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Le frazioni parietali del lievito, e in particolare le mannoproteine, possono contribuire positivamente nei vini alla stabilizzazione proteica e tartarica, alle caratteristiche del perlage, all’adsorbimento dei fenoli volatili e dell’ocratossina A, alla rimozione dei mercaptani, alla modulazione dell'intensità aromatica, alla percezione tattile di astringenza ed anche migliorare il decorso della fermentazione malolattica. Le mannoproteine sono glicoproteine dello strato esterno della parete cellulare del lievito, sono mannosilate e legate ai β-1,3 e β-1,6 glucani e vengono rilasciate nel vino durante la fermentazione e per autolisi in affinamento sulle fecce. Il Regolamento N.2165/2005 dell’Unione Europea ha permesso l’utilizzo delle mannoproteine come coadiuvanti nella stabilizzazione proteica e tartarica dei vini. Poco studiato è invece il potenziale antiossidante delle frazioni parietali del lievito.

I vini bianchi e gli spumanti privati delle fecce di lievito mostrano nel tempo la comparsa di difetti aromatici (ficchi secchi, miele, rancido) tipici dell'invecchiamento atipico e la perdita degli aromi tiolici varietali. I vini bianchi poveri in glutatione risultano maggiormente soggetti all'invecchiamento atipico, perché più esposti ai fenomeni ossidativi. È quindi possibile che le funzioni tioliche delle frazioni parietali di lievito svolgano un’azione antiossidante analoga al glutatione in affinamento e conservazione.

Lo scopo di questo lavoro era la caratterizzazione delle preparazioni commerciali di mannoproteine, scorze, lisati (LSI) nonché di fecce di lievito, in base al contenuto in forme tioliche cisteiniche presenti, al fine di stimare il potenziale antiossidante di questi coadiuvanti e additivi enologici. Questo paramentro è stato rapportato al danno termico prodotto nella preparazione industriale di queste frazioni parietali, stimato in base dell’intensità della reazione di Maillard (Indice di furosina). Le forme tioliche cisteiniche sono state poi rapportate ai contenuti di cisteina e proteina totali. Hanno costituito oggeto di valutazione 4 preparati mannoproteici, 4 preparati di scorze di lievito, 4 preparati di lieviti secchi inattivi (LSI), un campione di feccia a fine fermentazione di vino Amarone, oltre a 2 “estratti” di lievito.

Il metodo generalmente applicato alle matrici proteiche solubili, per la quantificazione dei sulfidrili è quello proposto da Ellman. Il principio del metodo si basa sulla reazione dell’acido 5,5´-ditio-2-nitrobenzoico (DTNB) con i gruppi –SH delle proteine, dando come prodotti di reazione un disolfuro ed un composto cromoforo giallo, rilevato spettrofotometricamente a 412 nm. Questo approccio analitico non è risultato affidabile nella quantificazione degli dei tioli cisteinici, a causa dell'ampio numero di variabili difficilmente contollabili, che condizionavano la cinetica e l'intensità della risposta analitica. Inoltre, la lettura spettrofotometrica è stata disturbata dal colore giallo apportato dagli analiti stessi e difficilmente valutabile con un campione bianco di riferimento. I fenomeni di interferenza si aggravavano ulteriormente in seguito all’insolubilità delle scorze, dei LSI e delle fecce.

È stato quindi adottato un differente approccio analitico, che sfrutta la reattività dei sulfidrili verso il para-benzochinone. Il principio della metodica si basa sulla reazione di un eccesso di p-benzochinone con le funzioni tioliche. Il quantitativo non reagito del chinone viene di seguito eliminato per l’introduzione di un eccesso di acido 3-mercaptopropanoico (MPA). La quantificazione dei tioli liberi (cisteina e glutatione, oltre al MPA aggiunto e reagito) avviene per separazione HPLC, mentre i tioli proteici vengono quantificati indirettamente, in base al MPA non reagito.

La metodica richiede un rilevatore diode array (303 nm) ed una colonna di separazione esil-fenilica (110 Ǻ, 4.6 * 250 mm). L’accoppiamento dell’HPLC con lo spettrometro di massa (trappola ionica) e l’interfaccia ESI ha confermato la natura chimica degli addotti separati: 2-S-cisteinil-p-idrochinone e 2-S-glutationil-p-idrochinone. L’addotto tra il chinone e il 3-MPA essendo privo del gruppo amminico non è protonabile e quindi non è rilevabile dalla massa. I derivatizzati della cisteina, del GSH e del MPA vengono eluiti rispettivamente a 6,2 minuti, 9 minuti e a 16,2 minuti. Sono stati identificati ulteriori picchi che corrispondono a idrochinone di- e trisostituito, ma in quantità trascurabili. In alcune frazioni parietali, ove non erano presenti gruppi tiolici liberi, l’addotto del 3-MPA risultava sottostimato. Tale comportamento può essere dovuto a fenomeni di combinazione del MPA con composti a comportamento simile al benzochinone o alla presenza di contenuti elevati in gruppi tiolici proteici. Allo scopo di individuare la presenza di molecole in grado di combinarsi con i gruppi tiolici liberi è aggiunta al campione una quantità nota di cisteina (50μM) prima dell'introduzione del p-benzochinone. Il risultato finale di tale aggiunta è stato l’aumento del valore del MPA derivatizzato, ad indicare la presenza di molecole in grado di sequestrare le funzioni tioliche e quindi capaci di impoverire i vini in composti antiossidanti (GSH) e in aromi tiolici varietali. 

Per assicurare l’assenza di interferenze nella reazione, da parte di disolfuri proteici, dei polisaccaridi e dei loro prodotti di decomposizione termica è stata valutata la quantificazione di cisteina e glutatione in matrici di amido, amido caramellizzato o con lisozima. In nessuno di questi casi sono state osservate interferenze importanti.

I dati analitici dimostrano chiaramente il basso quantitativo delle forme tioliche cisteiniche sia libere (0 mmol/100g) che proteiche (0,5 – 1,16 mmol/100g) nelle mannoproteine. Benché il contenuto di proteine sia confrontabile con altre frazioni parietali (MP = 8-10%, Scorze = 7.5-12%, feccia = 8%), i bassi valori di cisteina totale (0,53 - 3 mmol/100g di prodotto) e l'alto indice di furosina (28 - 254 mg/100 g di proteina) evidenziano un danno termico con la perdita delle funzioni cisteiniche. L’elevato valore di furosina può spiegare, almeno in parte, la descritta comparsa di difetti sensoriali nel vino in seguito all'uso di alcune preparazioni mannoproteiche commerciali. 

Le altre frazioni parietali presentano minore danno termico e maggiore contenuto in tioli di cisteina proteica. I valori di furosina si presentano molto più bassi rispetto ai campioni mannoproteici (Scorze 6-12 mg/100g di proteine, LSI 3-38 mg/100g di proteine) e maggiori i contenuti in cisteina totale (Scorze 3-11 mmol/100g di prodotto, LSI 7-16 mmol/100g di prodotto, ).

In alcuni campioni di scorze di lievito e di LSI si riscontrano contenuti di GSH e cisteina libera fino a 4 mmol/100 g di prodotto e 0.36 mmol/100g di prodotto rispettivamente. L’aggiunta di cisteina o di GSH nei preparati commerciali da parte dell’industria è attribuibile alla necessità di migliorare le proprietà antiossidanti del vino e la protezione dei composti aromatici tiolici. Questo arricchimento diventa necessario soprattutto in seguito all’utilizzo dell’estrazione acido termica nella preparazione delle frazioni parietali commerciali. Per evitare i danni termici degli estratti parietali si dovrebbero impiegare metodi di estrazione alternativi, quali quelli enzimatici, che non alterino la loro struttura.

L’approccio analitico applicato in questo lavoro ha consentito la quantificazione delle forme tioliche cisteiniche nei preparati commerciali di frazioni parietali di lievito evidenziando un'ampia eterogeneità di contenuto che soprattutto in scorze e lisati può assumere un ruolo rilevante nella protezione del vino dalle ossidazioni. Un danneggiamento della struttura mannoproteica, durante le fasi estrattive, potrebbe al contrario abbassare la capacità antiossidante e favorire la comparsa di difetti sensoriali. Resta comunque necessario uno studio approfondito per confermare il coinvolgimento delle funzioni tioliche cisteiniche proteiche nell'azione antiossidante nei vini.
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