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Miglioramento della qualita dei vini passiti mediante
applicazione di chitosano e lieviti non-Saccharomyces in fruttaio

Approccio microbiologico mediante applicazione di una sospensione di cellule
del lievito Starmerella bacillaris sui grappoli posti in fruttaio

Dott. Vinicius da Silva Duarte (Universita degli Studi di Padova)
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Disegno sperimentale

Garganega
5X(~4 kg) 4
("4 kel £

* Ringer

Lavaggio Microbiologia
~200 g d’'uva - Piastre YMA & PCA
(250 mL acqua peptonata) - gPCR (FRI751 & Botrytis)

Mosto -  Metagenomica

- Analisi chimiche varie

Campionamenti (2 cassette)

* FRI751(6.0 x 108 CFU/mL)
e FRI751&Chitosano 0.1% |||

* Acido acetico 10%
* Chitosano 0.1%

Raboso
5X (~4 kg)

T0,T7,T14, T30, T45 & T6O
Appassimento (19°C/65%) >
Pesate (3 cassette)

Settimanale
Lab scale Industrial scale L
Analisi chimiche
||| Vinificazione ) Zu.chherl
- Glicerolo
- Acidi organici

- Stabilita proteica
Cinetica di fermentazione
Analise sensoriale
- Duo trio test



Dall’uva al vino
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Vinificazione in rosso Appassimento



Andamento dell’appassimento
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Appassimento — Lieviti (YMA)

Lavaggio (250 mL) = YMA - CFU/g di grappolo d'uva
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gPCR - Procedura
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Appassimento — qPCR S. bacillaris FRI751

Lavaggio (250 mL) = arricchimento cellulare (4500 rpm, 10 min) = estrazione di DNA totale = FRI751 VSb (103 bp)
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Appassimento — qPCR Botrytis cinerea

Lavaggio (250 mL) = arricchimento cellulare (4500 rpm, 10 min) - estrazione di DNA totale - B. cinerea Bc3F/Bc3R (95 bp) Suarez et al., 2005

Garganega Raboso

Log2 Fold change (mg mycelyum g™ grape)
Log2 Fold change (mg mycelyum g™ grape)

-2 L} T T T T T T L] T L] L L] T 1 T T T T 1 I L '2 L] T T T 1

QD 40 0 40 k0 QQ¢Q¢Q¢Q ¢Q¢Q¢Qéﬁéﬁ ¢Q¢Q¢°6Q6° ¢Q¢Q¢°6°6°
Aﬁ'\“§\“}°ﬁ§’§§ﬁ°¢ éﬁ'\b‘é«“}Q «bf) &Q}Q ’<\ «'\“ ,\"JQ &é’ «Q)Q ’<\ ,\’\b‘ «'bg «Vf: «QQ ’<\ &\b' «ﬁg «é’ «bg

O ® O ®® OO OO OO OO O OO E (OO OO O
/\'\i\"(\,\@iﬁ’t@é (‘i\‘i@i@ﬁ@é &.\ﬁ\&&@é«@é«@é 4(‘<l\°§<b°<\.\b?’<l@6 «"i\“ﬁ@(}f’t@(\

B Ringer B2 FRI751 =3 FRI751&Chitosan 0.1% &3 Acetic Acid © Chitosan 0.1% B Ringer =1 FRI751 == FRI751&Chitosan 0.1% © Chitosan 0.1% &3 Acetic Acid



Vinificazione — Lab scale, Lieviti & qPCR FRI751
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Vinificazione — Lab scale

Garganega (S. cerevisiae: Excellence TXL)
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Group Glucose (g/L) Fructose (g/L) Glycerol (g/L) Ethanol (% v/v) Residual sugar (g/L)
Ringer_Mosto 149 + 6.6 1545+6.5
Ringer_FF 0.0+0.0 40.8+9.0 13.3+1.0 19.8+1.0 40.8 g/L
FRI751 _Mosto 163.6 + 2.3 171.0+0.3 * *
ERI751_72h 166.2 + 2.3 1731 +25 * *
FRI751_FF 35.0+19.1 60.3+4.0 15.8+0.2 188+ 1.2 95.3 g/L |
FRI751&Chito_Mosto 158.2+ 0.6 170.2+1.3 * *
ERI751&Chito_48h 163.1+29 172.3+3.6 * *
| FRI751&Chito_FF 33.4+6.9 56.9 £ 9.0 16.8 £ 0.2 17.9+0.9 90.3 g/L |
Acetic Acid_Mosto 1514+ 3.4 1626 £ 25 * *
Acetic Acid_FF 6.5+9.2 544 +14.0 147 +£0.3 19.1+£0.5 60.9 g/L
Chitosan 0.1% Mosto  150.8 + 3.3 159.2+3.2 * *
Chitosan 0.1%_FF 186+25 71.7+10.4 14.8+0.9 18.6 £0.2 90.3g/L

Raboso — (S. cerevisiae: Anchor NT50)

CO, weight loss (g)/100 mL grape must

FRI751
FRI751&Chitosan 0.1%
Ringer

Acetic Acid

Chitosan 0.1%

Time (minute)

Group Glucose (g/L) Fructose (g/L) Glycerol (g/L) Ethanol (%, v/v) Residual sugar (g/L)
Ringer_Mosto 163.7 £ 6.7 184.1+6.5 *
Ringer_FF 328+77 87.1+15.1 17.7+0.6 156 +2.3 119.9 g/L
FRI751 _Mosto 159.3+11.5 177.5+10.8 * *
FRI751_72h 159.8+11.8 175.8+15.1 * *
FRI751_FF 171 +11.2 39.7+27.7 16.6 +0.5 16.4+0.2 56.8 g/L
FRI751&Chito_Mosto 156.5+4.2 170.4+5.7 * *
FRI751&Chito_48h 166.1+5.9 179.7 £10.5 * *
FRI751&Chito_FF 27.4+£10 53.5+13.9 149+0.4 15.8+1.0 80.9 g/L
Acetic Acid_Mosto 154 + 3.4 1745+5.3 * *
Acetic Acid_FF 18.2+25 56.7+54 16.5+0.7 188+ 15 74.9 g/L
Chitosan 0.1%_ Mosto  168.8 +2.3 190.7+5.1 * *
Chitosan 0.1%_FF 276+29 785+1.6 154+0.8 152+2.6 90.3 g/L



Vinificazione — Lab scale, Malolattica

Organic acids (g/L)
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Vinificazione — Industrial scale
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Vinificazione — Industrial scale
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Vinificazione — Stabilita proteica

Garganega Raboso

Group Protein Stability (ANTU) Tartaric Stability (ANTU) Group Protein Stability (ANTU) Tartaric Stability (ANTU)
Ringer_FF 64.7 + 27.9 0,039 21.3+5.5 Ringer_FF 131.4+42.2 17.0+1.7
FRI751_FF 19.2 £13.0 220144 FRI751_FF 147.8 £ 55.7 17.3+0.6
FRI751&Chito_FF 2821214 27.7+13.3 FRI751&Chito_FF 110.5+35.1 18.0+ 2.0
Acetic Acid_FF 50.2+12.3 193125 Acetic Acid_FF 518.3 £ 390.5 17.3+0.6
Chitosan 0.1%_FF 60.5+11.5 18.7+2.5 Chitosan 0.1%_FF 106.1 + 50.8 17.0+ 4.0
p > 0.05 p > 0.05 p > 0.05
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Vinificazione — Industrial scale, vino finito

Garganega

Gruppi Etanolo pH Acidita totale Acido lattico Acido malico Acido acetico Acetaldeide
Ringer 16,13+0,13 3.57 6,83+0,047 0,032+0,0032 1,879+0,019 0,851+0,008 28,660,577
Acetic acid 15,67 £0,035 3.64 7,03 £0,047 0,033+0,0035 2,07+0,016 0,933+0,005 27,33+1,52
Chitosan 0.1% 15,22 £0,10 3.60 7,16 £0,094 0,034+0,005 1,935+0,009 1,028 +0,0056 24,66 + 0,577
FRI751 13,70 £0,26 3.58 7,56 £0,23 0,022+0,0045 2,281+0,001 0,825+0,005 29+1,73
FRI751&Chitosan 0.1% 13,61 £+0,19 3.55 7,56 £0,094 0,023+0,0051 2,24+0,092 0,841+0,016 29,66+1,52

Raboso

Gruppi Etanolo pH Acidita totale Acido lattico Acido malico Acido acetico Acetaldeide
Ringer 16,15+0,117 3.73 9,6 2,7495+ 0,062 0,14 £0,0005 1,21+0,0134 60x6,24
Acetic acid 17,15+0,13 3.63 9,6 2,0625 +£0,0021 0,111 +0,0035 0,855+ 0,0175 43,66 +9,07
Chitosan 0.1% 17,41+£0,122 3.72 9,53 2,068 +0,035 0,12 +£0,0025 1,24+0,0243 39 +7,54
FRI751 17,92 £ 0,0577 3.47 9,46 1,8975 +0,0148 0,112 +0,0005 0,81 +0,0173 59,66 4,04
FRI751&Chitosan 0.1% 17,37+£0,11 3.43 10,63 1,6825+0,0049 0,23 £0,001 1,2+0,0313 44,33 £0,57

Duo trio test, p > 0.05 : Gli odori non sono diversi



Vinificazione — Conclusione

» Starmerella bacillaris FRI751 e stata rilevata durante tutto il periodo d’appassimento;
* FRI751, associato o meno al chitosano, contribuisce al controllo di B. cinerea nei primi 15 giorni di appassimento;

* FRI751 ha fornito una maggiore stabilita proteica al vino prodotto, oltre ad aumentare la concentrazione di glicerolo.

 FRI751, associato o meno al chitosano, contribuisce in modo significativo al controllo di B. cinerea durante tutto
I'appassimento;

* Non e stato riscontrato nessun apporto di FRI751 durante il processo di vinificazione.
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