su ciascuno dei due substrati; non sono stati considerati i cicli iniziali ed interaiedi in qi^ o
il conteggio della carica batterica ha dimostrato che la microfloi-a non aveva
la massima concentrazione con cui normalmente si opera nella prod^ione industnale. La
carica batterica totale nelle fermentazioni industriali èdell'ordine di 10 cell./ml ela canea
viventedi circa 10'-10® UFC/ml. . i- •

Solo quando si raggiungono tali concentrazioni in prove spenmentdi si possono
inotizzare conseguenze sulla composizione paragonabili aquelle ottenute mdustnalmente.

In tabella 1sono riportate le concentrazioni dei principali componenti fissi esaminati
nei jjyyjj cambiamenti a carico dei parametri fondamentali, come l'alcol e

l'acidità ed alla sostanziale stabilità di altri parametri, come le cenen, vanno sottolineate
alcune variazionidi interesse.

Danailì

Alcol
Acidititotala (g/IOOmll
Additi volatilo (B/IOOmll
Addili fiasa (gli00 mi)
Eairatlo aecco lo"-'
Ceneri lO"-'
Alcdinitidelle ceneri (moq/L)
Glicerina *0t)
PH
Ae. tartarico (b/U
Ac. malico (fll-l
Ac. lattico loti
Ac. dtrico (bH-I
Ac. sucdnico fB/L)
Polifenoli totali (mg/U
POIifenoli tennid Img/U
Polifenoli non tennid (mg/U
Cotechino (mg/L)
Leucoentodani (mg/U
Ac. caftarico (mgfl.)
Ac. 2-S-Gtutationil caftarico (mg/LI
D.O. 420 nm

S1

1.0026

6.90

1.06

0.26

0.97

18.91

2.69

27.60

3.92

3.32

0

0.73

4.45

0

0.47

155

89

66

18

60

0

0

0.264

82

'7!o5b6
5.20

3.06

1.98

0.13

18.47

2.84

31.60

3.91

3.13

0

0.76

2.39

0

0.46

160

117

43

17

36

0

0

1.024

S3

1.0149

1.54

5.46

4.80

0.08

17.69

2.73

28.80

3.71

2.95

0

0.76

0.92

0

0.42

165

122

43

21

51

1.12

VB1

0.9957

9.88

0.52

0.15

0.46

24.95

2.32

17.20

4.72

3.14

4.77

0.51

1.52

0.51

0.73

291

167

124

39

160

6.9

2.10

0.335

VB2

1.0109

5.47

5.94

5.57

0.46

22.05

2.28

18.80

3.80

2.68

4.61

0.30

0.82

0.81

0.67

293

115

178

17

139

6.4

2.00

0.277

VB3

1.0224

0.15

10.26

9.88

0.48

19.18

2.28

18.00

3.60

2.45

4.67

0.28

0.26

0.81

0.61

292

94

198

23

121

5.7

2.00

0.233

VBF

1.0199

1.00

9.42

9.04

0.47

21.09

2.25

17.20

3.71

2.50

4.50

0.31

0.48

0.81

0.61

268

176

92

33

101

6.8

2.00

0.361

Trtb 1-Evoluzione dei principali componenti fissi di un sidro edi un vino nel coreo della^tificaàone (SI-III di X VBl-Vi» bl»»; VB2.Vfb. bl«.»bac(«; VBJ- A»», d. ».
bianco; VBF-Aceto divino bianco daFrings)

La Elicerina, tóbella 1, diminuisce costantemente nel corso dell'acetificazione, ma il
suo tenore si riduce di non oltre 1/4 rispetto al valore iniziale eciò conferma le osserv^om
Taltri Autori (Asai, 1968; Colagrande eMorelli, 1979). L'entità del calo eproporzionale alla
quantità di alcol trasformato, pertanto èsuperiore nel vino. Il livello di partenza nel caso delsidro era inferiore come conseguenza del minor grado alcolico. ,• • • a:

Alcune delle differenze osservate, non essendo imputabili alle condizioni di
acetificazione, identiche per i due substrati, vanno attribuite alla popolazione battenca
operante labiossidazione nei due casi.

L'acido malico non è stato attaccato dallo stipite che ha operato nel sidro, mentre e
stato parzialmente degradato dalla popolazione che ha operato sul vino. Ciò potrebbe
confermare l'esistenza di una malato deidrogenasi in alcuni stipiti del gen. Acetobacter (Asai,
loc cit.). La stessa spiegazione può essere adottata per la leggera produzione di acido citrico



reperito nell'aceto di vino che potrebbe essere attribuita ad una citrato-sintetasi. Una indiretta
conferma deriva dal fatto che il campione prodotto industrialmente con lostesso starter (VBF;
tabella 1), presenta unacomposizione analoga al campione VB3.

Una caratteristica comune ai batteri del gen. Acetobacter è quella di ossidare l'acido
lattico. Nelle prove condotte è stato ridotto deir80% circa sìa nell'aceto di sidro che in quello
di vino. In valore assoluto la demolizione è stata molto piùimportante nell'aceto di sidro che
ne era molto dotato (4.45 g/L). Questa osservazione può contribuire a spiegare l'abbondante
formazione di 3-OH-2-butanone (acetoino) registrata nell'aceto di sidro (Tab. 2). Infatti
l'acetoino può derivare dall'ossidazione del 2,3 butandiolo e dalla decarbossilazione dell'a-
acetolattato (formato a sua volta dalla condensazione del piruvato con i'acetaldeide), ma
anche dalla ossidazione del lattato (Asai, loc. cir, Gandini e Cerbi,1990).

Il notevole aumento della D.O.420 nni nell'aceto di mele testimonia un forte
imbrunimento del colore che non trova un riscontro in consistenti variazioni del quadro
polifenolico. Il fenomeno potrebbe trovare spiegazione in quanto osservato da altri Autori
relativamente ai derivati delle mele (Mastrocola e Lerici, 1991; Piva 6t <i/.,1986). Essi infatti
suppongono che in determinate condizioni l'imbrunimento sia la conseguenza di fenomeni
riconducibili alle reazioni diMaillard. Nel caso dell'aceto di vino non c'è stato imbrunimento,
al contrario l'ossidazione spinta ha condotto ad una riduzione delle frazioni fenoliche più
ossidabili (catechine e leucoantociani).

Nel complesso la concentrazione dei metalli non hasubito sostanziali variazioni, fatta
eccezione per un aumento del contenuto in ferro negli aceti ottenuti nell'impianto pilota
imputabile alla cessione da parte di qualche particolare dell'impianto medesimo.

Il sidro e l'aceto derivato risultavano contenere un discretotenore in metanolo(tab.2),
motivato dalla ricchezza di pectine della materia prima e dalla tecnica di preparazione
adottata per il sidro che prevede un lungo contatto con le parti solide. Si conferma che il
metanolo non è interessato dai processi ossidativi e la sua presenza, entro i limiti consentiti,
può essere quindi considerata un parametro di genuinità per gli aceti di frutta.

r y SI 82 83 VB1 VB2 VB3 VBF

Acetaldeide 12 10 10 6 70 15 22

Acetato etile 520 1508 223 19 2962 100 566

Metanolo 386 375 377 52 51 42 42

1-Propanolo 13 9 3 30 15 0 5

2-Metil-1-propanolo 48 47 36 48 39 14 27

2-Metil + 3-Metil-1-butanolo 164 146 109 215 114 33 73

3-ldrossi-2-butanone 249 758 1026 20 143 276 155

2,3-Butandione 65 16 56 20 13 34 17

Tab. 2 - Evoluzione dei principali componenti volatili determinabili peranalisi gascromaiografica diretta di
unsidro e di unvino nel corso della acetificazione. Valori espressi in mg/L. (Si-Sidro; S2-Sidro-aceto; S3-
Aceto di sidro; VB I-Vino bianco; VB2-Vino bianco-aceto; VB3- Aceto di vino bianco; VBF-Aceto di vino
bianco da Frings)

L'acetaldeide è un intermedio della biossidazione acetica; l'incremento registrato nel
campione VB2 (Tab.2) può essere imputato ad una temporanea carenza di ossigeno 0 ad un
carattere metabolico specifico dei ceppi che hanno operato nel vino. Nel corso di prove di
acetificazione con stipiti diversi su soluzioni di etanolo abbiamo registrato accumuli fino a
200 mg/L di acetaldeide all'inizio del processo, che regredivano fino a livelli normali quando
la biossidazione assumevauna velocitàsuperiore.

Interessante l'andamento dell'acetato di etile (Tab.2). Nella fase intermedia si osserva
un forte accumulo di estere in accordo con quanto osservato da Nieto et al. (1993). Questi



1 j" A\ Atilp rY*me fìinzìoiiG ddlfl crescita cellulare, c che
momento in cui la popolazione batterica raggiunge una

stabili™ne.^^tre jprelievi erano effettuati circa ametà del ciclo di acetificazione.

campione ottenuto nell impianto pi o®̂ subisce una flessione nel corso del
"Z2ì^<«Tmpù5,Ìl6 alle mulaK contoni di pH econcentrazione di et^oloprocesso, probabilmente impu ^«1 nrocesso fino a valon prossimi o diforaraet, •»>).P"„^n:i1"? neotonnaziL peranno

•rntSr^toofe d^lPacetoino —nn°" 5^»'ch^StonSoil

di alcoli anpeHoH SKpa^^

lineare, mentre fanno eccezione aquesta ^^ropSo! mentre l'alcol ùo-amilico
tonnirplSSinLTSrror ii&'le indica... di Arai. ,oc

decremento della loro concentrazione vanabile da un composto
contenuto tra il 5eil 45% del valore iniziale (Tab.3).

Glicerina

Eritritoio

Xilitolo

Arabitolo
Gannitolo

Sorbitolo
scillo-lnositolo
mio-lnositolo

SI S2 S3 VB1

3920 3910 3710 4720

35 33 30 122

248 248 224 9

62 40 37 267

200 185 170 186

2387 2289 1967 67

268 152 145 80

38t 378 334 301

di vino bianco; ^F-Acelo di vino bianco da Fnngs)

Considerato che la maggior parte dei polialcoli origina dalla materia prima agricola(inositoS soSrxilitolofo in parte dalla materia prima ein parte dai processi



fermentativi (mannitolo). si conferma la possibilità di utilizzare ipolialcoli come indici di
valutazione dell'origine degli aceti, ad esempio il sorbitolo per quelli di mele.

Nel caso del sidro utilizzato nella prova il contenuto di alcuni polialcoli era
particolarmente elevato a causa dei processi di macerazione subiti nel corso dellaP'̂ ePar '̂°n®,^®'j^dro. ^ registrato un incremento dell'ambitolo anziché una
diminuzione, sia nell'impianto pilota che in quello industriale. Probabilmente la presenza di
lieviti ametabolismo ossidativo nello starter utilizzato può essere la causa dell incremento
segnalato^^^^ dell'andamento delle concentrazioni degli amminoacidi permette di osservare
come nelle condizioni sperimentali adottate, la loro metabolizzazione ol'ossidazione da parte
dei batteri acetici sia limitata sia nel sidro che nel vino. In effetti gh Acetobacter non
necessitano di particolari amminoacidi essendo in grado di utilizzare i sali di ammonio come
fonte di azoto se contemporaneamente èpresente una fonte di carbonio org^ico «
Cerbi loc cit.). Il fatto che nel prodotto industriale (VBF) la concentrazione di fil}
amminoacidi sia inferiore conferma le osservazioni degli Autori spagnoli < '̂®8uno. 1986) i
quali hanno dimostrato che con l'aerazione più energicai si venfica un consumo ài
amminoacidi maggiore. 1valori riscontrati per gli amminoacidi sono in accordo con quelli di
alcuni Autori stranieri (Nieto et ai, loc. cit.) Bourgeois, 1957), mentre nsultano più elev^
rispetto aquelli riscontrati da Seppi eSperandio (1980). Va osservato in proposito che inostn
rilievi sono stati condotti su aceti non diluiti enon sottoposti a trattamento di chianfica estabihz^ione.^^^ èrisultata ancora una volta l'amminoacido più abbondante nej v,no e
nell'aceto di vino. Rimane confermata pertanto la sua importanza come indicatore dell ongine
e dalla qualità degli aceti divino.

Alanina

Valina

Glicina

Traonlna

iso-taucina

Leucina

Serìna

Prolina

Ac. t-Amminobutirrico
Idrossiprollna
Mationina

Acido oapartico/Asparagina
Fenilalatdna

Acido glutammioo/GtutBminina
Tirasino

Lisina

Tab 4-Evoluzione degli amminoacidi di un sidro edi un vino nel coi« della acetificazione. Valori esp^i
in itigA. (Si-Sidro; SZ-Sidro-aceto; S3-Aceto di sidro; VBl-Vino bianco; VB2-Vino bianco-aceto, VB3-
Aceto di vino bianco; VBF-Aceto di vino bianco da Frings)



CONCLUSIONI

Pur con i limiti imposti dalle limitate dimensioni dell'esperimento, èsUto possibile,.idJ." revólZn. dri prineipdli p.,ap.«ri nel cor» della acePfìeaa,o„. del
sidro edel vino. tartarico la prolina, i polialcoli, il metanolo, gli alcoli

Alcun, parauiem coinè bi„„idazio„e. Penanu, le
supenon subiscono null^ variazioni in finizione della materia prima, possono essere
!.S~a"SrnSVr.Sdelli matemadci degnati di caratterizzazione degl,
""'•"viSTTe-^ncentrazioni di altri composti più dn«t.™nte ^Viceversa ic il riiacetile e l'acetato di etile sono più adatti per
metabolismo battenco,^c^^^^^^ ^ caratterizzazione dal punto di vista
;SLo Sceppt bLri selezionati, in quanto la variabilità della loro concentrazione e
molto elevata.
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