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Prefazione alla VI Edizione

Francese

Da alcuni anni si assiste ad un’accelerazione
nell’acquisizione di nuove conoscenze sulla
vite e sul vino. La realizzazione del sequenzia-
mento e dell’interpretazione del genoma della
vite ne & un esempio, ne consegue la possibili-
ta di effettuare ricerche mirate sulla sintesi di
numerosi costituenti dell'uva di interesse eno-
logico. Si aprono cosi dei nuovi percorsi inve-
stigativi riguardanti le relazioni fra 'accumulo
dei composti fenolici e di certuni aromi con
il vitigno o con le condizioni dell’ambiente.
Il perfezionamento degli strumenti di anali-
si contribuisce, per parte sua, a questo rapido
avanzamento delle conoscenze enologiche.

In considerazione di questi progressi, seppur
ritiratosi da alcuni anni, il professor Pascal
Ribéreau-Gayon, docente onorario della
Facolta d’Enologia, ci ha incitato a prosegui-
re con una nuova edizione del Trattato inte-
ramente rivista e corretta. Con il collega pro-
fessore Philippe Darriet, Direttore dell’'unita di
ricerca Enologia, abbiamo assunto il coordi-
namento di questo aggiornamento, affiancati
dagli autori dei diversi capitoli. Noi vorremmo
dedicare questa nuova edizione del 2012 alla
memoria del professor Pascal Ribéreau-Gayon
che ci ha lasciati nella primavera del 2011.

[l piano dell'opera non e cambiato. Alcuni
capitoli hanno subito delle importanti modi-
ficazioni in ragione dei risultati recentemente
acquisite, mentre altri hanno subito minori
modifiche. Si & conservato, come nelle prece-
denti edizioni, il medesimo spirito corrispon-
dente alla concezione dell’enologia bordolese
e utilizzando i progressi delle scienze fonda-
mentali per analizzare gli intimi meccani-

smi della trasformazione dell'uva in vino. Il
Trattato di Enologia, in questa nuova edizione,
continua ad essere un testo di riferimento per
studenti e professionisti che vogliano aumen-
tare le loro conoscenze o risolvere dei proble-
mi tecnicl.

Rinnoviamo 1 nostri sinceri ringraziamenti
a quanti, membri della facolta e/o dell’'unita
di ricerca Enologia, in seno all'lstituto delle
Scienze de la Vite e del Vino, hanno contribu-
ito con le loro competenze all’'aggiornamento
di questo opera:

— Jean-Christophe Barbe, Maestro di
Conferenze a Bordeaux Sciences Agro (Vol.
1, Capp. 8, 9) riguardanti il biossido di zol-
fo ed i prodotti complementari;

— Marina Bely, Maestro di Conferenze alla
Facolta di Enologia, ISVV, Universita
Bordeaux Segalen (Vol. 1, Capp. 1, 2, 3)
riguardanti la microbiologia dei lieviti;

— Philippe Darriet, Professore alla Facolta
di Enologia, ISVV, Universita Bordeaux
Segalen (Vol. 2, Capp. 7, 8) riguardanti l'a-
roma dei vitigni e le deviazioni aromatiche
di origine tungina;

— Bernard Doneéeche, Professore alla Facolta
di Enologia, ISVV, Universita Bordeaux
Segalen (Vol. 1, Cap. 10) riguardante la bio-
chimica dell’uva e la sua maturazione:

— Laurence Geny, Maestro di Conferenze
HDR alla Facolta di Enologia, ISVYV,
Universita Bordeaux Segalen (Vol. 1, Cap.
10) riguardante la biochimica dell'uva e la
sua maturazione;

— Rémy Ghidossi, Maestro di Conferenze
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alla Facolta di Enologia, ISVV, Universita
Bordeaux Segalen (Vol. 2, Capp. 9, 10, 11,
12) riguardanti i fenomeni colloidali e i pro-
cedimenti in uso in enologia;

Michaél Jourdes, Maestro di Conferenze
alla Facolta di Enologia, ISVV, Universita
Bordeaux Segalen (Vol. 2, Capp. 6, 9)
riguardanti i politenoli e i fenomeni colloi-
dali nei vini:

Aline Lonvaud, Professore emerito alla
Facolta di Enologia, ISVV, Universita
Bordeaux Segalen (Vol. 1, Capp. 1, 4, 5, 6,
7) riguardanti la microbiologia dei lieviti e
dei batteri del vino:;

Patrick Lucas, Professore alla Facolta
di Enologia, ISVV, Universita Bordeaux
Segalen (Vol. 1, Capp. 4, 5, 6, 7; Vol. 2, Cap.
5) riguardanti la microbiologia dei batteri
del vino e le amine biogene;

Stéphanie Marchand-Marion, Maestro di
Conferenze alla Facolta di Enologia, ISVYV,
Universita Bordeaux Segalen (Vol. 2, Cap.
2, 3, 5, 8) riguardanti gli alcoli, gli zuccheri,
alcuni composti azotati e i composti asso-
ciati ad alcune deviazioni:

Isabelle Masneuf-Pomarede, Professore
alla Facolta di Enologia, ISVV, Universita
Bordeaux Segalen (Vol. 1, Capp. 1, 2, 3)
riguardanti la microbiologia dei lieviti;
Martine Mietton-Peuchot. Professore
alla Facolta di Enologia, ISVV, Universita

Bordeaux Segalen (Vol. 2, Capp. 10, 11, 12)
riguardanti i processi in enologia;
Alexandre Pons, ricercatore distaccato,
Unita di ricerca Enologia, ISVV, Universita
Bordeaux Segalen (Vol. 2, Capp. 5, 7, 8)
riguardanti 'invecchiamento precoce dei
vini e il ruolo del glutatione;

Pierre-Louis Teissedre, Professore alla
Facolta di Enologia, ISVV, Universita
Bordeaux Segalen (Vol. 1, Capp. 8, 9, 12;
Vol. 2, Capp. 1, 3, 4, 8, 13) riguardanti il
diossido di zolfo ed i prodotti complemen-
tari, la viniticazione in rosso, numerosi
aspetti della composizione delle uve e dei
vini (acidi organici, glucidi, estratto secco e
materie minerali, composti fenolici), ruolo
dei poliosidi nella eliminazione dei compo-
sti responsabili di deviazioni;

Cécile Thibon, Ingegnere di ricerca INRA,
Unita di ricerca Enologia, Universita
Bordeaux Segalen (Vol. 2, Capp. 5, 7)
riguardanti gli aromi dei vitigni (composti
solforati).

Bordeaux, 7 Luglio 2012

Professor Bernard Doneche

Docente della Facolta di Enologia Universita
Bordeaux Segalen

Direttore del Dipartimento Formazione
dell’Istituto di Scienze della Vite e del Vino.
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Francese

I due volumi del Traité doenologie sono usci-
ti in libreria nel 1998. Sono stati oggetto di
numerose edizioni, sono stati tradotti e pub-
blicati in inglese, in spagnolo e in italiano. Si
direbbe, dunque, che abbiano incontrato un
buon successo sia presso gli studenti inten-
zionati ad approfondire la loro preparazione
sia presso i professionisti che hanno probabil-
mente trovato in quest'opera delle soluzioni
ai problemi tecnici con i quali sono venuti a
confronto e le basi scientifiche che ne hanno
consentito |'interpretazione.

Si e, dunque, ritenuto opportuno predispor-
re una nuova edizione interamente riveduta e
corretta allo scopo di aggiornare le conoscen-
ze enologiche che si sono continuamente evo-
lute nel corso di questi ultimi anni. Il piano
dell’opera e la concezione non sono cambiati.
Alcuni capitoli sono stati poco modificati giac-
ché gli autori hanno ritenuto che l'evoluzione
delle conoscenze non era stata sufficientemente
significativa. Altri, invece, hanno subito delle
modificazioni molto consistenti, sia perché la
redazione iniziale era suscettibile di ulteriore
miglioramento, sia perché, piu in generale, era
opportuno segnalare i risultati ottenuti di nuovi
lavori di ricerca e le loro conseguenze pratiche.
[n alcuni casi sono stati introdotti dei paragrati
supplementari. I due volumi dell'opera possono
essere considerati come la quinta edizione del
Traité d’oenologie, pubblicato per la prima volta
nel 1947 e rimaneggiato a piu riprese.

In ogni caso, abbiamo cercato di mantenere lo
spirito che ha contraddistinto l'edizione pre-
cedente, esso corrisponde ad una concezione
coerente e costante dell’enologia bordolese.

Si tratta, muovendo da basi scientifiche indi-
scutibili, che si fondano sulla microbiologia,
sulla biochimica e sulla chimica, di spiegare
i meccanismi profondi che intervengono nel-
la maturazione dell’uva, nelle fermentazioni e
nelle differenti tappe successive dell’elabora-
zione dei vini, per consentirci di adottare, in
ogni situazione, la soluzione pitt opportuna.
E rimarcabile che questo approccio scientifi-
co, che, peraltro, trova le migliori applicazioni
nell’enologia dei pitt grandi vini, si sia imposto
nella valorizzazione della qualita e delle speci-
ficita dei differenti “terroirs™. Lenologia scien-
tifica non comporta la standardizzazione e la
banalizzazione della qualita, al contrario, con-
sente di eliminare i difetti e di mettere in luce
gli elementi qualitativi specifici delle diverse
vendemmie, in funzione delle caratteristiche
del vitigno e del territorio che non risultano
pitt mascherate da impertezioni tecniche.
L'interesse rivolto al vino in questi ultimi anni,
travalicante l’aspetto puramente qualitativo,
ha raggiunto una dimensione culturale pit
vasta e ha indotto alcuni a proporre pratiche
diverse che, non per questo, rappresentano
un progresso signiticativo. Alcune sono una
rivisitazione, sotto diversa forma, di procedi-
menti conosciuti da molto tempo, altre non
dispongono delle basi scientifiche necessarie
per la loro comprensione e la loro definizione
nell’ambito di applicazione. Per contro noi ci
siamo applicati a descrivere dei procedimenti
perfettamente validati di cui sono ben cono-
sciute le migliori condizioni di utilizzazione.
Come & avvenuto nella precedente edizione
anche in questa, tre aspetti importanti dell’e-

Vv



Prefazione alla V Edizione francese

nologia, l'analisi dei vini, la degustazione e
'ingegneria enologica non sono stati delibera-
tamente presi in considerazione. Tenuto con-
to della loro importanza, questi temi devono
essere oggetto di pubblicazioni separate.

[n occasione di questa nuova edizione, gli
autori rinnovano i loro sinceri ringraziamenti
a quanti hanno apportato la loro competenza
per la realizzazione di quest’opera:

— Marina Belly per la cinetica fermentativa e
la produzione di acidita volatile (paragratfi
2.34el14.2.5)

— Isabelle Masneut per I'alimentazione azotata
dei lieviti (paragrafo 3.4.1)

— Gilles de Revel per la chimica della SO e in
particolare la natura delle sue combinazione
(paragrafo 8.4)

— Gilles Masson per i vini rosati (paragrafo
14.1)

— Cornelis Van Leeuwen per l'incidenza del
regime idrico della vigna sulla maturita
dell'uva (paragrafo 10.4.6)

Vi

— André Brugirard per i vini dolci naturali
francesi (paragrafo 14.4.2)

— Paulo Barros e Josa Nicolau de Almeida per i
vini di Porto (paragrato 14.4.3)

—Justo F. Casas Lucas per i vini di Xéres
(paragrato 14.5.2)

— Alain Maujean per l'aggiornamento e la nuo-
va stesura del paragrafo riguardante i vini di

Champagne (paragrafo 14.3).

Infine gli autori ringraziano in modo parti-
colare Blanche Masclet per il ruolo essenziale
che ha svolto nella fase di battitura del testo
di questa nuova edizione e per la rimarchevo-
le efficacia nel coordinamento della messa a
punto del manoscritto.

Bordeaux, 17 maggio 2004
Prof. Pascal Ribéreau-Gayon

Membro corrispondente dell’Istituto
Membro dell’Accademia di agricoltura di Francia
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Francese

Si e sovente fatto notare che il vino &, proba-
bilmente, il prodotto della nostra alimenta-
zione che ha dato luogo al maggior numero
di ricerche scientifiche e di pubblicazioni.
Certamente, I'interesse rivolto al vino da par-
te di ricercatori di grande notorieta ha contri-
buito allo sviluppo dell’enologia, a dimostra-
zione che questa disciplina, a fianco della sua
innegabile utilita pratica, puo dare luogo a dei
lavori autenticamente scientifici.

In primo luogo, bisogna citare Louis Pasteur,
per il quale le malattie del vino hanno costi-
tuito un modello semplificato in vista dell’ap-
proccio allo studio delle malattie contagiose
dell'nvomo e degli animali. Concetto che espri-
me perfettamente in poche parole: «Quando
si osserva la birra e il vino messi alla prova
da profonde alterazioni, perché questi liquidi
hanno dato asilo a degli organismi microsco-
pici che si sono introdotti in maniera invisibi-
le e fortuita al loro interno, dove, in seguito,
si sono diffusi, come non essere assillati dal
pensiero che fenomeni dello stesso tipo pos-
sano e debbano veriticarsi, talvolta, anche per
["uomo e gli animali».

A partire dal XIX secolo, la conoscenza del
vino, la sua costituzione e le sue trastormazio-
ni, & profondamente evoluta in tunzione dello
sviluppo delle discipline scientifiche (chimica,
biochimica, microbiologia) alle quali i corri-
spondenti fenomeni fanno riferimento. Con
regolarita ne & conseguito il miglior controllo
delle condizioni pratiche della preparazione e
della conservazione del vino e, in conclusio-
ne, il miglioramento della sua qualita. Questo
procedere impone una messa a punto costan-

te dello stato delle conoscenze acquisite sulle
scienze e le tecniche del vino.

Da tempo, la scuola bordolese ha largamente
contribuito alla diffusione dei progressi dell’e-
nologia mediante la pubblicazione successiva
(edizioni Béranger poi Dunod) di numerosi
lavori tradotti in diverse lingue:

Analyse du vin - U. Gayon e J. Laborde (1912)

Traité d’eenologie - J. Ribéreau-Gayon (1949)

Analyse et controle du vin - J. Ribéreau-Gayon e
E. Peynaud (1947 e 1958)

Traité d'cenologie (2 tomes) - J. Ribéreau-Gayon
e E. Peynaud (1960 e 1961)

Connaissance et travail du vin - E. Peynaud
(1971 e 1981)

Sciences et techniques du vin (4 tomes) - P. Ribé-
reau-Gayon e P. Sudraud (1975 a 1982)

Per fare il punto sulle conoscenze attuali, gli
autori propongono un’opera intitolata Traité
d’oenologie. Tome I: Microbiologie du vin. Vini-
fication. Completata da un secondo volu-
me, Traité doenologie. Tome II: Chimie du vin.
Stabilisation et traitements.

Questi libri, pur scritti da ricercatori, non si
rivolgono esclusivamente ai ricercatori. Anche
se, questi, in particolare i piu giovani trove-
ranno la possibilita di collocare i loro interessi
personali nel quadro della conoscenza enolo-
gica globale: oggi, la complessita dell’enologia
non consente a un unico ricercatore di abbrac-
ciare tutte le discipline.

Ma questi libri si rivolgono anche agli studenti
e ai tecnici delle aziende. Essi devono trovar-
vi 'interpretazione teorica dei problemi che
riscontrano nella pratica di cantina, al fine di

Vil
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adottare, fra le soluzioni che vengono propo-
ste per risolverli, quelle che meglio si adattano
a ciascuna situazione. Per poter raggiungere
questi obiettivi, gli enologi devono disporre di
conoscenze scientifiche adeguate. Nell'ambito
della microbiologia del vino, l'applicazio-
ne delle tecniche della biologia molecolare e
dell’ingegneria genetica sono oggi indispensa-
bili. Cosl come per affrontare i problemi della
chimica del vino, devono essere padroneggiati
i metodi fisico-chimici di analisi quantitativa
e di analisi strutturale (cromatogratia, RMN,
spettrometria di massa).

La concezione stessa di questi volumi non giu-
stifica una bibliografia esauriente per ciascun
tema atfrontato. Essa si limita alle pubblica-
zioni che riteniamo pitt significative. Abbiamo
privilegiato, senza dubbio, la bibliogratia in
lingua francese, poiché riteniamo sia, talvolta,
POCO conosciuta.

Allo stesso modo abbiamo cercato di far pre-
valere una certa concezione francese, e piu
specificamente bordolese, dell’enologia e dell’
«arte di fare il vino»; essa cerca di valorizza-
re la qualita potenziale delle differenti uve,
basate sulle specifiche condizioni naturali che
costituiscono il terroir.

Il ruolo dell’enologia e di favorire ’'espressione
della qualita e della tipicita dell'uva che dipen-
de dalla natura del vitigno e dalle tecniche di
coltura della vite, ma anche, dalle condizioni
di maturazione, indotte esse stesse dai fattori
naturali del suolo e del clima.

Tuttavia, sarebbe sicuramente un errore rite-
nere che i grandi vini siano esclusivamente il
risultato di una tradizione ancestrale che si
fonda su delle condizioni naturali eccezionali
e che solo ai prodotti pitt ordinari, elaborati in
impianti di grandi capacita, possano benefi-
ciare dei progressi delle scienze e delle tecni-
che. Certamente questi valorizzano al meglio
le prestazioni delle installazioni e dell’indu-
strializzazione delle operazioni, ma la storia
insegna, senza equivoci, che 1 progressi dell’e-
nologia pit signiticativi sia per la qualita sia in
generale (per esempio la fermentazione malo-
lattica) sono stati acquisiti sui grandi vini e le
tecniche messe a punto sono state in seguito
trasferite alle produzioni meno prestigiose.
Una tecnologia ad elevate prestazioni & indi-
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spensabile per i grandi vini, poiché la loro
grande qualita & la piu suscettibile di essere
minacciata da una gestione imperfetta, della
tecnica, senza conseguenze per dei vini meno
raffinati.

Noi utilizziamo la parola «vinificazione» che
fa parte del linguaggio tecnico della tradizione
francese. Questa espressione rappresenta una
prima fase della tecnologia del vino e ingloba
tutti i problemi tecnici che vanno dalla raccolta
delle uve sino alla fine dei fenomeni fermenta-
tivi (fermentazione alcolica ed eventualmente
fermentazione malolattica). Essa ¢ seguita da
una seconda fase, che riguarda il prodotto fino
all’imbottigliamento, designata con le paro-
le «atfinamento, stabilizzazione, trattamenti»:
l'espressione «invecchiamento» & specificata-
mente riservata alle trastormazioni del vino in
bottiglia.

Questa distinzione in due fasi deriva certa-
mente dalle consuetudini del commercio. Tra-
dizionalmente, in Francia, la vigna era col-
tivata da un viticoltore che assicurava anche
la trasformazione dell'uva in vino grezzo;
questo veniva nelle cantine di un negoziante
che lo affinava e lo commercializzava, even-
tualmente dopo averlo imbottigliato. Anche se
oggi 'imbottigliamento alla proprieta e forte-
mente generalizzato, le consuetudini tendono
a mantenere una distinzione fra I’ «enologia
del viticoltore» e I' «enologia del negoziante».
Nei paesi di viticoltura piu recente, general-
mente di lingua inglese, il costume vuole che
il vignaiolo, responsabile della coltura della
vigna, trasferisca direttamente le uve a una
winery che assicura tutte le operazioni tecni-
che fino all'imbottigliamento e alla commer-
cializzazione. Per questa ragione, la tradizio-
ne anglosassone parla pitt volentieri di wine
making che ingloba l'insieme delle operazio-
ni che vanno dalla recezione delle uve fino
all'imbottigliamento.

In questi volumi abbiamo desiderato mante-
nere la distinzione fra «vinificazione» e «sta-
bilizzazione, trattamenti», perché la prima
fase si base essenzialmente sulla microbiolo-
gia e la seconda sulla chimica, &, dunque, una
soluzione per collegare le operazioni indivi-
duali alle loro discipline di base. Siamo ben
consapevoli dei limiti di questa ripartizione.



In viniticazione si ha l'intervento di fenomeni
chimici e la stabilizzazione dei vini nel corso
della loro conservazione include la prevenzio-
ne dalle contaminazioni microbiche.

Di conseguenza, la descrizione delle differen-
ti tappe dell’enologia non obbedisce sempre a
una logica cosi netta come i titoli dell’'opera
potrebbero far supporre. A titolo di esempio,
le contaminazioni microbiche nel corso del-
la conservazione sono trattate nel Volume I.
Per questa ragione, le proprieta antisettiche
del diossido di zolfo inducono a descriverne
'impiego nel Volume I; questo ha compor-
tato la descrizione delle proprieta chimiche
antiossidanti di questa sostanza nel medesimo
capitolo. Un ragionamento identico si applica
ai coadiuvanti del SO,, sia antisettici (acido
sorbico), sia antiossidanti (acido ascorbico).
Un’altra annotazione concerne l’affinamento
sulle fecce dei vini bianchi e le trastormazioni
chimiche che ne derivano. Esse non possono
essere dissociate dalla vinificazione e sono
trattate nel Volume 1. Infine, i composti feno-
lici del vino rosso si basano su aspetti chimici
complessi; si & ritenuto opportuno raccoglie-
re in un unico capitolo, del Volume II, tutti
gli aspetti comprendenti la natura di queste
sostanze, le loro proprieta, la loro evoluzione
nel corso della maturazione, della vinificazio-
ne e dell’atfinamento.

Questo trattato non considera il problema
delle attrezzature impiegate nelle diverse ope-
razioni, vengono richiamati solo i principi di
ciascuna di esse e la loro incidenza sul prodot-
to finito. Per esempio, non vengono descritte
le apparecchiature per la regolazione termica,
né le pigiatrici, né le diraspatrici o le presse,
cosi come i materiali di filtrazione o 'osmosi
inversa e gli scambiatori di ioni, né, per finire,
viene contattata la tecnologia dell’'imbottiglia-
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mento. Si tratta di una scelta deliberata, rite-
nendo che questi importanti problemi giusti-
ficherebbero un lavoro specitico dedicato all’
«Ingegneria dei processi enologici».

La degustazione ¢ un altro aspetto essenziale
per la professione di enologo che non e stato
considerato in questi volumi, anche se da luo-
go regolarmente a pubblicazioni documenta-
te. Un'ultima considerazione riguarda l'analisi
del vino, la cui padronanza & indispensabile
per l'enologo, ma che non & stata trattata in
questopera. Salvo qualche caso particolare,
per esempio i composti tenolici, le cui diverse
famiglie sono spesso definite secondo criteri
analitici.

Gli autori desiderano ringraziare quanti han-
no prestato la loro opera nella realizzazione di
questo lavoro:

— J.-F. Casas Lucas, paragrafo 14.5.2, Xéres;

— A. Brugirard, paragrato 14.4.2, Vini dolci
naturali:

— J.N. de Almeida, paragrafo 14.4.3, Porto;

— A. Maujean, paragrafo 14.3; Champagne;

— C. Poupot per la preparazione materiale dei
gapitoli.l..2 B 13;

— la signorina F. Luye-Tanet per il contributo
dattilogratico.

Gli autori ringraziano in modo particolare la
signora B. Masclef che ha assicurato una parte
importante della battitura del testo e il coordi-
namento della messa a punto del manoscritto.

Bordeaux, il 20 dicembre 1997
Prof. Pascal Ribéreau-Gayon

Membro corrispondente dell’Istituto
Membro dell’Accademia di agricoltura di Francia
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Note riguardanti |’espressione di alcuni
parametri della costituzione dei mosti

e dei vini

Unita

Sono state esclusivamente utilizzate le uni-
ta del sistema metrico di lunghezza (m), del
volume (L) e del peso (g). La loro conversio-
ne in altre unita, di utilizzo comune nei pae-
si anglosassoni (inch, foot, gallon, pound), si
possono trovare in unopera di enologia ben
documentata: Principles and practices of
Wine Making, R.B. Boulton, V.L. Singleton,
L.F. Bisson, R.E. Kunkee, 1995, The Chapman
and Hall Enology Library, New York.

Espressione dell’acidita totale e
dell’acidita volatile

Nonostante che il regolamento della CEE
raccomandi lespressione dell’acidita tota-
le in peso equivalente di acido tartarico, in
Francia si & conservato l'uso di dare questa
espressione in peso equivalente di acido sol-
forico. Lespressione in milliequivalenti (meq)
per litro che sarebbe la pit corretta non é sta-
ta imposta. Nel testo si fa largamente ricorso
all'espressione in acido solforico, fornendo in
certi casi, la corrispondenza in acido tartarico,
molto utilizzato in altri paesi.

A partire dal peso del milliequivalente dei
diversi acidi, la tabella a pie’ pagina permet-
te di passare semplicemente da un’espressione
ad unaltra.

Piti particolarmente, per passare dall’acidita
totale espressa in HySOy4, a quella espressa in
acido tartarico, si aggiunge la meta:

4 g/L H,SO4 — 6 g/L acido tartarico

In senso inverso bisogna sottrarre un terzo.
Nel caso dell’acidita volatile, secondo il costu-
me e 1'uso corrente francese si esprime in peso
equivalente di acido solforico. Piu abitualmen-
te, negli altri paesi essa viene rappresentata in
peso equivalente di acido acetico. Lespressione
in milliequivalenti per litro & poco utilizzata.
La stessa tabella consente di passare con faci-
lita da un’espressione all’altra.

Si puo osservare che l'espressione in acido
acetico e approssimativamente superiore a
quella in acido solforico del 20%.

Valutazione del titolo alcolometrico
potenziale dei mosti (TAP)

Si tratta di una determinazione importante per
il seguito della maturazione, il controllo della

Coefficienti moltiplicatori che permettono di passare
da un’espressione dell’acidita totale o dell’acidita
volatile a un’altra.

Espressione nota

[ 3 -
B & @ & & & & @ & & & & & & & W R W EEE O @ B B B B B @R B R @ B B B B R @ W @R @ E BB E R R R e B R @R B R B R B R R R @ W R @ W
Ll -

Espressione desiderata

g/L g/l
meq/L H,SO, a. tartarico : a. acetico
: meq/L 1,00 0,049 0,075 : 0,060
ol H.50; 20,40 : 1,53 122
. g/La. tartarico § 13,33 1,00 :
+ g/l a. acetico 16,67 1.00
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Note riguardanti |'espressione di alcuni parametri della costituzione dei mosti e dei vini

vinificazione, eventualmente per la previsio-
ne dell’arricchimento in zucchero del mosto
(chaptalisation) necessaria (ndt: pratica non
consentita nel nostro Paese). Questa determi-
nazione e sempre fatta a partire da una misura
fisica, densimetria o rifrattometria.

La lettura del risultato pud essere espressa
secondo diverse scale, di cui alcune sono oggi
pitt utilizzate, (grado Baumé, grado Oeschlé);
esistono due sistemi principali (10.4.3):

il TAP e fornito direttamente dall’apparec-
chio che ¢ graduato secondo una scala che
corrisponde a 17 o a 17,5 g/L di zucchero
per 1% vol. di alcol, oggi la CEE raccoman-
da 16,83 g/L. 1l «mostimetro» & un densi-
metro munito di due graduazioni, 1'una
esprime la massa volumica (densita), 1'al-
tra fornisce direttamente il TAP. Esistono
diversi metodi pit 0 meno precisi, per cal-
colare il TAP a partire dalla densita e tenen-
do conto di diversi elementi della costitu-
zione del mosto (Boulton et al., 1995);

e il grado Brix rappresenta la percentuale di
zucchero in peso. Moltiplicando il grado
Brix per 10, si ottiene il peso dello zucche-
ro in 1 kg di mosto, che rappresenta un po’
meno di 1 L. Esiste una tabella di conver-
sione fra i gradi Brix e il TAP (104.3). 17
°Brix corrispondono presso a poco a un
TAP del 10% vol. e 20 °Brix a un TAP del
12% vol. In prima approssimazione, nel-
la gamma dei gradi alcolici piti correnti in
enologia, si pud moltiplicare il grado Brix
per 10, poi dividerlo per 17, per avere una
buona approssimazione del TAP.

[n ogni caso la determinazione del TAP del
mosto & forzatamente approssimata. In pri-
mo luogo non & sempre possibile ottenere un
campione rappresentativo di un insieme di
raccolte o di mosti sui quali effettuare la misu-

XIV

ra. Successivamente, dobbiamo riconoscere
che le misure fisiche, densita o indice di rifra-
zione, sono molto precise, ma esse esprimo-
no rigorosamente il tenore in zucchero, come
se il mosto fosse una miscela di acqua e zuc-
chero. La misura, nei fatti, ¢ disturbata dagli
altri costituenti dell'uva e questa ditterenza e
assai sensibile. Infine, il tasso di conversione
dello zucchero in alcol & variabile (approssi-
mativamente da 17 a 18 g/L) e dipende dalle
condizioni di fermentazione e dalla natura dei
lieviti. La generalizzazione dell’'uso dei lieviti
selezionati ha permesso di abbassare il valore
di questo tasso di conversione.

Determinazione con spettrometria
nel visibile e nell’ultravioletto

La misura della densita ottica (o assorbanza)
viene largamente impiegata per la determi-
nazione del colore dei vini (Volume 11, 6.4.5)
e del loro tenore in composti fenolici totali
(Volume II, 6.4.1). In questo lavoro, la densita
ottica & segnata DO o ancora DO 420 (colore
giallo), DO 520 (colore rosso), DO 620 (colo-
re blu) o DO 280 (assorbimento nell’ultravio-
letto) per esprimere la densita ottica alle lun-
ghezza d'onda indicate.

— Lintensita della colorazione e espressa da:
[C = DO420 + DO520 + DO620 o, qualche
volta, sotto forma semplificata;

IC =D0420 + DO520.
— La tinta della colorazione & espressa da:

_ DO420
DO520

— [l tenore in composti fenolici totali & espres-
so da DO280.

Le modalita operative sono descritte nel capi-
tolo 6 del Volume I1.
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PARTE PRIMA
Microbiologia del vino






T llieviti

1.1 Introduzione

Sebbene 'Uomo fabbrichi il pane e le bevande
fermentate da tempi remoti, il ruolo dei lieviti
nella fermentazione alcolica, in particolare nel-
la trastormazione dell'uva in vino, non é stato
chiaramente stabilito fino alla meta del secolo
XIX. Gli Antichi spiegavano l'ebollizione della
fermentazione (dal latino fervere, bollire) come
dovuta al contatto, al momento della pigiatu-
ra dell’'uva, di corpi che reagiscono tra loro per
produrre un'ettervescenza. Fu un mercante di
tessuti olandese, Antoni van Leeuwenhoek, che
nel 1680, con l'aiuto di un microscopio di fab-
bricazione propria, fece le prime osservazioni
di lieviti a partire da un mosto di birra, senza
stabilire peraltro un legame tra questi corpu-
scoli e la fermentazione alcolica. Fu necessario
attendere la tine del XVIII secolo perché aves-
se inizio, grazie ai lavori di Lavoisier, lo studio
chimico della fermentazione alcolica, prosegui-
to nel secolo successivo da Gay-Lussac. La pri-
ma interpretazione della composizione chimi-
ca dei fermenti alcolici si deve a Fabroni, uno
studioso italiano che nel 1785 li qualifica come
sostanza vegeto-animale. Questa sostanza, che
secondo lui & controntabile con il glutine del-
la farina, si troverebbe in vescicole speciali, in
particolare sull’'uva o sul grano; il suo contatto
con gli zuccheri del mosto sarebbe la causa del-
la termentazione alcolica. Ma la prima dimo-
strazione che il lievito & un organismo vivente,
capace di moltiplicarsi, appartenente al regno

vegetale, la cui attivita vitale e all’origine della
fermentazione dei liquidi zuccherini, fu pre-
sentata da un fisico francese, Charles Cagnard
de La Tour, nel 1837. Questa teoria fu confer-
mata dal naturalista tedesco Schwann, il quale
dimostrd inoltre che la fermentazione alcolica
puo essere interrotta con il calore o con certi
prodotti chimici; egli chiamo il lievito di bir-
ra «Zuckerpilz», cioe «fungo dello zucchero»,
e da tale denominazione proviene il termine
Saccharomyces, utilizzato per la prima volta da
Meyen nel 1838.

Questa concezione vitalistica o biologica del
ruolo del lievito nella fermentazione alcolica,
che oggi ci sembra evidente, tardo ad imporsi,
in particolare contro l'opinione di alcuni chi-
mici organici (tra i quali niente di meno che
Liebig), convinti che certe reazioni chimiche,
piuttosto che l'attivita di cellule viventi, potes-
sero spiegare la fermentazione degli zucche-
ri. E finalmente Louis Pasteur che, nelle sue
due tamose opere Studi sul vino (1866) e Studi
sulla birra (1876), accredita definitivamente
la tesi vitalistica della termentazione alcoli-
ca. Pasteur dimostra che i lieviti responsabili
della fermentazione spontanea del pigiato o
del mosto provengono dalla superticie dell'u-
va e che esistono diverse razze e specie che si
possono isolare. Ipotizza anche che i caratteri
gustativi dei vini possano essere influenzati
dalla natura dei lieviti che realizzano la fer-
mentazione alcolica. Egli puntualizza, inoltre,
I'etfetto dell’ossigeno sull’assimilazione degli

* Aggiornamento dell’edizione francese a cura di ISABELLE MASNEUF, ALINE LONVAUD e MARINA BELY. Traduzione

italiana di EMiLIA GARCIA MORUNO
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Fig. 1.1 - Disegno schematico di una cellula di lievito (da
Gaillardin e Heslot, 1987).

zuccheri da parte dei lieviti e presenta la pro-
va che questi, oltre all’alcol e al gas carbonico,
producono altre sostanze in minor quantita,
tra le quali il glicerolo.

Dopo Pasteur, i lieviti e la fermentazione alcoli-
ca hanno ispirato un numero considerevole di
lavori, contribuendo ai costanti progressi della
microbiologia, della biochimica e attualmente
della genetica e della biologia molecolare.

Dal punto di vista della tassonomia, i lieviti
si definiscono come funghi unicellulari, che
si riproducono per gemmazione o scissione.
Certi funghi pluricellulari, nei quali il ciclo
biologico comporta una fase unicellulare,
sono assimilati ai lieviti. Gruppo complesso
ed eterogeneo, i lieviti si trovano ripartiti in
tre classi di tunghi, che si caratterizzano per
il loro modo di riproduzione: gli Ascomiceti,
i Basidiomiceti ed i Funghi Imperfetti. I lievi-
ti dell'uva e del vino appartengono solamente
agli Ascomiceti ed ai Funghi Imperfetti. Negli
Ascomiceti le spore o ascospore aploidi sono
contenute negli aschi, specie di sacchi formati
a partire dalla cellula vegetativa. I lieviti aspo-
rigeni, nei quali non si ¢ potuto mettere in evi-
denza un modo di riproduzione sessuale, sono
classificati tra i Funghi Imperfetti.

[n questo primo capitolo, tratteremo in succes-

A

sione la citologia, la riproduzione, la tassono-
mia e I’ecologia dei lieviti dell'uva e del vino.
La citologia ¢ lo studio morfologico e funziona-
le dei componenti strutturali della cellula (Rose
e Harrison, 1991).

[l lievito & il pitt semplice degli organismi euca-
riotici. La sua cellula possiede dei rivestimenti
cellulari, un citoplasma contenente alcuni orga-
nuli ed un vero nucleo, circondato da una mem-
brana e racchiudente i cromosomi (Fig. 1.1).
Come tutte le cellule vegetali, il lievito possiede
due rivestimenti cellulari: la parete e la mem-
brana plasmatica. Lo spazio tra la parete e la
membrana plasmatica ¢ chiamato spazio peri-
plasmatico. Linsieme citoplasma-membrana
plasmatica costituisce il protoplasma. Il termi-
ne protoplasto, o steroplasto, designa una cel-
lula cui si e tolta «artificialmente» la parete.
Tenendo conto del ruolo importante che gio-
cano i rivestimenti cellulari del lievito, tanto
nello svolgimento della fermentazione alcolica
del mosto duva che nella composizione del
vino, al quale cedono alcuni dei loro costituen-
ti, & importante che il vinificatore o l'enologo
abbiano una conoscenza approfondita di questi
organuli.

1.2 La parete cellulare

1.2.1 llruolo generale della parete

Nel corso degli ultimi venti anni, le conoscen-
ze sulla parete dei lieviti sono progredite con-
siderevolmente (Fleet, 1991: Klis, 1994: Strat-
ford, 1994, Klis et al., 2002).

La parete del lievito rappresenta dal 15 al 25%
del peso secco della cellula; di natura essen-
zialmente polisaccaridica, & un rivestimento
rigido ma dotato di una certa elasticita.

La parete assicura la protezione della cellula.
Senza parete, la cellula esploderebbe sotto la
spinta della pressione osmotica interna, deter-
minata dalla composizione del mezzo. Per
esempio, i protoplasti di lievito posti in acqua
pura vengono immediatamente lisati. Lelasti-
cita della parete puo essere facilmente messa
in evidenza collocando in un mezzo iperto-
nico (NaCl) lieviti interi, prelevati durante la
fase di crescita: il volume cellulare decresce



circa del 50%, la parete appare piu spessa,
mentre la membrana citoplasmatica pratica-
mente non se ne distacca. Ricollocate in un
mezzo isotonico, le cellule riacquistano la for-
ma iniziale.

La parete non si puod considerare perdo come
una «armatura» semi-rigida inerte; si tratta
invece di un organulo dinamico multifunzio-
nale, la composizione e le tunzioni del quale
si evolvono nel corso della vita della cellula e
secondo le condizioni dell’ambiente. Oltre ad
avere un ruolo di protezione, la parete, gra-
zie alla sua organizzazione macromolecola-
re, conferisce alla cellula la propria forma. E
anche il luogo in cui si trovano le molecole che
determinano certe interazioni cellulari, quali
I'unione sessuale, la flocculazione, il fattore
killer, che saranno trattati pit avanti in que-
sto capitolo. Infine, numerosi enzimi, general-
mente delle idrolasi, sono associati alla parete
o alloggiati nello spazio periplasmatico; i loro
substrati sono costituiti da sostanze nutritive
dell’'ambiente esterno e dalle macromolecole
della parete stessa, costantemente rimaneggia-
te durante la morfogenesi cellulare.

1.2.2 La struttura chimica
della parete e la funzione
dei costituenti parietali

La parete del lievito e formata da due compo-
nenti principali: i B-glucani e le mannopro-
teine. La chitina & presente in minor misura.
[ lavori piu dettagliati sulla parete dei lieviti
sono stati realizzati su Saccharomyces cerevi-
siae, il principale lievito responsabile della fer-
mentazione alcolica del mosto d’uva.

¢ | glucani rappresentano circa il 60% del peso
secco della parete di S. cerevisiae. Possono
essere chimicamente frazionati in tre categorie.
1. Un B-1,3 glucano insolubile in acqua, in
alcali e in acido acetico. E debolmente
ramificato e nei punti di ramificazione
si trovano dei legami B-1,6. Il suo grado
di polimerizzazione & di 1500. In micro-
scopia elettronica questo glucano appare
fibroso. Esso ¢ responsabile della forma e
della rigidita della parete. Si trova sempre
associato alla chitina.

1.2 La parete cellulare

2.Un B-1,3 glucano, di approssimativamen-
te 1500 unita di glucosio, insolubile in
acqua, solubile in alcali. Poco ramificato
come il glucano precedente, presenta, oltre
i rari punti di ramilicazione, un piccolo
numero di legami glucosidici B-1,6. Il suo
aspetto & amorfo in microscopia elettroni-
ca. Ad esso si attribuisce l'elasticita della
parete. Serve da ancoraggio alle manno-
proteine e pud costituire una sostanza di
riserva al di fuori del protoplasma.

3. Un B-1,6 glucano liberato dal glucano inso-
lubile in alcali per estrazione con acido
acetico; il prodotto cosi purificato & amorfo,
solubile in acqua. E altamente ramificato,
con legami glucosidici B-1,3; il suo grado di
polimerizzazione e di 140. Serve da unione
tra i diversi costituenti della parete. E anche
un sito recettore del fattore killer (1.7).
Presumibilmente il B-1,3 glucano fibroso,
insolubile in alcali, risulta da un'incorpora-
zione di chitina nel 3-1,3 glucano amorfo.

e e mannoproteine costituiscono dal 25 al
50% della parete di S. cerevisiae. Possono
essere estratte da cellule intere o da pareti iso-
late con metodi chimici o enzimatici. [ metodi
chimici utilizzano il trattamento in autoclave
con alcali o con tampone citrato a pH 7. 1
metodi enzimatici liberano le mannoproteine
per digestione dei glucani. Sono meno dena-
turanti per la struttura delle mannoproteine
rispetto ai metodi chimici. La preparazione
enzimatica pitt correntemente utilizzata per
estrarre le mannoproteine parietali di S. cere-
visiae ¢ la zimoliasi ottenuta da un batterio
(Arthrobacter luteus). L'efficacia di questo
complesso enzimatico si deve essenzialmente
alla sua attivita 3-1,3 glucanasica, ma non si
puo escludere che qualche attivita proteasica
contaminante la zimoliasi possa concorrere
alla liberazione delle mannoproteine. Abbia-
mo dimostrato (Dubourdieu e Moine, 1995)
che anche un’altra preparazione industriale
di B-glucanasi (Glucanex), prodotta da un
tungo (Trichoderma harzianum) ed avente
attivita endo- ed eso-B-1,3-glucanasica ed
endo-fB-1,6-glucanasica, permette di estrarre
facilmente le mannoproteine dalla parete
delle cellule di S. cerevisiae.
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Fig. 1.2 - 1 4 tipi di glicosilazione delle mannoproteine parietali del lievito (Klis, 1994).

Le mannoproteine di S. cerevisiae hanno
pesi molecolari compresi tra 20.000 ed oltre
450.000 Da. Esse possiedono gradi di glicosi-
lazione variabili, ma alcune di loro, contenenti
circa il 90% di mannosio e il 10% di peptidi,
sono polimannosilate.

Sono state descritte quattro forme di glicosilazio-
ne (Fig. 1.2), ma non si trovano necessariamente
tutte insieme in tutte le mannoproteine.

[l mannosio delle mannoproteine puo formare
corte catene lineari, da 1 a 5 residui, legate alla
catena peptidica con legami O-glicosilici sui resi-
dui di serina e treonina. I legami glicosidici di
queste catene laterali sono del tipo a-1,2 e ¢i-1,3.
La parte glucidica delle mannoproteine puo
essere anche un polisaccaride, legato ad un resi-
duo di asparagina della catena peptidica con un
legame N-glicosilico, tacendo intervenire una
doppia unita di N-acetil-glucosammina (o chi-
tobiosio) legata in [3-1,4. Il mannano cosi legato
all'asparagina & formato da una regione d’unio-
ne, costituita da una decina di residui di man-
nosio e da una catena periferica o esterna, alta-
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mente ramificata, di 150-250 unita di mannosio.
La regione d'unione contiene, oltre al residuo di
chitobiosio, uno scheletro di mannosio legato in
o-1,6, con dei rami laterali che possiedono 1, 2
o 3 residui di mannosio uniti da legami o-1,2
e/o 0-1,3. Anche la catena esterna é formata da
uno scheletro di unita di mannosio legate in
0-1,6, che porta corte catene laterali, costituite
da residui di mannosio legati in 0-1,2 e da un
mannosio terminale in o-1,3. Alcuni di questi
rami laterali portano loro stessi una ramificazio-
ne attraverso un legame fosfodiestere.

Un terzo tipo di glicosilazione, che puo interve-
nire nelle mannoproteine parietali del lievito, ¢
stato descritto di recente. Si tratta di una catena
di gluicomannano che contiene essenzialmen-
te residui di mannosio legati in 0-1,6 e residui
di glucosio legati in o-1,6. Resta da precisare la
natura del punto di unione glucano-peptide, ma
potrebbe trattarsi di legami asparaginil-glucosio.
[noltre, siccome questo tipo di glicosilazione
caratterizza alcune proteine liberate dalla parete
per azione della -1,3 glucanasi, si puod ipotiz-



zare che in vivo la catena di glucomannano con-
tenga anche residui di glucosio legati in 3-1,3.

Il quarto tipo di glicosilazione delle mannopro-
teine del lievito e 'ancoraggio glicosil-fostatidil-
inositolo (GPI). Questo legame, tra la parte car-
bossilica terminale della catena peptidica e un
fosfolipide della membrana, permette a certe
mannoproteine, che attraversano la parete, di
essere ancorate alla membrana plasmatica. La
regione d'unione contiene la seguente sequenza
caratteristica (Fig. 1.2): etanolammina-fostato-
6-mannosio-0-1,2-mannosio-o-1,6-mannosio-
0-1,4-glucosammina-a-1,6-inositol-fosfolipide.
La presenza di tale ancora in certe manno-
proteine non significa che queste rimanga-
no legate alla membrana. Le mannoproteine
possono staccarsi per rottura enzimatica del
tostolipide. Una fostolipasi C, specifica per il
fosfatidilinositolo, quindi capace di realizzare
questa rottura, € stata messa in evidenza in S.
cerevisiae (Flit e Thorner, 1993). Anche diverse
mannoproteine ad ancoraggio GPI sono state
identificate nella parete di S. cerevisiae.

e La chitina, un polimero lineare di residui

di N-acetil-glucosammina legati in B-14, e
generalmente poco rappresentata nella pare-
te dei lieviti. In S. cerevisiae la chitina costitu-
isce dall'l al 2% della parete e si trova loca-
lizzata per la maggior parte, anche se non
esclusivamente, nella zona dell’anello cica-
triziale di gemmazione, una sorta di cratere
sopraelevato, ben visibile in microscopia elet-
tronica sulla cellula madre (Fig. 1.3). Questa
cicatrice di chitina & essenziale per l'integrita
della parete e la sopravvivenza delle cellule.
Cosi, 1 lieviti trattati con poliossina D, anti-
biotico che inibisce specificamente la sintesi
di chitina, non sono vitali: essi scoppiano,
infatti, dopo la gemmazione.
La presenza di lipidi nella parete non é stata
dimostrata chiaramente. Certamente ne con-
tengono le pareti preparate in laboratorio (dal
2 al 15% in S. cerevisiae); puo trattarsi pero di
una contaminazione da parte dei lipidi del-
la membrana citoplasmatica, assorbiti dalle
pareti nel corso del loro isolamento. La parete
potrebbe anche fissare i lipidi del mezzo ester-
no, in particolare i differenti acidi grassi atti-
vatori e inibitori della fermentazione (3.6.2).

1.2 La parete cellulare

19KV &7, ik

Fig. 1.3 - Fotografia in microscopia elettronica a scansione
di cellule proliferanti di Saccharomyces cerevisiae. Si distin-
guono gli anelli cicatriziali di gemmazione sulle cellule
madri (Fotografia: M. Mercier, dipartimento di Microscopia
Elettronica dell'Universita di Bordeaux 1).

e Diversi enzimi sono associati alla parete o
alloggiati nello spazio periplasmatico. Uno
tra i meglio caratterizzati in S. cerevisiae ¢
'invertasi o B-fruttofuranosidasi, che cata-
lizza I'idrolisi di saccarosio in glucosio e
fruttosio. Linvertasi ¢ una mannoproteina
termostabile ancorata su un B-1,6 glucano
della parete. La sua massa molecolare & di
270.000 Da ed e costituita approssimativa-
mente dal 50% di mannosio e dal 50% di
proteina. Anche la fosfatasi acida peripla-
smatica € una mannoproteina.

Sono stati segnalati altri enzimi periplasmatici:
B-glucosidasi, o-galattosidasi, melibiasi, trea-
lasi, amminopeptidasi, esterasi. La parete dei
lieviti contiene anche endo- ed eso-[3-glucanasi
del tipo 1,3 e 1,6. Questi enzimi sono implica-
ti nei rimaneggiamenti della parete durante la
crescita e la gemmazione delle cellule. La loro
attivita & massima durante la fase di crescita
esponenziale delle popolazioni e diminuisce in
maniera notevole subito dopo. Ciononostante,
le cellule in fase stazionaria e i lieviti morti con-
tenuti nelle fecce possiedono ancora nella loro
parete delle attivita B-glucanasiche, parecchi
mesi dopo la fine della fermentazione. Questi
enzimi endogeni intervengono nell’autolisi del-
la parete dei lieviti nel corso della conservazio-
ne dei vini sulle fecce, fenomeno sul quale tor-
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neremo ancora a proposito della vinificazione
dei vini bianchi.

1.2.3 Lorganizzazione generale
della parete ed i fattori
che influiscono sulla sua
composizione

La parete di S. cerevisiae & formata da uno stra-
to esterno di mannoproteine associate ad una
matrice di -1,3 glucano amorfo, che ricopre
uno strato interno di B-1,3 glucano fibroso,
il quale & associato a piccole quantita di chi-
tina (Fig. 1.4). 11 B-1,6 glucano serve presumi-
bilmente da unione tra questi due strati. La
rigidita e la forma della parete sono dovute
all'armatura interna di [3-1,3 glucano fibroso,
mentre la sua elasticita si deve allo strato ester-
no amorfo. La struttura intermolecolare del-
le mannoproteine dello strato esterno (legami
idrotobi, ponti bisolturo) determina anche la
porosita della parete alle micromolecole (di pesi
molecolari inferiori a 4.500) e la sua imperme-
abilita alle macromolecole. Questa imperme-
abilita puo essere influenzata dal trattamento
delle pareti con certi agenti chimici, come il
B-mercaptoetanolo, che provocando la rottura
dei ponti bisolfuro distruggono l'assetto inter-
molecolare tra le catene di mannoproteine.

La composizione della parete & fortemente
influenzata dalle condizioni nutritive e dall’eta
delle cellule. La proporzione di glucano nella
parete aumenta con il tenore in zucchero del
mezzo di coltura. Certe carenze, per esempio in
mesoinositolo, comportano anche un aumento
della proporzione di glucano rispetto alle man-
noproteine. Le pareti delle cellule vecchie sono
pit ricche in glucani e chitina e meno prov-
viste di mannoproteine di quelle delle cellule
giovani, per questa ragione sono piu resisten-
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di Saccharomyces cerevisiae.

ti agli agenti fisici ed enzimatici utilizzati per
degradarle. Infine, la composizione delle pareti
si moditica profondamente con i cambiamenti
morfogenetici (coniugazione e sporulazione).

1.3 La membrana plasmatica

1.3.1 La composizione chimica
e I'organizzazione
della membrana

Barriera altamente selettiva che controlla gli
scambi tra la cellula vivente ed il mezzo ester-
no, la membrana plasmatica ¢ un organulo
essenziale per la vita del lievito.

Come tutte le membrane biologiche, la mem-
brana plasmatica dei lieviti & costituita prin-
cipalmente da lipidi e proteine. La membra-
na plasmatica di S. cerevisiae contiene circa il
40% di lipidi ed il 50% di proteine; glucani
e mannani non sono presenti che in piccola
quantita (qualche punto percentuale).

[ lipidi della membrana sono essenzialmente
fosfolipidi e steroli, molecole anfipatiche, che
possiedono cioé una parte idrofila ed una par-
te idrofoba.

[ tre principali fosfolipidi delle membrane pla-
smatiche del lievito (Fig. 1.5) sono la fosfati-
diletanolammina (PE), la fosfatidilcolina (PC)
ed il fostatidilinositolo (PI), che rappresenta-
no dal 70 all’85% del totale: la fostatidilserina
(PS) ed il difostatidilglicerolo o cardiolipina
(PG) sono meno rappresentati. Gli acidi gras-
si liberi e l'acido fosfatidico si segnalano fre-
quentemente nelle analisi di membrane pla-
smatiche. Si tratta presumibilmente di artefat-
ti d’estrazione, risultanti dall’attivita di certi
enzimi di degradazione dei lipidi.

Gli acidi grassi dei fosfolipidi delle membra-
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Fig. 1.5 - Fosfolipidi di membrana dei lieviti.

ne contengono un numero pari (da 14 a 24) di
atomi di carbonio; gli acidi C16 e C18 sono i
pitt abbondanti. Possono essere saturi, come
lacido palmitico (C16) e l'acido stearico (C18),
oppure insaturi, come l'acido oleico (C18, un
doppio legame A%), I'acido linoleico (C18, due
doppi legami A, A'?) e l'acido linolenico (C18,
tre doppi legami A%, A'?, AP). Bisogna ricordare
che una caratteristica comune a tutti i fostolipi-
di di membrana e quella di possedere una parte
polare (o idrofila), costituita dall’alcol fosforilato,
ed una parte apolare (o idrofoba), formata dalle
due catene di acidi grassi approssimativamente
parallele I'una allaltra. La loro rappresentazio-
ne schematica si puod osservare in figura 1.6. A
causa del carattere anfipatico, i fosfolipidi for-
mano spontaneamente nei mezzi acquosi dei
film bimolecolari o doppi strati lipidici. I doppi

strati lipidici sono delle strutture non covalenti
cooperative, cioé mantenute da interazioni che
si rinforzano mutuamente: interazioni idrofobe,
forze di attrazione di van der Waals tra le code
apolari, interazioni idrostatiche e ponti d’idro-
geno tra le teste polari e le molecole d’acqua.
Lesame in microscopia elettronica di strati fini
di membrane plasmatiche di lieviti mostra anche
una struttura classica a doppio strato lipidico
di circa 7,5 nm di spessore. La superticie della
membrana si presenta segnata da profondi ripie-
gamenti, soprattutto durante la fase stazionaria,
ma il significato fisiologico di questa caratteristi-
ca anatomica rimane sconosciuto. La membra-
na plasmatica presenta, inoltre, una depressione
sottostante la cicatrice di nascita.

[l principale sterolo della membrana plasmati-
ca del lievito e I'ergosterolo; & possibile trovare
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Teste polari: alcol fosforilato

T
i

Code idro-
fobe: acidi

grassi
g

Fig. 1.6 - Rappresentazione schematica del doppio strato lipi-
dico di membrana. Le proteine intrinseche (a) sono stretta-
mente associate alla regione idrofoba del doppio strato. Le
proteine estrinseche (b) sono legate alle proteine intrinseche.

anche il (24)-(28)-deidroergosterolo e quanti-
ta minori di zimosterolo (Fig. 1.7). Gli stero-
li sono sintetizzati nei mitocondri esclusiva-
mente in aerobiosi, durante la fase di crescita
dei lieviti. Come i fosfolipidi, gli steroli della

membrana sono anfipatici: la parte idrofila e
costituita dal gruppo idrossilico in C-3, men-
tre il resto della molecola e idrotobo, in parti-
colare la coda idrocarbonata flessibile.

La membrana plasmatica contiene anche
numerose proteine o glicoproteine, che pre-
sentano una vasta gamma di pesi molecolari
(da 10.000 a 120.000). Tutto lascia presumere
che l'organizzazione della membrana plasma-
tica dei lieviti somigli al modello a mosaico
tfluido proposto per le membrane biologiche
da Singer e Nicolson (1972), cioe a soluzioni in
due dimensioni di proteine e di lipidi orienta-
ti. Certe proteine, chiamate intrinseche o inte-
grali, attraversano lo spessore della membra-
na (Fig. 1.6) ed interagiscono fortemente con
la parte apolare del doppio strato lipidico. Le
proteine estrinseche o periteriche sono lega-
te alle precedenti da legami idrogeno; la loro
localizzazione ¢ asimmetrica, sia sulla super-
ficie esterna che sulla superficie interna della
membrana plasmatica. Le molecole di protei-
ne e di lipidi della membrana, costantemente
in movimento laterale, sono capaci di diffon-
dere rapidamente nel piano della membrana.

Ergosterolo

Zimosterolo

(24)-(28)-Deidroergosterolo

CH;

Fig. 1.7 - 1 principali steroli di membrana dei lieviti.
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Alcune proteine della membrana del lievito
sono state particolarmente studiate. Si trat-
ta dell’'adenosina trifostatasi (ATPasi), delle
proteine di trasporto dei soluti (zuccheri ed
amminoacidi) e degli enzimi implicati nella
sintesi di glucani e chitina delle pareti.

Il lievito possiede tre ATPasi, una nei mitocon-
dri, una nel vacuolo e la terza nella membrana
plasmatica. 'ATPasi della membrana plasmati-
ca & una proteina integrale di peso molecolare
prossimo a 100.000 Da. Lidrolisi dell’ATP cata-
lizzata da questo enzima fornisce l'energia neces-
saria per il trasporto attivo dei soluti attraverso
la membrana. Ricordiamo che s'intende per tra-
sporto attivo il movimento di un composto con-
tro il suo gradiente di concentrazione. Simulta-
neamente, l'idrolisi dell’ATP crea un passaggio di
protoni dall'interno verso I'esterno della cellula.
La penetrazione degli amminoacidi e degli
zuccheri nel lievito mette in azione dei sistemi
di trasporto della membrana chiamati perme-
asi. In questa maniera, il sistema di permea-
si non specifico per gli amminoacidi (GAP),
costituito da tre proteine di membrana, assi-
cura il trasporto di numerosi amminoacidi
neutri; esso & represso quando il lievito cresce
in presenza di una fonte d'azoto facilmente
assimilabile, come I'ammonio.

La fluidita delle membrane & regolata dalla loro
composizione in acidi grassi e dal loro conte-
nuto in steroli. Le catene idrofobe degli acidi
grassi dei fosfolipidi a doppio strato di mem-
brana possono trovarsi allo stato ordinato e
rigido oppure allo stato relativamente disordi-
nato e fluido. Allo stato rigido tutti i legami tra
atomi di carbonio degli acidi grassi sono trans;
allo stato fluido certi legami diventano cis. La
transizione dallo stato rigido allo stato fluido
avviene quando la temperatura é piu alta di
quella di fusione. Questa temperatura di tran-
sizione dipende dalla lunghezza delle catene
degli acidi grassi e dal loro grado d’insatura-
zione. Le catene idrofobe rettilinee degli acidi
grassi saturi interagiscono fortemente tra loro,
tanto di pitt quanto pitt sono lunghe. La tem-
peratura di transizione aumenta quindi con la
lunghezza delle catene degli acidi grassi. I dop-
pi legami degli acidi grassi insaturi possiedo-
no generalmente una contigurazione cis, che
fa piegare la catena idrofoba (Fig. 1.8). Questo

1.3 La membrana plasmatica

Acido oleico (C18, insaturo)

Fig. 1.8 - Modelli molecolari della struttura tridimensiona-
le dell'acido stearico e dell'acido oleico. La configurazione
cis del doppio legame dell'acido oleico determina la curva-
tura della catena di atomi di carbonio.

incurvamento rompe l'accatastamento ordinato
delle catene di acidi grassi ed abbassa la tempe-
ratura di transizione. Come il colesterolo nel-
le membrane delle cellule dei mammiferi, cosi
I'ergosterolo ¢ un importante regolatore della
fluidita della membrana del lievito. Lergostero-
lo s'interpone nel doppio strato perpendicolar-
mente al piano della membrana, in maniera che
il suo gruppo idrossilico si unisce attraverso
legami idrogeno alla testa polare del fosfolipide
e la sua coda apolare s’inserisce nella regione
idrofoba del doppio strato. In questa maniera
gli steroli della membrana ostacolano, a bassa
temperatura, la cristallizzazione delle catene
di acidi grassi interponendosi tra loro; al con-
trario, possono perd moderare un eccesso di
fluidita della membrana quando la temperatu-
ra é elevata, riducendo per ingombro sterico il
movimento di queste stesse catene.

1.3.2 Le funzioni della membrana
plasmatica

La prima funzione della membrana plasma-
tica ¢ quella di costituire, grazie a fosfolipidi
e steroli, una barriera idrofoba stabile tra il
citoplasma e l'ambiente circostante la cellula.
Questa barriera presenta una certa imperme-
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VG

alta affinita.

DF: durata della fermentazione espressa in decimi della durata totale; VG:
velocita di penetrazione del glucosio in mmol/h/g di peso secco; 0: attivita
del sistema di trasporto a bassa affinita; *: attivita del sistema di trasporto ad

Fig. 1.9 - Evoluzione
dell’attivita del sistema di
trasporto del glucosio in
Saccharomyces cerevisiae,
fermentante un mezzo
modello (Salmon et al.,

abilita ai soluti, alla quale sono legate le pro-
prieta osmotiche.

[noltre, grazie al sistema di permeasi, la mem-
brana plasmatica regola gli scambi tra la cel-
lula ed il mezzo. Il funzionamento di queste
proteine di trasporto e fortemente influenzato
dalla composizione in lipidi, che agisce sulla
tluidita delle membrane. In un mezzo modello
definito, l'arricchimento dei fostolipidi di mem-
brana in acidi grassi insaturi (oleico e linoleico)
tavorisce la penetrazione e I'accumulo di certi
amminoacidi, nonché l'azione della permeasi
generale degli amminoacidi (GAP), (Henschke
e Rose, 1991). Per contro, gli steroli di membra-
na sembrano intluire meno sul trasporto degli
amminoacidi che il grado d’insaturazione dei
fosfolipidi. La sintesi degli acidi grassi insatu-
ri, che & un processo di ossidazione, necessita
'aerazione del mezzo di coltura all'inizio del-
la fermentazione alcolica. In semi-anaerobiosi,
condizione della vinificazione, ¢ presumibile
che il contenuto dell'uva o del mosto in acidi
grassi insaturi possa agire favorevolmente sui
meccanismi di trasporto degli amminoacidi
attraverso la membrana.
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1993).

[ sistemi di trasporto degli zuccheri attra-
verso la membrana sono lontani dall’essere
totalmente chiari, ma e accertato che esistono
almeno due tipi di trasportatori, uno con alta
affinita per il glucosio, I'altro con un’affinita
dieci volte minore (Bisson, 1991). Il trasporta-
tore con bassa affinita ¢ attivo durante la fase
di crescita e la sua attivita diminuisce in fase
stazionaria. Il sistema con alta affinita & inve-
ce represso a concentrazioni elevate di gluco-
sio, come nel caso del mosto d'uva (Salmon
et al., 1993) (Fig. 1.9). Lattivita di trasporto
degli zuccheri dipende dall’attivita di sintesi
proteica delle cellule. Quando questattivita
diminuisce o cessa, si osserva una diminu-
zione nell’attivita di trasporto degli zuccheri
(fenomeno denominato inattivazione cataboli-
ca) ( Busturia et Lagunas, 1986, Salmon et al.,
1993). In condizioni enologiche, la sintesi pro-
teica comincia a decrescere gia durante la fer-
mentazione alcolica, quando finisce la crescita
cellulare. 1l fenomeno d’inattivazione catabo-
lica dei sistemi di trasporto degli zuccheri si
attiva in questo momento, in modo pit inten-
so in carenza di azoto assimilabile (Salmon



1989). Il tenore di steroli nelle membrane,
particolarmente di ergosterolo, cosi come il
tasso d’insaturazione dei fosfolipidi di mem-
brana favoriscono l'entrata di glucosio nella
cellula, soprattutto durante le fasi staziona-
ria e di declino; questo fenomeno spiega 1'in-
fluenza determinante dell’aerazione durante la
fase di moltiplicazione dei lieviti sul decorso
della fermentazione alcolica (3.7.2).

La presenza di etanolo in un mezzo di coltu-
ra rallenta la velocita d’entrata nella cellula
dell’arginina e del glucosio e limita il tlusso
di protoni risultante dall’attivita ATPasica
della membrana (Alexandre et al., 1993:
Charpentier, 1995). Al tempo stesso, la pre-
senza di etanolo favorisce la sintesi dei fosfo-
lipidi di membrana ed il loro tenore di acidi
grassi insaturi (in particolare acido oleico).

La temperatura e I'etanolo agiscono in maniera
sinergica sull’attivita dell’ATPasi di membrana;
'annullamento del flusso di protoni dovuto
all’etanolo del mezzo avviene a concentrazioni
di etanolo tanto pilt basse quanto piu la tem-
peratura ¢ elevata. Ma non ¢ del tutto certo che
questa modificazione dell’attivita dell’ATPasi di
membrana da parte dell’etanolo sia all’origine
della bassa permeabilita della membrana pla-
smatica in mezzo alcolico. Il ruolo chiave del-
'’ATPasi di membrana nella resistenza dei lieviti
all’etanolo non e stato chiaramente dimostrato.
Un'altra funzione della membrana plasmati-
ca ¢ la sintesi del glucano e della chitina della
parete, grazie a due enzimi della membrana,
la B-l,B-glucanﬂ sintetasi e la chitina sintetasi,
che catalizzano la polimerizzazione del glu-
cosio e della N-acetil-glucosammina a partire
dalle loro forme attivate (uridina ditostato o
UDP). Le mannoproteine sono essenzialmen-
te prodotte nel reticolo endoplasmatico (1.4.2)
e trasportate poi da vescicole che, fondendo-
si con la membrana plasmatica, depositano il
loro contenuto all’esterno di questa.

Infine, certe proteine di membrana agiscono
come recettori cellulari specifici, che permet-
tono al lievito di reagire a diversi stimoli ester-
ni come gli ormoni sessuali o i cambiamenti
di concentrazione dei nutrienti esterni. Latti-
vazione di queste proteine di membrana sca-
tena la liberazione nel citoplasma di composti,
come l'adenosina monofosfato ciclico (cAMP),

1.4 Il citoplasma e i suoi organuli

che agiscono come messaggeri secondari per
scatenare altre reazioni intracellulari. Le con-
seguenze di questi meccanismi cellulari sullo
sviluppo delle fermentazioni alcoliche merite-
rebbero uno studio approfondito.

1.4 1l citoplasma
e i suoi organuli

[l citoplasma é limitato dalla membrana pla-
smatica e dalla membrana nucleare, contiene
la sostanza citoplasmatica di base, o citosol, e
gli organuli (reticolo endoplasmatico, apparato
di Golgi, vacuoli e mitocondri), che sono iso-
lati dal citosol mediante membrane.

1.4.17 ll citosol

Si tratta di una soluzione tamponata a pH 5-6,
contenente enzimi solubili, glicogeno e ribo-
somi.

Gli enzimi sono quelli della glicolisi e della
fermentazione alcolica (2.2.1, 2.2.2), nonché la
trealasi, enzima che catalizza I'idrolisi del tre-
alosio. Questo disaccaride di riserva, anch’esso
citoplasmatico, garantisce la vitalita dei lieviti
durante le fasi di disidratazione e di reidrata-
zione, mantenendo l'integrita delle membra-
ne. La fase di latenza, che precede la crescita
in mezzo zuccherino, & caratterizzata da una
rapida degradazione del trealosio, legata ad
un aumento dell’attivita trealasica, la quale &
correlata ad un aumento della concentrazione
di cAMP nel citoplasma. Questo composto &
prodotto da un enzima di membrana, l'adeni-
lico ciclasi, in risposta alla stimolazione di un
recettore di membrana da parte di un fattore
ambientale. Il glicogeno & la principale sostan-
za di riserva glucidica del lievito. Di struttura
simile a quella del glicogeno animale, si accu-
mula durante la fase stazionaria sotto forma di
granuli sterici di circa 40 nm di diametro.
Osservato al microscopio elettronico, il cito-
plasma del lievito appare ricco di ribosomi,
piccole granulazioni formate da acidi ribo-
nucleici e da proteine, che costituiscono i siti
della sintesi proteica. Associati in polisomi,
diversi ribosomi migrano lungo 'RNA mes-
saggero traducendolo simultaneamente, per
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1. | lieviti

produrre ciascuno una catena polipeptidica
completa.

1.4.2 Il reticolo endoplasmatico,
I"apparato di Golgi ed i vacuoli

Il reticolo endoplasmatico (RE) & un sistema
di doppia membrana che suddivide il citopla-
sma,; ¢ collegato alla membrana citoplasma-
tica e alla membrana nucleare, di cui rappre-
senta una sorta di estensione. Sebbene meno
sviluppato nel lievito che nelle cellule esocri-
ne degli Eucarioti superiori, il RE ha la stessa
funzione: garantisce |'indirizzarsi delle protei-
ne sintetizzate dai ribosomi ad esso associati.
[nfatti, i ribosomi si possono trovare sia liberi
nel citosol che legati al RE. Mentre le proteine
sintetizzate dai ribosomi liberi rimangono nel
citosol, come gli enzimi della glicolisi, quelle
prodotte nei ribosomi associati al RE hanno tre
destinazioni possibili: il vacuolo, la membrana
plasmatica, il mezzo esterno (secrezione). E la
presenza di una sequenza d’avvio (una succes-
sione particolare di amminoacidi) all’estremita
N-terminale della proteina nascente che deter-
mina l'associazione al reticolo endoplasmatico
dei ribosomi inizialmente liberi nel citosol: la
proteina sintetizzata attraversa allora la mem-
brana del RE per un tenomeno di trasporto
attivo, chiamato traslocazione, che necessita
I'idrolisi dell’ATP. Arrivate nello spazio inter-
no del RE, le proteine subiscono alcune modi-
fiche tra cui I'obbligatoria rottura del peptide
segnale ad opera di una peptidasi e, in molti
casi, una glicosilazione. Le glicoproteine del
lievito, in particolare le mannoproteine parie-
tali strutturali o enzimatiche, contengono delle
catene laterali glucidiche (1.2.2), alcune del-
le quali sono legate all’asparagina con legami
N-glicosidici. Questo legame oligosaccaridico
si forma all’interno del RE per addizione in
sequenza di zuccheri attivati (in forma di deri-
vati UDP) a un trasportatore lipidico idrotobo,
il dolicol fosfato; I'insieme e trasferito in blocco
ad un residuo di asparagina della catena poli-
peptidica, rigenerando il dolicol fosfato.

Lapparato di Golgi, sorta di impilamento di
sacchetti delimitati da membrana (cisterne) e
di vescicole associate, ¢ un prolungamento del
RE. Le proteine provenienti da questultimo
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sono trasportate dalle vescicole di trasterimen-
to alle cisterne dellapparato di Golgi, il quale
ha un doppio ruolo: realizzare la glicosilazio-
ne delle proteine e smistarle poi, per mezzo di
vescicole specializzate, sia verso il vacuolo sia
verso la membrana plasmatica. La destinazione
delle proteine verso il vacuolo ¢ determinata da
una sequenza peptidica N-terminale (propep-
tide) messa in evidenza nei precursori di due
enzimi: la carbossipeptidasi Y e la proteinasi
A. Al contrario, le vescicole che trasportano le
proteine della membrana plasmatica o i granuli
di secrezione, cosi come quelle che trasportano
I'invertasi periplasmatica, hanno destinazioni
predefinite.

[l vacuolo & un organulo sterico, di 0,3-3 um
di diametro, circondato da una membrana
semplice. A seconda della fase del ciclo cel-
lulare, il lievito possiede uno o piu vacuoli.
Prima della gemmazione, un grande vacuolo
si fraziona in piccole vescicole; alcune pene-
trano nella gemma mentre le altre si raggrup-
pano all’estremita opposta della cellula e si
fondono per formare uno o due vacuoli di
grosse dimensioni. La membrana vacuolare,
o tonoplasto, possiede la medesima struttura
generale a «mosaico fluido» della membrana
plasmatica, ma e piu elastica e ha una compo-
sizione chimica un po’ diversa: & meno ricca
in steroli, contiene meno proteine e glicopro-
teine e piu fostolipidi, che hanno, inoltre, un
tasso d’insaturazione maggiore. Il vacuolo &
un luogo di immagazzinamento di certe idro-
lasi della cellula, in particolare la carbossipep-
tidasi Y, le proteasi A e B, 'amminopeptidasi
[, la X-prolildipeptidilamminopeptidasi e la
fosfatasi alcalina. A questo riguardo, il vacuolo
del lievito puo essere comparato con il liso-
soma delle cellule animali. Le proteasi vacuo-
lari giocano un ruolo essenziale nel rinnova-
mento (turn-over) delle proteine cellulari. In
piu la proteasi A e indispensabile nella matu-
razione delle altre idrolasi vacuolari: assicu-
ra la conversione dei precursori (proenzimi)
in enzimi attivi, per scissione di una piccola
sequenza peptidica. Le proteasi vacuolari sono
anche responsabili, dopo la morte della cel-
lula, dei fenomeni di autolisi dei quali si par-
lera a proposito della conservazione dei vini
bianchi sulle fecce. La seconda importante



funzione dei vacuoli ¢ 'immagazzinamen-
to di metaboliti in attesa di essere utilizzati:
essi contengono, infatti, un quarto del «pool»
amminoacidico della cellula, tra cui molta argi-
nina ed S-adenosilmetionina. Contengono inol-
tre potassio, adenina, isoguanina, acido urico
e cristalli di polifostati che intervengono nella
cattura degli amminoacidi basici. 1l trasporto
di questi metaboliti attraverso la membrana
vacuolare e assicurato da permeasi specitiche.
Lenergia necessaria al movimento dei composti
immagazzinati contro il gradiente di concentra-
zione viene fornita per mediazione di un’ATPasi
associata al tonoplasto, diversa da quella della
membrana plasmatica, ma che produce, come
quest'ultima, un tlusso di protoni.

Il RE, 'apparato di Golgi ed i vacuoli devono
essere considerati come differenti componenti
di un sistema interno di membrane, chiamato
vacuoma, che partecipa al flusso delle glico-
proteine destinate ad essere escrete o imma-
gazzinate.

1.4.3 | mitocondri

Distribuiti alla periferia del citoplasma, i mito-
condri (mt) sono altri organuli di forma steri-
ca o a bastoncello avvolti da due membrane, la
pitt interna delle quali forma delle creste carat-
teristiche. La loro organizzazione generale ¢ la
stessa dei mitocondri delle piante superiori e
delle cellule animali. Le membrane delimitano
due compartimenti: lo spazio intermembrana
e la matrice. I mitocondri sono i veri organu-
li respiratori del lievito. In aerobiosi la cellula
di S. cerevisiae ne contiene una cinquantina. In
anaerobiosi questi organuli degenerano, la loro
superticie interna diminuisce, le creste spari-
scono. L'addizione nel mezzo di coltura di ergo-
sterolo e acidi grassi insaturi limita la degene-
razione dei mitocondri in anaerobiosi. Ad ogni
modo, se le cellule formate in anaerobiosi ven-
gono messe in condizioni di aerobiosi, i mito-
condri ritrovano il loro aspetto normale. Nel
mosto d’uva, anche se arieggiato, il contenuto
in zuccheri del mezzo provoca la repressione
della sintesi degli enzimi respiratori e com-
porta la perdita della corrispondente funzione
dei mitocondri. Questo fenomeno & chiamato
repressione catabolica del glucosio (2.3.1).

1.4 Il citoplasma e i suoi organuli

Le membrane mitocondriali sono ricche di
fosfolipidi, principalmente fosfatidilcolina,
fosfatidilinositolo e fosfatidiletanolammina
(Fig. 1.5). La cardiolipina (difostatidilglicero-
lo), poco abbondante nella membrana plasma-
tica, ¢ predominante nella membrana mito-
condriale interna. Gli acidi grassi dei fostolipi-
di mitocondriali appartengono al tipo C16: O,
Cl6: 1, C18: 0, C18: 1. In aerobiosi predomi-
nano i residui insaturi. Quando le cellule ven-
gono coltivate in anaerobiosi, senza supple-
mento lipidico, i residui saturi a corta catena
diventano predominanti; la cardiolipina e la
fosfatidiletanolammina regrediscono, mentre
la percentuale di fosfatidilinositolo aumenta.
In aerobiosi la temperatura di crescita intlu-
isce sul tasso di insaturazione dei fosfolipidi,
che & tanto piu alto quanto piu bassa e la tem-
peratura.

Le membrane mitocondriali contengono
anche steroli, nonché numerose proteine ed
enzimi (Guerin, 1991).

Le due membrane, interna ed esterna, con-
tengono gli enzimi implicati nella sintesi dei
fosfolipidi e degli steroli. Questa attitudine
caratteristica dei mitocondri del lievito a sinte-
tizzare importanti quantita di lipidi non viene
limitata né da mutazioni di deficienza respira-
toria, né dalla repressione catabolica del glu-
COslo0.

La membrana esterna ¢ permeabile alla mag-
gior parte dei piccoli metaboliti provenien-
ti dal citosol, poiché contiene la porina, una
proteina transmembrana di 29 kDa, che forma
una sorta di canale; la porina & presente nei
mitocondri di tutti gli Eucarioti, nonché nella
membrana esterna dei batteri.

Lo spazio tra le due membrane contiene l'ade-
nilatochinasi, che assicura l'interconversione
di ATP, ADP e AMP.

La fosforilazione ossidativa ha luogo nella
membrana mitocondriale interna, mentre la
matrice ¢ il luogo in cui avvengono le reazioni
del ciclo degli acidi tricarbossilici e l'ossida-
zione degli acidi grassi.

La maggior parte delle proteine dei mito-
condri & codificata da geni del nucleo e sin-
tetizzata dai polisomi liberi del citoplasma.
Ma anche i mitocondri possiedono il proprio
apparato per la sintesi proteica. Infatti, ciascu-
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no di loro possiede una molecola circolare di
DNA a doppia elica di 75 kb e dei ribosomi. Il
DNAmt ¢ estremamente ricco di basi A (ade-
nina) e T (timina): esso contiene alcune decine
di geni codificanti, in particolare, per la sin-
tesi di certi pigmenti ed enzimi respiratori,
come il citocromo b, e diverse sub-unita della
citocromo ossidasi e del complesso ATP sin-
tetasi. Mutazioni che riguardano questi geni
possono comportare la resistenza del lievito
a certi inibitori mitocondriali specitici, come
l'oligomicina; tale proprieta viene sfruttata
per marcare geneticamente i ceppi di lieviti di
vinificazione. Alcuni mutanti mitocondriali,
con deficienze respiratorie, formano colonie
di piccole dimensioni su mezzo solido agariz-
zato; questi mutanti, chiamati «piccoli», non
vengono utilizzati in vinificazione, non fosse
altro che per I'impossibilita di produrli a livel-
lo industriale per via respiratoria.

1.5 Il nucleo

Di forma sferica, da 1 a 2 um di diametro, il
nucleo dei lieviti ¢ appena visibile in micro-
scopia ottica a contrasto di fase. E situato in
prossimita del vacuolo principale nelle cellule
non proliferanti. L'involucro nucleare, forma-
to da una doppia membrana collegata al RE, &
dotato di numerosi pori effimeri a ubicazione
mutevole, che permettono scambi di piccole
proteine tra il nucleo ed il citoplasma. Con-
trariamente a quanto avviene negli Eucarioti
superiori, l'involucro nucleare dei lieviti non
si disperde durante la mitosi. Per colorazione
specifica, si pud evidenziare nel nucleo una
parte basofila a forma di mezzaluna, il nucle-
olo, dove si svolge, come in tutti gli Eucarioti,
la sintesi degli RNA ribosomali. Il nucleo del
lievito, schematizzato (Williamson, 1991) in
tigura 1.10, presenta inoltre, durante la divi-
sione cellulare, un fuso mitotico rudimentale
(spindle) composto da microtubuli di tubuli-
na, alcuni discontinui ed altri continui; questi
ultimi sono tesi tra i due poli del fuso (spindle
pole bodies, SPB), costituiti da corpuscoli inclu-
si permanentemente nella membrana nucleare
e che corrispondono ai centrioli degli organi-
smi superiori. Dai poli del fuso partono anche
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SPB: polo del fuso; NUC: nucleolo; P: poro;
CHR: cromatina: CT: microtubuli continui: DCT:
microtubuli discontinui: CTM: microtubuli cito-
plasmatici.

Fig. 1.10 - Rappresentazione schematica del nucleo del lie-
vito (Williamson, 1991).

dei microtubuli citoplasmatici in direzione del
citoplasma.

La quantita di DNA nucleare del lievito, cir-
ca 14.000 kb in un ceppo aploide, & piccola se
si paragona a quella degli Eucarioti superiori.
Questa quantita rappresenta appena 3 volte
il genoma di Escherichia coli, ma il materia-
le genetico ¢ organizzato in veri cromosomi,
ciascuno dei quali contiene una sola moleco-
la di DNA lineare a doppia elica, associato a
proteine basiche, gli istoni, per formare la cro-
matina, nella quale si trovano delle unita di
ripetizione, i nucleosomi. A causa delle piccole
dimensioni e della scarsa condensazione, i cro-
mosomi del lievito non possono essere osser-
vatl in microscopia.

Lelettroforesi a campo pulsante (Carle e Olson,
1984; Schwartz e Cantor, 1984) permet-
te di separare in S. cerevisiae 16 cromosomi
di dimensioni comprese tra 200 e 2.000 kb.
Questa specie € caratterizzata da un gran poli-
mortfismo cromosomico; I'analisi dei cariotipi
¢ quindi uno dei principali criteri d’identifica-
zione dei ceppi di S. cerevisiae (1.9.3). Nel 1996
¢ stata determinata la sequenza completa del
DNA cromosomico di S. cerevisiae (S288C).
Questa comprende 6275 geni, il 23% dei quali
¢ in comune con il genoma umano (Gotteau et
al., 1996). Il genoma del ceppo diploide di lie-
vito del vino, EC 1118, & stato completamente
sequenziato nel 2009, evidenziando meccani-
smi di trasferimento di geni tra Saccharomyces



e non-Saccharomyces. Questi lavori mostrano
che il genoma del lievito enologico puo essere
costantemente rimodellato a causa dell’appor-
to di geni esogeni (Novo et al., 2009). Questa
conoscenza dettagliata del genoma del lievi-
to costituira un potente strumento, sia per la
comprensione a livello molecolare della fisio-
logia sia per la selezione ed il miglioramento
dei ceppi di viniticazione.

[ cromosomi del lievito contengono relativa-
mente poche sequenze ripetute e la maggior
parte dei geni non & presente che in una sola
copia in un genoma aploide. I geni degli RNA
ribosomali sono tuttavia altamente ripetitivi
(un centinaio di copie).

[l genoma di S. cerevisiae contiene anche degli
elementi trasponibili o trasposoni, come gli ele-
menti Ty. Questi ultimi sono costituiti da una
regione centrale € di 5,6 kb circondata da una
sequenza ripetuta chiamata sequenza & (0,25
kb). Le sequenze 0 sono suscettibili di ricom-
binarsi tra di loro, con la conseguente perdita
della regione centrale e di una sequenza 0. Le
sequenze 0 sono presenti in circa 100 copie nel
genoma del lievito. Gli elementi Ty coditicano
per particelle di un retrovirus non infettivo, che
contiene 'RNA messaggero dei Ty nonché una
trascrittasi inversa capace di copiare I'RNA in
DNA complementare. Questultimo pud rein-
serirsi in un sito qualunque del cromosoma.
Lescissione e l'inserzione aleatoria degli ele-
menti Ty nel genoma del lievito possono cosi
modificare i geni e giocare quindi un ruolo
importante nell’evoluzione dei ceppi.

Un solo plasmide, chiamato plasmide 2 um, &
stato identificato nel nucleo del lievito. Si trat-
ta di una molecola circolare di DNA contenen-
te 6 kb, presente in quantita di 50-100 copie
per cellula, di cui non e nota la funzione bio-
logica. In compenso & uno strumento molto
utile ai biologi molecolari che I'utilizzano per
costruire dei plasmidi artificiali e trastormare
geneticamente i ceppi di lievito.

1.6 Lariproduzione ed il ciclo
biologico dei lieviti

S. cerevisiae, come gli altri lieviti sporigeni
appartenenti alla classe degli Ascomiceti, &

1.6 La riproduzione ed il ciclo biologico dei lieviti

capace di moltiplicarsi, sia assesualmente per
via vegetativa, sia sessualmente formando del-
le ascospore. Per definizione, i lieviti apparte-
nenti alla classe dei Funghi Imperfetti non si
riproducono che per via vegetativa.

1.6.1 La moltiplicazione vegetativa

La maggior parte dei lieviti si moltiplica in
maniera vegetativa per gemmazione. Alcuni,
come le specie appartenenti al genere Schizo-
saccharomyces, si moltiplicano per divisione
binaria o scissione.

La figura 1.11 (Tuite e Oliver, 1991) fornisce
la rappresentazione schematica del ciclo vitale
di una cellula di Saccharomyces cerevisiae divi-
so nelle quattro fasi classiche: M, Gl, S, G2.
M corrisponde alla mitosi, G1 al periodo pre-
cedente la sintesi del DNA (S) e G2 al perio-
do prima della mitosi. Fin dall’insorgere della
gemma, all’inizio della fase S, si pud osserva-
re, in microscopia elettronica, lo sdoppiamen-
to del polo del fuso (SPB) nella membrana
nucleare, nel momento in cui alcuni microtu-
buli citoplasmatici si dirigono verso la gemma
nascente. Questi microtubuli guidano verosi-
milmente le numerose vescicole che appaiono
nella zona di gemmazione e che sono implicate
nel rimaneggiamento della parete. Mentre la
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M: mitosi; G1: periodo antecedente la sintesi
del DNA; S: sintesi del DNA; G2: periodo ante-
cedente la mitosi.

Fig. 1.11 - Ciclo cellulare di Saccharomyces cerevisiae (mol-
tiplicazione vegetativa) (Tuite e Oliver, 1991).
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gemma cresce, appaiono i microtubuli nucle-
ari discontinui; i pitt lunghi finiscono per for-
mare il fuso mitotico tra i due SPB. Al termine
della fase G2, il nucleo comincia ad estendersi
per penetrare nella gemma. Anche una parte
dei mitocondri passa nella gemma con alcuni
piccoli vacuoli, mentre all’altro polo della cel-
lula si forma un grosso vacuolo, la cui espan-
sione sembra spingere il nucleo nella gemma.
La mitosi propriamente detta & contraddistinta
dall’allungamento massimo del nucleo e dal-
la separazione della cellula madre dalla cel-
lula tiglia, dopo la costruzione della parete di
separazione e il deposito di un anello di chiti-
na sulla cicatrice di gemmazione della cellula
madre. Il movimento dei cromosomi nel corso
della mitosi e difficile da osservare nel lievito,
ma una connessione microtubulo-centromero
deve certamente guidare i cromosomi. Nel
mosto d’uva, la gemmazione dura da una a due
ore, di modo che nella fase di crescita attiva dei
lieviti durante la fermentazione. il numero di
cellule raddoppia in due ore.

1.6.2 Lariproduzione sessuale

Quando le cellule diploidi di lieviti sporige-
ni si trovano in un mezzo nutritivo ostile, per
esempio sprovvisto di zucchero fermentescibi-
le, povero in azoto e molto aerato, smettono di
moltiplicarsi ed alcune di esse si trastformano
in aschi, una sorta di sacchi con parete spessa
contenente ciascuno quattro ascospore aploidi
prodotte dalla divisione meiotica del nucleo.
[l succo d'uva ed il vino non sono adatti alla
sporulazione dei lieviti, che di norma non vi
e mai stata osservata. Tuttavia Mortimer et al.
(1994) hanno potuto constatare la sporulazio-
ne di certi ceppi di lieviti del vino anche su
mezzi ricchi di zuccheri. Anche noi abbiamo
spesso osservato degli aschi in colture «vec-
chie» su terreni di agar conservati per diver-
se settimane in frigorifero o a temperatura
ambiente (Fig. 1.12). Si ignorano tuttavia le
condizioni naturali nelle quali i lieviti selvag-
gi di vinificazione si riproducono mediante
spore e la tfrequenza di questo fenomeno. In
laboratorio i mezzi agarizzati o liquidi, tradi-
zionalmente utilizzati per indurre la sporula-
zione, sono a base di acetato di sodio (1%). In
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Fig. 1.12 - Fotografia di microscopia elettronica a scan-
sione di cellule di Saccharomyces cerevisiae mantenute per
diverse settimane su terreno agarizzato in presenza di zuc-
chero. Si osservano degli aschi contenenti ascospore (Foto-
grafia: M. Mercier, dipartimento di Microscopia Elettronica
dell'Universita di Bordeaux I).

S. cerevisiae, la capacita di sporulazione varia
molto a seconda del ceppo e non raramente
si trovano lieviti di vinificazione, sia selvaggi
che selezionati, in cui e difficile provocare la
sporulazione o le cui spore non sono vitali.

Lo svolgimento della meiosi nel lievito e negli
Eucarioti superiori (Fig. 1.13) presenta alcune
similitudini. Alcune ore dopo il trasferimen-
to di cellule vegetative diploidi nel mezzo di
sporulazione, si osserva, durante la fase S di
replicazione del DNA, uno sdoppiamento del
SPB. Contemporaneamente appare nel nucleo,
vicino al nucleolo, un corpo denso (DB) che
evolve in complessi sinaptonemici, strutture
che permettono l'appaiamento dei cromoso-
mi omologhi e la loro ricombinazione. Dopo
8 0 9 ore nel mezzo di sporulazione, i due SPB
si separano e si forma il fuso; questo stadio
corrisponde alla metatase I della meiosi, ma
1 cromosomi non sono visibili. Poi, mentre la
membrana nucleare rimane intatta, gli SPB si
sdoppiano. Nella metatase I1, un secondo fuso
mitotico si tende e si formano le pareti delle
ascospore. Lo stiramento dei fusi e lo sviluppo
della parete delle ascospore avvengono simul-
taneamente; gemme nucleari, citoplasma ed
organuli migrano nelle ascospore, le cui pareti
stanno finendo di formarsi; infine, quando la
divisione e completata, i fusi spariscono.
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SPB: poli del fuso; DB: corpo denso; SC: com-
plessi sinaptonemici; a: stato della cellula prima
della meiosi; b: sdoppiamento del SPB; ¢: com-
parsa dei complessi sinaptonemici; d: separazio-
ne dei SPB: e: costituzione del fuso (metafase |
della meiosi); f: sdoppiamento dei SPB; g: meta-
fase Il della meiosi: h: fine della meiosi: fermen-
tazione delle ascospore.

Fig. 1.13 - Svolgimento della meiosi in Saccharomyces cere-
visiae (Tuite e Oliver, 1991).

1.6 La riproduzione ed il ciclo biologico dei lieviti

Messe in condizioni favorevoli, cioé in mez-
zi nutritivi zuccherini, le ascospore germina-
no, rompono la parete dell'asco e cominciano
a moltiplicarsi. In S. cerevisiae le cellule aploi-
di presentano due tipi sessuali (mating types):
a e o. Lasco contiene cosi due ascospore a e
due ascospore o (Fig. 1.14). Le cellule di tipo
a (MAT a) producono il feromone sessuale a,
peptide di 12 amminoacidi, chiamato fattore
sessuale a. Allo stesso modo, quelle di tipo o
producono il fattore sessuale o, peptide di 13
amminoacidi. 1l fattore a, emesso dalle cellule
MAT a, blocca nella tase G1 la moltiplicazione
delle cellule MAT o; reciprocamente, il fattore
o prodotto dalle cellule o arresta il ciclo biolo-
gico delle cellule a. Cappaiamento sessuale ha
luogo tra due cellule di tipo sessuale opposto,
la cui agglutinazione permette la fusione cellu-
lare e nucleare, e mette in azione delle glicopro-
teine parietali, le agglutinine a e o. La cellula
diploide vegetativa formata (a/o) non puo piu
produrre feromoni sessuali ed & insensibile alla
loro azione; si moltiplica per gemmazione.

Cellula vegetativa
diploide

Fig. 1.14 - Ciclo di un
ceppo di lievito eterotal-
lico.

a: o tipi sessuali delle spore.
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