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INTRODUZIONE

L'acetificazione di materie prime alcoliche di origine agricola comporta
essenzialmente la biossidazione dell'alcol etilico in acido acetico.

Tale trasformazione principale & accompagnata dall'ossidazione di altri composti dei
vini quantitativamente meno importanti, ma qualitativamente degni di nota per il loro valore
organolettico ¢ per la loro importanza ai fini della determinazione dell'origine e del livello
qualitativo del prodotto.

Nel corso della ricerca per la identificazione degli indici di qualita dell'aceto & stata
messa in luce l'importanza di composti non attaccati, 0 trasformati solo in parte, dai batteri ¢
di alcuni di quelli di neoformazione per la caratterizzazione degli aceti di diversa origine €
qualita.

Tra i composti fissi ricordiamo ad esempio la glicerina, i polialcoli e l'acido tartarico,
limitatamente ai vini di uva, e, tra quelli volatili, gli alcoli superiori residui ¢ i prodotti di
neoformazione come l'acetoino.

Nel corso della ricerca suddetta sono stati esaminati circa ottanta campioni di aceto
jtaliani e stranieri di origine € qualita diverse. Il numero di composti che rivestono il
maggiore peso nella discriminazione degli aceti & risultato limitato da una notevole variabilita
della loro concentrazione, anche all'interno di categorie commerciali affini.

In particolare gli aceti di vino di uva e quelli di sidro, le due categorie pilt interessanti
¢ commercialmente piu importanti, hanno evidenziato variazioni difficilmente spiegabili con
la sola differente diluizione o con ]a tecnica di conservazione, stante che l'acetificazione vede
P'impiego praticamente totale della colture sommerse aerate.

Allo scopo di poter osservare le trasformazioni chimiche nel corso della biossidazione
acetica, sono state intraprese una serie di acetificazioni in impianto pilota utilizzando come

materia prima vino diuvae sidro.

MATERIALI E METODI

La partita di vino utilizzata, di sicura origine, si presentava esente da alterazioni con
una gradazione alcolica di circa il 10% in vol. .

1! sidro di mele & piu difficilmente reperibile presso produttori italiani. Per avere un
prodotto di sicura genuinita & stato prelevato del sidro destinato ad acetificazione presso una
azienda di prodotti biologici che non pratica interventi di correzione né fa ricorso a tecniche
di conservazione con mezzi chimici e fisici.

Il sidro, senz'altro genuino € con una gradazione del 7% in vol. circa, non era

completamente esente da alterazioni batteriche avendo gia all'origine una acidita volatile di



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

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

11 volume di aria insufflato era pari a § L/W/L di substrato ¢ la temperatura mantenuta
a 28 "C mediante un sistema termostatico.

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

Nel caso del sidro si & ritcnuto opportuno far ricorso all'inoculo di una coltura pura
anzich¢ 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 acetificazione, ricaricando il
fermentatore con 1/3 del suo volume di substrato fresco ogniqualvolta il tenore alcolico
scendeva all'1% in vol.. L'adozione di una tecnica di graduale regimazione del processo, con
arricchimento della carica batterica, si rende indispensabile a causa della estrema sensibilita
della microflora acetificante. Carenze anche temporanee di alcol o di ossigeno portano
immediatamente ad una forte perdita di vitalitd degli acetobatteri soprattutto se¢ la
concentrazione totale (alcol % + acido %) & elevata. E' nota inoltre la capacita di adattamento
degli acetobatteri a crescenti concentrazionc di etanolo ¢ acido acetico che possono condurre
all'isolamento di stipiti con caratteri fisiologici diversi rispetto alla coltura di partenza (Ebner
¢ Folmann, 1983),

I campionamenti hanno riguardato la fase iniziale (materia prima), una fase
intermendia dopo il consumo di circa meta dell'alcol di partenza ¢ la fase fi nale in cui l'alcol
residuo era intorno all'1%.

Nel caso del vino il confronto & stato esteso ad un campione di aceto prodotto con la
stessa materia prima in un acetificatore industriale.

Le determinazioni analitiche principali (densita, acidita totale, volatile, fissa, estratto
secco, ceneri ¢ loro alcalinitd, pH) sono stati determinati secondo i metodi ufficiali italiani
(MAF, 1965).

Il titolo alcolometrico & stato detcrminato per via gascromatografica dopo
neutralizzazione del campione con Na, CO, (Antonelli, 1994).

Il quadro acido e la glicerina sono stati determinati per H.P.L.C. (Gerbi ¢ Tortia,
1991). I polifenoli totali sono stati determinati spettrofotometricamente (Singleton e Rossi,
1965). 11 frazionamento dei fenoli tannici e non tannici & stato eseguito secondo Peri e
Pompei (1980). Leucoantociani e catechine: sono stati determinati secondo Margheri e
Falcieri (1972).

1 metalli principali sono stati determinati mcdlan(e spettrofotometria di assorbimento
atomico.

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

La determinazione dei polialcoli & stata cffettuata con una metodica messa a punto da
Antonelli et al, (1994),

Gli amminoacidi liberi sono stati purificati secondo Adams (1974) e determinati nelle
medesime condizioni indicate da Pirini ef al., (1992).



RISULTATI

1 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 intermedi in quanto
il conteggio della carica batterica ha dimostrato che la microflora non aveva ancora raggiunto
la massima concentrazione con cui normalmente si opera nella produzione industriale. La
carica batterica totale nelle fermentazioni industriali & dell'ordine di 1019 cell./ml ¢ la carica
vivente di circa 107 - 108 UFC/ml.

Solo quando si raggiungono tali concentrazioni in prove sperimentali si possono
ipotizzare conseguenze sulla composizione paragonabili a quelle ottenute industrialmente.

In tabella 1 sono riportate le concentrazioni dei principali componenti fissi esaminati
nei sette campioni.

Accanto agli ovvii cambiamenti a carico dei parametri fondamentali, come I'alcol e
l'acidita ed alla sostanziale stabilita di altri parametri, come le ceneri, vanno sottolineate

alcune variazioni di interesse.

s1 s2 s3

1.0026 1.0086 1.0149

(% voll 6.90 5.20 1.64

{g/100 ml) 1.06 3.08 5.48

(g/100 mb 0.28 1.98 4,80

(g/100 ml) 0.97 0.13 0.08

[T(R) 18.91 18.47 17.69

Ceneri (g/L) 2.89 2,84 2.73

Alcalinitd dells ceneri {moq/l) 27.60 31.60 28.80

Glicarina gt) 3.92 3.9 3.7

pH 3.32 3.13 295

Ac. tartarico (gL} ] ] 0

Ac. malico (ghl) 0.73 0.76 0.76

Ac. lattico te/) 4.45 2.39 0.92

An. citrico (g/L) [s) [+] 0

Ac. succinico (/L) 0.47 0.46 0.42

Polifenoli totali {mg/L} 185 160 165

Polifenoli tannici {mgfl) 89 117 122

Polifencli non tannici {mg/L) ae 43 a3
Catachine (mg/L} 18 17 21 39 17 23 33
Leucoantociani {mg/L} 60 36 61 160 139 21 101
Ac. caftarico (mgAl) o . ] 0 6.9 6.4 6.7 6.8
Ac. 2-S-Glutationi! caftarico {mg/iL) 0 0 o) 2.10 2,00 2.00 2.00;
D.0. 420 nm 0.2684 1.024 1.12 0.338 0.277 0.233 0,361

Tab. 1 - Evoluzione dei principali componenti fissi di un sidro e di un vino nel corso della acetificazione (S1-
Sidro; S2-Sidro-aceto; S3-Aceto di sidro; VBI1-Vino bianco; VB2-Vino bianco-aceto; VB3- Aceto di vino
bianco; VBF-Aceto di vino bianco da Frings) :

La glicerina, tabella 1, diminuisce costantemente nel corso dell'acetificazione, ma il
suo tenore si riduce di non oltre 1/4 rispetto al valore iniziale e cid conferma le osservazioni
di altri Autori (Asai, 1968, Colagrande e Morelli, 1979). L'entita del calo & proporzionale alla
quantita di alcol trasformato, pertanto & superiore nel vino. 11 livello di partenza nel caso del
sidro era inferiore come conseguenza del minor grado alcolico.

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

'acido malico non & stato attaccato dallo stipite che ha operato nel sidro, mentre &
stato parzialmente degradato dalla popolazione che ha operato sul vino. Cid potrebbe
confermare l'esistenza di una malato deidrogenasi in alcuni stipiti del gen. Acetobacter (Asai,
loc cit.). La stessa spiegazione pud 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 lo stesso starter (VBF;
tabella 1), presenta una composizione analoga al campione VB3.

Una caratteristica comune ai batteri del gen. Acefobacter & quella di ossidare l'acido
lattico. Nelle prove condotte & stato ridotto dell'80% circa sia nell'aceto di sidro che in quello
di vino. In valore assoluto la demolizione & stata molto pili importante nell'aceto di sidro che
ne era molto dotato (4.45 g/L). Questa osservazione pud contribuire a spiegare I'abbondante
formazione di 3-OH-2-butanone (acetoino) registrata nell'aceto di sidro (Tab. 2). Infatti
P'acetoino pud derivare dall'ossidazione del 2,3 butandiolo e dalla decarbossilazione dell'a-
acetolattato (formato a sua volta dalla condensazione del piruvato con ‘l'acetaldeide), ma
anche dalla ossidazione del lattato (Asai, loc. cit.; Gandini e Gerbi,1990).

Il notevole aumento della D.O.450 nm nell'aceto di mele testimonia un forte
imbrunimento del colore che non trova un riscontro in consistenti variazioni del quadro
polifenolico. 11 fenomeno potrebbe trovare spiegazione in quanto osservato da altri Autori
relativamente ai derivati delle mele (Mastrocola e Lerici, 1991; Piva et al.,1986). Essi infatti
suppongono che in determinate condizioni I'imbrunimento sia la conseguenza di fenomeni
riconducibili alle reazioni di Maillard. Nel caso dell'aceto di vino non ¢'¢ stato imbrunimento,
al contrario l'ossidazione spinta ha condotto ad una riduzione delle frazioni fenoliche piu
ossidabili (catechine e leucoantociani).

Nel complesso la concentrazione dei metalli non ha subito 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.

11 sidro e I'aceto derivato risultavano contenere un discreto tenore 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 & interessato dai processi ossidativi e la sua presenza, entro i limiti consentiti,
pud essere quindi considerata un parametro di genuinita per gli aceti di frutta.

Ceta g o ot )8 s2 §3 | 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 (4] 5
2-Metil-1-propanclo 48 47 36 48 39 14 27
2-Metil + 3-Metil-1-butanolo 164 146 109 215 114 33 73
3-Idrossi-2-butanone 249 758 1026 20 143 276 1656
2,3-Butandione 65 16 56 20 13 34 17

Tab. 2 - Evoluzione dei principali componenti volatili determinabili per analisi gascromatografica diretta di
un sidro e di un vino nel corso della acetificazione. Valori espressi in mg/L. (S1-Sidro; S2-Sidro-aceto; S3-
Aceto di sidro; VBI-Vino bianco; VB2-Vino bianco-aceto; VB3- Aceto di vino bianco; VBF-Accto di vino
bianco da Frings)

L'acetaldeide & un intermedio della biossidazione acetica; l'incremento registrato nel
campione VB2 (Tab.2) pud essere imputato ad una temporanea carenza di ossigeno o 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 assumeva una velocitd superiore.

Interessante '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



Autori indicano 'accumulo di acetato di etile come funzione della crescita cellulare, € che
l'accurnulo cesserebbe dal momento in cui la popolazione batterica raggiunge una
stabilizzazione.

Nelle nostre prove i prelievi erano effettuati circa a meta del ciclo di acetificazione,
quando la carica batterica si trovava in una fase stazionaria di crescita.

La formazione di acetato di etile & dovuta all'attivita di una esterasi endocellulare degli
Acetobacter. L'accumulo nel mezzo sfugge quindi alla legge di azione di massa e pud portare
rapidamente alla formazione di quantitd anche superiori a quelle previste dall'equilibrio di
esterificazione (Usseglio-Tomasset, 1985). Si pud ipotizzare pertanto che la produzione di
acetato di etile continui oltre la fase logaritmica di crescita cellulare e che il contenuto finale
di questo estere sia conseguente a fenomeni idrolitici che tendano alla concentrazione prevista

dell'equilibrio di esterificazione. La presenza di un maggiore residuo alcolico nel campione

industriale (VBF) pud spiegare la maggiore concentrazione di acetato di etile rispetto al

campione ottenuto nell'impianto pilota (VB3; tabella 2).

11 contenuto in diacetile, in entrambi i substrati, subisce una flessione nel corso del
processo, probabilmente jmputabile alle mutate condizioni di pH e concentrazione di etanolo
(Gresser, 1991), per tornare ad aumentare al termine del processo fino a valori prossimi o di
poco superiofi a quelli del prodotto di partenza, A spiegare la neoformazione possono
contribuire sia l'ossidazione dell'acetoino che la produzione specifica da parte dei batteri. Il
diacetile, sulla base di questa esperienza, si conferma un composto che fornisce indicazioni
piu sulla qualita e sul grado di sanita del vino base, piuttosto che sull’andamento
dell'acetificazione.

La quantita di alcoli superiori che vengono ossidati & proporzionale a quella dell'aicol
etilico ed & quindi risultata maggiore nell'aceto di vino. Gli alcoli superiori vengono ossidati
con velocita  decrescente all’aumentare del numero di atomi di carbonio se la catena &
lineare, mentre fanno eccezione a questa regola quelli con catena ramificata.

Risulta cosi quasi completamente ossidato il n-propanolo, mentre l'alcol iso-amilico
diminuisce percentualmente piti dell'iso-butanolo. Cio conferma le indicazioni di Asai, loc
cit., € le esperienze di Nieto et al., loc. cit..

Nel corso della acetificazione anche i polialcoli hanno subito l'ossidazione con un
decremento della loro concentrazione variabile da un composto all'altro, normalmente
contenuto tra il S e il 45% del valore iniziale (Tab.3).

81 s2 S3 vB1 VB2 VB3 VBF
Glicerina 3920 3910 3710] 4720 3800 3600 3710
Eritritolo 35 33 30 122 93 98 90
Xilitolo 248 248 2241 - 9 9 13 20
Arabitolo 62 40 37 267 244 s 469
Mannitolo 200 1856 170 186 169 134 136
Sorbitolo 2387 2289 1967 67 129 43 27
scillo-Inositolo 268 162 145 80 70 48 50
mio-Inositolo 381 378 334 301 236 266 247

Tab. 3 - Evoluzione dei polialcoli di un sidro e di un vino nel corso della acetificazione. Valori espressi in
mg/L. (S1-Sidro; §2-Sidro-aceto; S3-Aceto di sidro; VBI-Vino bianco; VB2-Vino bianco-aceto; VB3- Aceto
di vino bianco; VBF-Aceto di vino bianco da Frings)

Considerato che la maggior parte dei polialcoli origina dalla materia prima agricola
(inositolo, sorbitolo, xilitolo) o in parte dalla materia prima e in parte dai processi



fermentativi (mannitolo), si conferma la possibilita di utilizzare i polialcoli 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 della
preparazione del sidro.

Per l'aceto di vino si & registrato un incremento dell'arabitolo anziché una
diminuzione, sia nell'impianto pilota che in quello industriale. Probabilmente la presenza di
lieviti a metabolismo ossidativo nello starter utilizzato pud essere la causa dell'incremento
segnalato.

L'esame dell'andamento delle concentrazioni degli amminoacidi permette di osservare
come nelle condizioni sperimentali adottate, la loro metabolizzazione o l'ossidazione da parte
dei batteri acetici sia limitata sia nel sidro che nel vino. In effetti gli Acetobacter non
necessitano di particolari amminoacidi essendo in grado di utilizzare i sali di ammonio come
fonte di azoto se contemporaneamente & presente una fonte di carbonio organico (Gandini e
Gerbi, loc cit.). 11 fatto che nel prodotto industriale (VBF) la concentrazione di tutti gli
amminoacidi sia inferiore conferma le osservazioni degli Autori spagnoli (Llaguno, 1986) i
quali hanno dimostrato che con I'acrazione pit cnergica si verifica un consumo di
amminoacidi maggiore. I valori riscontrati per gli amminoacidi sono in accordo con quelli di
alcuni Autori stranieri (Nieto et al., loc. cit.; Bourgeois, 1957), mentre risultano pit elevati
rispetto a quelli riscontrati da Seppi e Sperandio (1980). Va osservato in proposito che i nostri
rilievi sono stati condotti su aceti non diluiti ¢ non sottoposti a trattamento di chiarifica e
stabilizzazione.

La prolina € risultata ancora una volta F'amminoacido pii abbondante nel vino e
nell'aceto di vino. Rimane confermata pertanto la sua jmportanza come indicatore dell'origine
e dalla qualita degli aceti di vino.

R AR R L | S1 [-74 83 vB1 VB2 VB3 VBF
Alanina 4 2 2 75 70 63 32
Valino 2 2 1 31 31 2 12
Glicina 3 2 1 57 60 47 27
Treonina 4 3 2 a5 45 a 17
iso-Loucina 3 3 1 23 23 23 1
Leucina 20 13 28 47 1] 44 26
Serina 7 5 [ 52 52 56 26
Prolina 12 15 18 n4 779 724 519
Ac. % -Amminobutirrico 8 8 11 19 19 23 16
\drossiprolina 19 13 31 13 13 16 7
Mationina o) [+] 0 19 19 13 0
Acido aspzartico/Asparagina 18 25 23 85 98 75 43
Fonilalanina 3 3 5 35 a9 30 22
Acido glutammico/Glutemmina n 8 12 103 103 81 65
Tirosina 12 9 15 33 38 33 30
Lisina 5 ] 4 85 85 88 33

Tab. 4 - Evoluzione degli amminoacidi di un sidro e di un vino nel corso della acetificazione. Valori espressi
in mg/L. (S1-Sidro; 52-Sidro-aceto; §3-Aceto di sidro; VBI-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, & stato possibile
evidenziare l'evoluzione dei principali parametri analitici nel corso della acetificazione del
sidro e del vino.

Alcuni parametri come I'acido tartarico, la prolina, i polialcoli, il metanolo, gli alcoli
superiori subiscono nulle 0 limitate trasformazioni nel corso della biossidazione. Pertanto le
Joro concentrazioni, pur con ampie variazioni in funzione della materia prima, possono essere
utilizzate con una certa sicurezza nei modelli matematici destinati di caratterizzazione degli
aceti di diversa origine.

Viceversa le concentrazioni di altri composti piu direttamente influenzati dal

metabolismo batterico, come l'acetoino, il diacetile e l'acetato di etile sono pit adatti per
valutare il grado di pregio del prodotto o per la caratterizzazione dal punto di vista
biochimico di ceppi batteri selezionati, in quanto la variabilitd della loro concentrazione &

molto elevata.
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