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SPERIMENTAZIONE & RICERCA

DOCUMENTO TECNICO

L'ETIL LEUCATO NEI VINI

INDAGINE SULLA MOLECOLA
RESPONSABILE DELLA NOTA
DA MORA FRESCA

Si riportano i primi dati relativamente a quella che, con buona probabilita, € la prima indagine nazionale sulla concen-
trazione della molecola in vini da Vitis vinifera e da varieta cosiddette resistenti. Gli autori discutono gli intervalli di con-
centrazione osservati, anche in relazione al ceppo di lievito, e le variazioni determinate sul piano organolettico. Allo stato
attuale la gestione tecnologica di questo aroma non appare particolarmente semplice.

INTRODUZIONE

o L'etil leucato (EL), alias 2-idrossi-4-me-
tilpentanoato di etile (Fig. 1), & un este-
re etilico individuato nei distillati gia da
Schreier et al. (1979) e successivamente
da Ledauphin et al. (2004, 2010), mentre
nel saké la sua presenza e quantifica-
zione & riportata da Suzuki et al. (1982,
in Shimizu et al. 2016). Nei vini le prime
osservazioni, per quanto di nostra cono-
scenza, sono relative a prodotti alcoliz-
zati invecchiati (Campo et al. 2006) senza
pero che fossero associate ad esse i livelli
di concentrazione né discusso il ruolo di
questo estere in termini aromatico-senso-

riali. L'EL e ritenuto responsabile - o, per
lo meno, corresponsabile - della nota da
frutti rossi e mora fresca che caratterizza
in modo particolare certi vini rossi (Falcao
et al. 2012). Questi autori hanno infatti di-
mostrato un suo impatto diretto, seppur
limitato, sullaroma da mora fresca che
era considerato fino a quel momento la
risultante dell'interazione fra i numero-
si esteri ed acetati presenti nei vini; cosi
come avwviene, peraltro, per l'insieme del-
le sensazioni da frutti rossi e neri dei vini
rossi (Pineau et al. 2009), che vedono coin-
volti almeno una quindicina di composti. In
qualche modo corresponsabili della nota
da mora fresca e da frutti rossi sembrano

essere, senza presunzione di esaustivi-
ta, anche etil propanoato, etil butanoato,
etil-3-idrossibutanoato, etil-2-metilbuta-
noato, 2-metilpropilacetato e butilacetato
(Lytra et al. 2012a, 2012b, 2013a, 2013b,
2014, 2015), talora con contributi rilevanti
anche guando singolarmente in quantita

Fig. 1 - La molecola dell'etil leucato
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sottosoglia, o con effetti sinergici e con
ruoli diversificati a seconda degli enan-
tiomeri coinvolti. Viceversa, altri composti
- quali principalmente diacetile ma anche
acetoino, acido acetico e gamma-butirro-
lattone - sembrano attenuare l'aroma di
frutta fresca (Lytra et al. 2013a,b).
L'EL e riportato essere presente nei vini
rossi a livelli di concentrazione media di
410 pg/L, con massimo di 672 pg/L (Fal-
cao et al. 2012). Nei bianchi i valori medi
osservati sono solitamente inferiori (40
ug/L, Li et al. 2008; 90 ug/L, Campeanu et
al. 1998), benché su prodotti lungamente
invecchiati siano state trovate concentra-
zioni anche di 630 pg/L (Falcao et al. 2012
e 827 pg/L (Lytra et al. 2012).
Relativamente alla distribuzione enan-
tiomerica, la forma R & pressoché l'uni-
ca presente nei bianchi, con differenze
tra gestioni microbiologiche diverse del
processo fermentativo non significative e
pari a soli pochi microgrammi per litro;
differenze significative sono state invece
riportate sulla base dell'origine varietale
dei mosti di partenza (Puertas et al. 2018).
Nei rossi & stata riscontrata la presenza
di entrambi gli enantiomeri, in rapporti di
concentrazione magari diversi a seconda
delle scelte enologiche applicate; la for-
ma R, tuttavia, € sempre largamente pre-
valente, con un rapporto enantiomerico
medio R/S di 95:5 - come osservato in vini
di eta molto differente - e con la tendenza
dello stesso rapporto a valori solo di poco
piu bassi (91:9) in vini a lunghissimo invec-
chiamento (Lytra et al. 2012a).

L'invecchiamento sembrerebbe co-
munque favorire l'aumento della concen-
trazione complessiva di etil leucato (Lo-
pez et al. 2002), il che supporta anche il
ruolo di una pit 0 meno importante fase
di esterificazione per via chimica per rag-
giungere l'equilibrio, come dimostrato
da Diaz-Maroto et al. (2005) per gli acidi
grassi ramificati a corta catena i qua-
li sono correlati, diversamente da quelli
lineari, al metabolismo azotato dei lieviti.
Il che significa che U'EL puo avere un‘ori-
gine fermentativa ma puo anche essere
un composto aromatico terziario.

Tra gli altri fattori potenzialmente im-
pattanti sulla concentrazione di EL, l'e-
poca di raccolta delle uve sembra incide-
re - in maniera significativa o come sola
tendenza dei valori medi - determinando
la presenza di concentrazioni maggiori in
corrispondenza di raccolte precoci (Suklje
etal. 2014, 2017; Longo et al. 2018).

Un effetto significativo sembrerebbe poi
essere esercitato sia dal ceppo di Saccha-
romyces cerevisiae che da quello di Oeno-
coccus oeni utilizzati nelle fermentazioni,
con variazioni massime - nell'insieme
dell'accoppiamento lievito/batterio latti-
co - di poche decine di microgrammi per
litro (Gammacurta et al. 2017, 2018); un
incremento massimo di qualche decina di
microgrammi & riportato da Pereira et al.
(2014) come conseguenza di trattamenti di
riscaldamento di vini Madera ad alta tem-
peratura (45-70 °C] protratti per qualche
mese.

Oltre al vino, tra le bevande fermenta-

Fig. 2 - Distribuzione dei valori di concentrazione (mg/L) di etil leucato in vini di produzione semi-industriale.
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te 'EL & presente - ma in concentrazioni
certamente maggiori, fino a 20 mg/L (Su-
zuki et al. 1982 in Shimizu et al. 2016) - nel
saké dove la fermentazione alcolica del
riso da parte di Saccharomyces cerevisiae
awviene previa trasformazione dell'amido
in glucosio grazie allattivita enzimatica
dell Aspergillus oryzae. In questo caso, &
proprio la prima fase di trasformazione
enzimatica subita dalla materia prima a
incrementare in maniera rilevantissima la
produzione di leucato dalla leucina e, con-
seguentemente, la sua successiva esteri-
ficazione a EL durante la fermentazione
alcolica (Shimizu et al. 2016).

Obiettivo del presente lavoro & stata la
quantificazione dell’etil leucato in vini
bianchi, rosati e rossi di produzione se-
mi-industriale e la valutazione del contri-
buto della molecola alle sensazioni orga-
nolettiche ortonasali.

MATERIALI E METODI

L'etil leucato dei vini & stato estratto
in fase solida e fissato su una cartuccia
ENV+, quindi eluito con diclorometano e
analizzato - con un GC Agilent Intuvo 9000
accoppiato ad un Agilent 7000 Series Tri-
ple Quadrupole MS operando in modalita
multiple reaction monitoring (MRM) - se-
condo il metodo di Paolini et al (2018).
Relativamente all'etil leucato, il metodo
ha un limite di rilevabilita di 3 pg/L, un li-
mite di quantificazione di 10 ug/L e un R?
> 0.999 nell'intervallo di linearita tra 10 e
10000 pg/L (Paolini et al. 2019).

Sono stati analizzati 108 vini monovarie-
tali prodotti da uve raccolte a maturazione
tecnologica, lavorate in scala semi-indu-
striale nelle vendemmie 2017 e 2018 e ri-
conducibili a diverse varieta a bacca rossa
cosiddette resistenti (PIWI; N=52), a diver-
se cultvar tradizionali di vinifera anch'esse
processate in rosso (N=20), ad altra vinife-
ra lavorata in rosato (N=28) e ad alcuni vini
da vinifera a bacca bianca (N=8).

RISULTATI
E DISCUSSIONE

L'intero data-set ha mostrato valori di
concentrazione di EL variabili tra 46 e 291
Hg/L, con media di 127 + 50 pg/L. Valutan-
do i dati sulla base delle 4 tipologie di vino
analizzate (PIWI rossi, tradizionali rossi,
tradizionali rosati, tradizionali bianchi) va
innanzitutto fatto rilevare che una elabo-



razione statistica su base tipologia sareb-
be in qualche modo forzata; la numerosita
campionaria & infatti particolarmente di-
versa e i vini non sono riferibili ad un piano
sperimentale vero e proprio.

Valutando comunque la campionatura
disponibile, peraltro complessivamente
nutrita, si puo osservare in Fig. 2 come la
concentrazione nei bianchi sia a livelli in-
feriori che non nei rossi, confermando in
linea di massima i dati di letteratura, con i
rosati in posizione intermedia.

Relativamente a quest'ultima tipologia,
pero, trattandosi di campioni appartenenti
ad un'unica varieta non & possibile ricon-
durre le concentrazioni esclusivamente
all'aspetto tecnologico, né sono disponibi-
liin letteratura dati specifici di confronto.
| vini da varieta tolleranti "PIWI" a bacca
rossa - processate con vinificazione clas-
sica in rosso e indicativamente una setti-
mana di macerazione - al test non para-
metrico di Kruskal-Wallis hanno mostrato
concentrazioni statisticamente inferiori
rispetto a quelle dei rossi tradizionali pro-
cessati in maniera analoga. Naturalmen-
te, il valore di questa differenziazione va
inteso come strettamente limitato alla
campionatura disponibile.

Su un campione di 32 vini rossi (8 varieta
x 2 annate x 2 zone] & stato possibile met-
tere in relazione la concentrazione di EL
con quella di una sessantina di altri com-
posti volatili, tra varietali, prefermentativi
e fermentativi. Solo per due di essi - pre-
senti ambedue in concentrazioni di circa
un ordine di grandezza inferiore a quella
del leucato di etile - & stata osservata una
correlazione statisticamente significativa
con la molecola oggetto del presente la-
voro: di segno positivo con il 2-metilbuta-
noato di etile (p=0.001) e di segno negativo
con il linalolo (p=0.021) (Fig. 3).

Quanto al primo, la letteratura ne riporta
la presenza in quantita media di circa 50
Hg/L, con la netta prevalenza della forma
enantiomerica S - caratterizzata da una
soglia olfattiva in soluzione idroalcolica
di 125 pg/L, minore di quella dell'enan-
tiomero R - e livelli di concentrazione
maggiori nei campioni pil invecchiati
(Lytra et al. 2014). Un apporto di 50 pg/L
di (25)-2-metilbutanoato di etile abbas-
serebbe la soglia olfattiva di una miscela
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Fig. 3 - Le uniche correlazioni statisticamente significative osservate in 32 vini rossi giovani dell'etil leucato con circa altre 60

molecole volatili presenti.
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di esteri relativamente alla nota da frutti
a bacca nera, confermando il contributo
della molecola alla sensazione citata.

Quanto al linalolo, la correlazione nega-
tiva sembrerebbe sostanziare le osserva-
zioni di Suklje et al. (2014, 2017) e di Longo
et al. (2018) secondo cui a raccolte precoci
corrisponderebbero  maggiori concen-
trazioni di EL, considerando che la com-
ponente terpenica solitamente cresce,
almeno entro certi limiti, con la matura-
zione delle uve.

Il possibile peso del ceppo di lievito e
messo in evidenza dalla Fig. 4. In essa si
riporta, rispetto al dato medio (26.5 pg/L),
la produzione di etil leucato ottenuta a
partire da una stessa massa di uva vinifi-
cata in rosso con 9 diversi ceppi di lievito
- commerciali e non - avendo come rife-
rimento il ceppo Vin13. La variabilita tra il
ceppo maggior produttore e quello minor
produttore & stata di poco pit di 19 pg/L,
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sostanzialmente in accordo con quanto ri-
portato da Gammacurta et al. (2017, 2018).

Una tendenza a registrare un effetto
varieta nella formazione di EL sembra
emergere da qualche lavoro gia citato e
anche da nostre preliminari indagini an-
cora in corso. Del resto - quale che sia il
momento di formazione dell'EL - in linea
generale & ragionevole attendersi un ef-
fetto della matrice. Ad esempio, la Fig. 5
riporta alcuni dati relativi alla leucina nei
mosti ricavati da un‘indagine su 104 cam-
pioni da uve coltivate in Trentino. Questo
aminoacido & presente a una concentra-
zione media di 14.2 + 8.2 mg/L, coprendo
Uintervallo da 2.5 a 41.1 mg/L, e rappre-
senta mediamente lo 0.99 + 0.45 % degli
aminoacidi liberi totali variando tra un
minimo di 0.37 e un massimo di 2.34 %.
Differenze significative tra varieta (test di
Kruskal-Wallis) esistono per la leucina in
termini quantitativi ma ancor piu in termi-
ni di percentuale sul totale degli aminoa-
cidi liberi e tale situazione & possibile che
abbia ricadute anche sulla formazione del
leucato di etile, almeno quella fermentati-
va, benché non necessariamente solo.

La soglia di percezione del leucato di eti-
le e stata studiata da Falcao et al. (2012)
trovandola pari a 900 pg/L in vino dearo-
matizzato e a 300 pg/L in una soluzione
di vino modello. Gli stessi autori hanno
evidenziato come U'EL abbia un effetto
“diretto” sull'aroma del vino piuttosto Li-
mitato mentre la sua eliminazione da una
miscela di esteri era statisticamente ben
individuata, indicando con questo che la
molecola riveste un ruolo comunque ri-
levante nel quadro aromatico, in partico-
lare nell'interazione con l'etilbutanoato.
In effetti, i due isomeri dell'EL hanno di-
mostrato sia di sinergizzare tra di loro
- abbassando a 51 pg/L in soluzione idro-
alcolica la soglia dell'EL (in rapporto R/S
= 95:5) rispetto a quelle piu alte degli iso-
meri separati - che di abbassare di 2.2-4.5
volte la soglia della sensazione fruttata e
da mora dei vini rossi rispetto a quanto
awiene nella sola soluzione idroalcolica
(Lytra et al. 2012a).

Nel presente lavoro abbiamo voluto ve-
rificare 'effetto diretto dell'EL in vini reali,
apportando dell'EL racemico in concen-
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Fig. 4 - Variabilita nella concentrazione di etil leucato in relazione all'uso di differenti lieviti.
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Fig. 5 - Distribuzione dell'amminoacido leucina in mosti varietali (in quantita e in percentuale sulla somma degli aminoacidi
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trazioni di 200 e di 400 ug/L a 7 vini rossi.
| vini sono stati valutati, per sola via orto-
nasale, sulla base di vari test di differenza
realizzati da diverse commissioni di giu-
dici costituite ciascuna da un numero di
persone variabile tra 12 e 51.

| risultati sono riassunti nella Fig. 6 dal-
la quale si evince come in nessun caso le
aggiunte di 200 pg/L abbiano portato a vini
significativamente diversi dai non addizio-
nati, mentre livelli di significativita statisti-
ca (Roessler et al. 1978) erano raggiunti in
5 dei 7 vini trattati con 400 pg/L. Nessuno
tra i descrittori di uso enologico pit comu-
ne (ossidato, ridotto, fruttato, floreale, ver-
de, svanito, franco/netto) ha giustificato si-

gnificativamente le differenze riscontrate,
benché i trattati fossero valutati come pil
fruttati con una maggior frequenza rispet-
to agli altri descrittori proposti. In questo
si conferma, da una parte, una tendenza
coerente con quanto riportato in lettera-
tura e, dall'altra, il ruolo “diretto” - in vini
naturali gia dotati di EL - relativamente
limitato della molecola di per sé.

CONSIDERAZIONI
CONCLUSIVE

Il lavoro presentato aveva il semplice
obiettivo di acquisire primi dati circa la
concentrazione di etil leucato presente




in vini di produzione semi-industriale in
Trentino Alto Adige; questo, a fronte del-
la limitatezza dei dati complessivamente
presenti in letteratura su una molecola
che é ritenuta importante perché in grado
di sinergizzare la percezione delle note da
frutta rossa e nera, principalmente mora
fresca, nei vini rossi.

| dati ottenuti mostrano un buon livello
di concordanza con la letteratura, in parti-
colare quando ci si riferisca a vini giovani,
e le valutazioni sensoriali confermano il
ruolo abbastanza limitato dell’etil leucato
nell'apporto aromatico diretto.

Per vini di maggiore eta, la letteratura
riporta concentrazioni di etil leucato piu
elevate di quanto trovato nell'indagine
presente, il che sembra suffragare il ruolo
addizionale e non trascurabile della sinte-
si dell'estere anche per sola via chimica,
per reazione dell'etanolo con l'acido leuci-
co disponibile a fine fermentazioni alcolica
e malolattica.

Nel complesso, la gestibilita e program-
mabilita tecnologica della componente
olfattiva da “frutti rossi/neri-mora fresca"
non appare allo stato attuale particolar-
mente semplice e diversi aspetti meritano
ancora di essere adeguatamente appro-
fonditi. |
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