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Prefazione

Questa seconda edizione del libro di Microbiologia enologica dopo pochi anni dall’'uscita della prima riflette il
grande interesse che la ricerca e la innovazione nel settore enologico ha sviluppato sia a livello internazionale
sia nazionale in questi ultimi anni. Le nuove sfide per questa innovazione, cosi rapida, possono riassumersi
nella competizione internazionale per quanto riguarda il mercato, le nuove tecnologie di fermentazione e la
sostenibilita ambientale per ottenere vini eccellenti e anche nuovi prodotti che possano soddisfare le richieste
del consumatore.

Fino a circa quarant’anni fa, il contributo dei lieviti alla produzione di vino era considerato minoritario rispet-
to alle applicazioni tecnologiche. innovazione nei processi di vinificazione, tuttavia, si & realizzata di pari
passo con lo sviluppo della moderna microbiologia. Nel tempo e risultato evidente che la produzione di vini
di buona qualita & un processo complesso che vede il coinvolgimento di specie microbiche diverse, non solo
di lieviti, ma anche funghi, batteri lattici, batteri acetici. Saccharomyces cerevisiae rimane sempre il lievito con
le maggiori capacita fermentative che domina, nella maggior parte dei casi, tutte le fermentazioni naturali o
spontanee e fornisce le principali caratteristiche aromatiche al vino. Inoltre, & ormai generalmente accettato il
contributo di lieviti non-Saccharomyces alla diversita e complessita dei vini, in accordo con le ultime ricerche
scientifiche. Pertanto, questa nuova edizione si basa sull’aggiornamento della microbiologia enologica per
quanto riguarda I'ecologia microbica, la biochimica e la tecnologia di vinificazione. Inoltre sono stati aggiunti
tre nuovi capitoli, due riguardanti altre bevande alcoliche prodotte da S. cerevisiae (Cap. 14 e 15, grappa e
birra, rispettivamente). Questa scelta & stata fatta in quanto questo testo e ricco di informazioni sulle caratte-
ristiche generali dello sviluppo, metabolismo e fisiologia di Saccharomyces, la cui conoscenza rende pertanto
possibile e facile allargare I'argomento del testo dal vino fino alla birra. Tale approccio ¢ stato pensato per
favorire lo studio nelle Scuole di Enologia, Istituti Agrari e nei corsi di laurea di Viticoltura ed Enologia, anche
in accordo con le nuove tendenze del mercato.
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1 La fermentazione spontanea

Patrizia Romano e Angela Capece

1.1 Introduzione

Il semplice processo biochimico di conversione del
mosto d’uva in vino fu descritto da Louis Pasteur
nel 1872 come un processo attraverso il quale i lievi-
ti fermentano spontaneamente gli zuccheri dell’uva
a etanolo, anidride carbonica (CO,) ed altri metabo-
liti.

Gli studi successivi hanno evidenziato che in real-
ta si tratta di un processo molto pitt complesso, che
dipende, oltre che dalla composizione chimica del
mosto, dall’intervento simultaneo di microrganismi
fisiologicamente e biochimicamente differenti, rap-
presentati da lieviti, muffe, batteri (principalmente
lattici e acetici). Di tutti questi microrganismi, in
conseguenza delle caratteristiche chimico-fisiche del
mosto, i lieviti sono i principali responsabili della fer-
mentazione. Quindi, le fermentazioni alcoliche spon-
tanee sono quelle ottenute per mezzo dei lieviti gia
presenti sull'uva e/o nell’ambiente di vinificazione,
noti come lieviti naturali o indigeni. Tali microrga-
nismi vengono anche spesso indicati come lieviti sel-
vaggi, poiché non vengono sottoposti ad alcuna tec-
nica microbiologica di selezione e/o miglioramento.
In conseguenza di cio, & possibile concludere che
I’andamento fermentativo e il risultato del processo
sono dipendenti da tre fattori principali:

— composizione del mosto,
— corredo enzimatico dei lieviti,
— condizioni ambientali nelle quali i lieviti operano.

E necessario tuttavia precisare che durante il pro-
cesso di trasformazione del mosto in vino, sebbene
la fermentazione alcolica rappresenti ’evento fon-
damentale, si svolgono altre reazioni biochimiche,
che nel loro insieme vanno a costituire la cosiddetta
“fermentazione vinaria” e il cui contributo alla defi-
nizione delle caratteristiche organolettiche del vino
non e certamente trascurabile.

Un tempo il vino derivava esclusivamente dalla
fermentazione spontanea del microbiota naturale.
Diverse specie di lieviti trovate sulla superficie dei
grappoli d’uva e microrganismi indigeni associati
con le superfici di cantina partecipavano a questa
fermentazione spontanea. E certo che gli apiculati
e altri lieviti non-Saccharomyces erano sempre pre-
senti, assicurando cosi I'avvio della fermentazione
alcolica; cio che poteva avere un andamento poco
regolare era, invece, la seconda fase della fermenta-
zione, quella condotta da Saccharomyces cerevisiae.
Al termine della prima fase della fermentazione con-
dotta dagli apiculati si potevano dunque avere diver-
se situazioni:

—per la presenza di ceppi di Saccharomyces enolo-
gicamente validi, la fermentazione si completava
con 'esaurimento degli zuccheri;

—a causa della bassa temperatura e nonostante la
presenza di ottimi ceppi o, pitt semplicemente, per
la mancanza di ceppi dotati di elevato potere fer-
mentativo, la fermentazione non giungeva a termi-
ne, lasciando un residuo di zuccheri pitt 0 meno
abbondante;

—in un qualunque momento, si osservava lo svi-
luppo significativo anche di altri lieviti, quali
Schizosaccharomyces e Brettanomyces con risultati
indesiderati, a seguito della formazione di sostan-
ze aromatiche non gradevoli.

Il caso piu frequente era il secondo e cioe la pro-
duzione di un vino contenente ancora zuccheri fer-
mentescibili, instabile dal punto di vista microbio-
logico.

La vinificazione spontanea, malgrado l’eviden-
te imprevedibilita del suo esito finale e il rischio
dell’insorgenza di problemi di natura microbiologi-
ca, & oggi ancora assai diffusa, specialmente in Italia
e in particolare nella produzione di alcuni vini di
pregio. I sostenitori della vinificazione spontanea
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attribuiscono ai prodotti ottenuti per tale via una
forte distinzione stilistica, frutto di una maggiore
complessita di aroma, gusto e struttura, rispetto ai
prodotti ottenuti mediante inoculo di ceppi selezio-
nati, che, viceversa, sarebbero responsabili di un
“effetto appiattimento” delle differenze.

1.2 Origine dei lieviti vinari

Sebbene i lieviti siano abbondantemente diffusi in
natura, la loro distribuzione non & casuale, ma si
ritrovano in specifici habitat, dove le diverse specie
formano le comunita. Le diverse specie ritrovate in
un habitat possono essere classificate come “autoc-
tone” (ovvero le specie che costituiscono compo-
nenti essenziali di una comunita) o “alloctone” (le
specie che sono casualmente presenti). All'interno
delle comunita, la distribuzione delle specie ¢, inol-
tre, influenzata dalle cosiddette “nicchie”, ovvero
quei fattori fisici, chimici e biotici che permettono
ai lieviti di sopravvivere e svilupparsi. I lieviti ritro-
vati in nicchie differenti vengono definiti “generali-
sti” (nicchie estese), mentre quelli ritrovati in habitat
unici vengono definiti “specialisti” (nicchie limi-
tate). Nell’'ambiente vitivinicolo (habitat), la vigna
(superficie delle uve) e la cantina (superficie delle
attrezzature e mosto) possono essere considerate
nicchie specialistiche, dove i lieviti vinari formano
delle comunita ampiamente variabili in funzione di
numerosi parametri. Ad esempio, il grado di matu-
razione dell’acino o I'impiego di pesticidi influen-
zano la composizione del microbiota dell’uva, la
composizione del mosto d'uva influenza significati-
vamente i lieviti presenti nel mosto, mentre il livello
di igiene della cantina gioca un ruolo fondamentale
sulla composizione di questa “nicchia”.

In conclusione, due sono le fonti principali da cui
derivano i lieviti responsabili della fermentazione
spontanea: la vigna e la cantina.

1.3 llieviti dell’'uva

Lecologia microbica delle uve ¢ stata ampiamente
studiata, sebbene la sua composizione non sia anco-
ra completamente nota, a seguito dell’influenza
significativa da essa esercitata sulla qualita finale del
vino. Infatti, I'uva e la principale fonte di microrga-
nismi per la produzione di vino e si stima che sul-
la superficie dei grappoli la popolazione microbica
raggiunga valori di 10°-10° UFC/g, composta prin-
cipalmente da lieviti, ma anche da batteri e funghi
filamentosi.

2

In generale, la concentrazione cellulare dei lie-
viti riscontrati sugli acini immaturi e piuttosto
bassa (10-10° UFC/g), ma con il progredire del-
la maturazione la popolazione raggiunge 10*-10°
UFC/g. Sui grappoli immaturi predominano i gene-
ri Torulopsis, Cryptococcus, Rhodotorula e Candida,
oltre a Aureobasidium, Sporobolomyces, Filobasidium,
Rhodosporidium che sono presenti in generale nel
vigneto (suolo, foglie, corteccia). In alcuni casi, spe-
cie di Aureobasidium sono predominanti sulle uve,
e sono persistenti fino alla fase di raccolta. E molto
importante capire il ruolo svolto, nell’ambito dell’eco-
logia microbica del grappolo d’'uva, dalle specie di
Aureobasidium. Sebbene questi lieviti non abbiano
alcun ruolo in vinificazione, a causa della loro inca-
pacita di fermentare gli zuccheri e di sopravvivere
nel vino, essi costituiscono il “microbiota” residen-
te sui chicchi d'uva. La dominanza di Aureobasidum
pullulans sulla superficie delle uve ¢ stata correlata a
diversi fattori, come la resistenza di questo micror-
ganismo ai fungicidi, la capacita di svolgere azione
detossificante nei confronti del solfato di rame e la
capacita di competere con altri funghi. Infatti, & ben
nota l'attivita antagonistica svolta da A. pullulans
nei confronti di altri lieviti e funghi e questattivi-
ta potrebbe influenzare significativamente la popo-
lazione microbica delle uve. Inoltre, in diversi stu-
di e stato proposto I'impiego di questo lievito per
il controllo di microrganismi indesiderati, come
Aspergillus carbonarius, A. niger e Botrytis cinerea.

Sui grappoli maturi Hanseniaspora spp. (e la sua
forma imperfetta Kloeckera) e Metschnikowia
spp. sono i lieviti predominanti, rappresentan-
do il 50-75% circa della popolazione blastomi-
cetica totale. Numericamente meno prevalen-
ti di questi lieviti sono le specie di Candida (C.
zemplinina), Debaryomyces, Dekkera, Issatchenkia,
Kluyveromyces, Pichia, Rhodotorula, Saccharomycodes,
Schizosaccharomyces, Cryptococcus, Sporidiobolus,
Torulaspora e Zygosaccharomyces.

Il principale agente della fermentazione, S. cerevi-
siae, invece, ¢ assente o presente in concentrazioni
molto basse. Inoltre, sembra che il ceppo dominante
di S. cerevisiae in vigneto sia diverso ogni anno. Ed
¢ questo uno dei motivi per cui & scorretto pensare
che la fermentazione spontanea, in un dato territo-
rio, sia sistematicamente realizzata ogni anno dagli
stessi ceppi. In figura 1.1 sono riportati i risultati di
uno studio condotto sulla popolazione di lieviti S.
cerevisiae, isolati da uno stesso vigneto in successive
vendemmie. Solo per due vendemmie consecutive,
¢ stato ritrovato lo stesso ceppo come dominante,
mentre nella prima e nell’ultima vendemmia cam-
pionata sono stati ritrovati ceppi diversi di S. cere-
visiae.
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1.3.1 Fattori che influenzano la crescita
microbica sulla superficie degli acini
d'uva

I parametri che influenzano la composizione della
microflora epifitica delle uve sono numerosi, i prin-
cipali sono rappresentati dalle condizioni climati-
che, i trattamenti al vigneto e i fattori biotici.

Diversi studi riportano che la composizione della
popolazione microbica dipende da condizioni cli-
matiche, come la temperatura, I'esposizione ai rag-
gi UV, la pioggia, la luce solare e il vento. Bisogna
anche considerare le differenze microclimatiche esi-
stenti sia tra le diverse vigne che all’interno dello
stesso vigneto. Ad esempio, la posizione della pian-
ta all'interno della vigna determina delle differen-
ze nel livello d’irradiazione solare che raggiunge i
grappoli d’uva, influenzando non solo la presenza,
ma anche la prevalenza numerica di lieviti pigmen-
tati, come quelli appartenenti ai generi Rhodotorula,
Sporobolomyces e Rhodosporidium. Studi recenti han-
no dimostrato che la variabilita all’interno del vigne-
to svolge un ruolo significativo, e, talvolta maggiore,
delle differenze esistenti tra i diversi vigneti.
Sebbene siano disponibili dati scientifici, i risulta-
ti riportati sono spesso contrastanti. Alcuni studi
riportano che le piogge abbondanti determinano un
incremento della popolazione microbica del grap-
polo, probabilmente in seguito all’aumento della
disponibilita di nutrienti. Infatti, grazie ai feno-
meni di esosmosi, I'acqua presente sulle superfici
della pianta induce il rilascio di piccole quantita di
nutrienti e altre sostanze. Anche I'aumento di volu-
me dell’acino porta al rilascio di soluzione zuccheri-
na in seguito a lacerazioni e al distacco delle zone di
giunzione, come quella tra peduncolo e acino.

Al contrario, altre ricerche hanno trovato popolazio-
ni microbiche molto pitt basse (fino a 10 volte infe-
riori) in annate con abbondanti piogge, mentre altre
cariche microbiche elevate in stagioni calde e secche.
Le pratiche agronomiche (fertilizzazione, irriga-

zione e gestione del vigneto) e I'impiego di prodot-
ti chimici, quali fungicidi e insetticidi, influenza-
no sia il numero che la biodiversita del microbiota
delle uve, sebbene, anche in questo caso, i risultati
ottenuti non sono univoci. In genere, sembra che la
persistenza dei fungicidi sulle uve possa influenzare
negativamente ’ecologia delle comunita dei lieviti
coinvolti nella fermentazione.

Ricerche recenti, indirizzate a valutare le differenze
nella popolazione microbica delle uve provenienti
da sistemi di coltivazione convenzionali e biologici,
hanno dimostrato I'esistenza di una maggiore bio-
diversita in caso di coltivazione biologica, sia per S.
cerevisiae che per i lieviti non-Saccharomyces.

E ben noto che gli insetti influenzano il microbio-
ta dell'uva mediante diversi meccanismi. In primo
luogo, attaccando gli acini e causando la fuoriu-
scita del succo, determinano un incremento della
popolazione microbica. Inoltre, gli insetti (in par-
ticolare Drosophila o moscerino della frutta) fungo-
no anche da vettori di microrganismi, sia di lieviti
(apiculati, Candida stellata, Pichia membranifaciens,
Metschnikowia pulcherrima e altri) che batteri (latti-
ci ed acetici). Recentemente, nel becco e nella parte
iniziale del tratto digestivo di uccelli sono stati ritro-
vati diversi lieviti frequentemente associati alle uve,
come Hanseniaspora uvarum.

I meccanismi di interazione tra la popolazione
microbica residente sulle uve, quali la produzione di
tossine killer, sostanze ad attivita antibiotica e mole-
cole coinvolte nei meccanismi di quorum sensing,
sembrano influenzare la diversita di queste popo-
lazioni.

Altri fattori, quali la varieta e il grado di matura-
zione dell’uva; la posizione dell’acino nel grappo-
lo; lo spessore e la composizione dello strato ceroso
presente sugli acini influenzano la composizione del
microbiota delle uve.

La superficie dell’acino e ricoperta da uno strato di
pruina che incide sull’adesione dei microrganismi e
sulla loro capacita di colonizzare la superficie. Studi
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effettuati per valutare la distribuzione dei lieviti sul-
la superficie della bacca e nel grappolo hanno messo
in evidenza che la zona vicino al peduncolo costitu-
isce un substrato favorevole per i lieviti, e gli acini
che circondano quest’area ospitano una popolazione
da 10 a 100 volte piu alta di quella presente nella
parte centrale e inferiore del grappolo. Inoltre, ricer-
che condotte con l'ausilio del microscopio elettroni-
co a scansione hanno evidenziato che la concentra-
zione dei lieviti & maggiore in quelle zone dell’acino
dove il succo puo fuoriuscire pit facilmente.

Le attrezzature, i macchinari e i contenitori utiliz-
zati durante la raccolta dell'uva, non adeguatamente
puliti, possono rappresentare delle fonti e dei siti di
proliferazione di molte specie di lievito. Di conse-
guenza, i grappoli ed il succo possono essere conta-
minati prima di raggiungere le cantine.

1.3.2 Fattori che determinano
la predominanza di specie
non-Saccharomyces sugli acini d'uva

Non sono ancora del tutto note le ragioni per cui
alcune specie di lievito (ad esempio Hanseniaspora/
Kloeckera, Metschnikowia) siano predominanti sulle
uve, mentre altre (come S. cerevisiae) siano assenti
o ritrovate con frequenze molto basse. 1 fattori che
potrebbero spiegare la diversa frequenza delle specie
sono rappresentati da:

— compatibilita per fattori di tipo fisiologico e bio-
chimico delle diverse specie con la composizio-
ne chimica della superficie delle uve (ad esempio
I’adesione alla superficie delle uve e la capacita di
metabolizzare i composti presenti);

— tolleranza nei confronti di stress ambientali, come
la temperatura, I'irradiazione, la luce solare, la sic-
cita;

—tolleranza verso sostanze inibitorie di natura
chimica, provenienti dal grappolo stesso oppure
ritrovate in seguito all'impiego di composti chimi-
ci in agricoltura;

— fenomeni di interazione con altre specie (lieviti,
batteri e funghi filamentosi). Anche le interazioni
lievito-lievito potrebbero svolgere un ruolo impor-
tante, sebbene i meccanismi alla base di questo
tipo di interazione non siano stati finora chiariti.
Alcuni studi riportano che il lievito M. pulcherri-
ma, molto frequente sulle uve, svolge un’azione
inibitrice nei confronti di numerosi microrga-
nismi, quali funghi filamentosi, lieviti e batteri,
a seguito della produzione di un pigmento inso-
lubile (pulcherrimina), che impoverisce il mez-
zo di ferro. Studi recenti hanno dimostrato che
quest’attivita antimicrobica di M. pulcherrima non

viene esercitata su S. cerevisiae, probabilmente in
seguito alla presenza di fattori trascrizionali che
aumentano il livello di espressione dei geni regola-
tori per il ferro.

1.4 Lieviti del mosto d'uva

La composizione dei lieviti presenti nel mosto d’uva
¢ direttamente correlata al microbiota presente sulle
uve. Nonostante cio, nel mosto d’uva si ritrova un
numero di specie di lievito maggiore di quello soli-
tamente ritrovato sulle uve, a seguito del contributo
esercitato dalle specie di lievito presenti sulle attrez-
zature e nell’ambiente di cantina. Comunque, le
superfici di cantina svolgono un ruolo minore come
fonte di lieviti non-Saccharomyces rispetto alle uve
poiché su queste superfici S. cerevisiae rappresenta
il lievito dominante. Inoltre, le pratiche di sanitiz-
zazione utilizzate nelle moderne aziende vinico-
le dovrebbero mirare alla massima riduzione della
contaminazione del mosto ad opera della cosiddetta
“microflora residente della cantina”. In conseguen-
za di cio, nel mosto ci si aspetta di ritrovare, come
microflora dominante, la stessa presente sulle uve.

[ lieviti non-Saccharomyces presenti nel mosto e di
cui si parlera estesamente nel capitolo 7 possono
essere suddivisi in tre categorie principali:

— lieviti dotati di metabolismo ossidativo; tra que-
sti ricordiamo Pichia spp., Debaryomyces spp.,
Rhodotorula spp., Candida spp., M. pulcherrima e
Cryptococcus albidus;

—1i lieviti apiculati, caratterizzati da una debole atti-
vita fermentativa, come K. apiculata (H. uvarum);

— lieviti caratterizzati da metabolismo fermentativo,
come Kluyveromyces marxianus, Torulaspora spp. e
Zygosaccharomyces spp..

[ lieviti non-Saccharomyces isolati dalle super-
fici delle cantine appartengono alle specie
Wickerhamomyces anomalus, Pichia membranifaciens,
Candida spp., Cryptococcus spp. e, meno frequente-
mente, Rhodotorula spp., A. pullulans, Trichosporon
cutaneum, Debaryomyces hansenii, K. apiculata,
Zygosaccharomyces bailii e M. pulcherrima. Studi han-
no dimostrato che sia la quantita che la tipologia di
lieviti ritrovati sulle attrezzature di cantina sono cor-
relati alla tipologia di prodotti impiegati per la sani-
ficazione. E comunque importante sottolineare che
la sanificazione della cantina prima del conferimen-
to delle uve non elimina del tutto i lieviti presenti,
per cui questi lieviti “residenti” possono entrare a
far parte del processo di vinificazione. Alcuni di essi



(ad esempio Rhodotorula spp., Cryptococcus spp., D.
hansenii, A. pullulans) sono aerobi obbligati, per cui
non riescono a sviluppare durante la fermentazio-
ne. Altre specie, caratterizzate da un metabolismo
aerobico o da una debole attivita fermentativa (ad
esempio P. membranifaciens, W. anomalus e Candida
spp.) € ben noto che, se non vengono utilizzate pro-
cedure atte ad impedirne lo sviluppo (un livello di
solfitazione insufficiente), possono non solo prende-
re parte al processo fermentativo, ma anche deter-
minare delle alterazioni della qualita finale del vino
(formazione di film sulla superficie del vino finito).

Per quanto riguarda Saccharomyces, & ben noto che
sia sulle uve che sul mosto questi lieviti sono pre-
senti con cariche molto basse e in basse frequenza.

1.4.1 Fattori che influenzano il microbiota
indigeno del mosto d’'uva

11 mosto d’uva ¢ un mezzo nutritivo molto ricco e
adatto allo sviluppo dei lieviti in genere, poiché con-
tiene tutti gli elementi necessari alla crescita di que-
sti microrganismi e in forma utilizzabile (zuccheri
monosaccaridi facilmente fermentescibili, quali il
glucosio e il fruttosio, in quantita piuttosto eleva-
ta; fosfati, solfati, composti del potassio, del magne-
sio, del calcio; fattori di accrescimento, cioé vitami-
ne idrosolubili, quali la biotina, acido pantotenico,
piridossina, tiamina, ecc.). Nonostante questo sub-
strato costituisca un mezzo nutritivo relativamente
completo, alcune sue caratteristiche chimico-fisiche,
come il basso valore di pH (3-3,5), I'elevata concen-
trazione di zuccheri (rappresentati da una miscela
equimolare di glucosio e fruttosio) esercitano una
forte pressione selettiva sui microrganismi. Di con-
seguenza, solo poche specie di lieviti e batteri pos-
sono proliferare. Inoltre, 'aggiunta di anidride sol-
forosa svolge un'ulteriore azione selettiva, inibendo
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in particolar modo i microrganismi ossidativi inde-
siderati.

I fattori che influenzano la composizione del micro-
biota del mosto sono direttamente correlati a quelli
che influenzano il microbiota autoctono dell’uva e
della cantina; a questi fattori se ne aggiungono altri,
rappresentati da:

— il metodo di raccolta delle uve (manuale o mecca-
nica);

—il trasporto dell'uva dal vigneto alla cantina
(distanza/tempo, temperatura iniziale dell’uva,
temperatura atmosferica, aggiunta di solfiti);

— le caratteristiche iniziali dell'uva; in questo conte-
sto assumono notevole importanza le condizioni
in cui viene mantenuta I'uva prima della pigiatura
(tempo di sosta e temperatura a cui viene conser-
vata, eventuale aggiunta di solfiti);

—1i pretrattamenti che vengono effettuati sul mosto
(aerazione, trattamento con enzimi, addizione di
solfito, metodo di chiarificazione, temperatura,
inoculo di colture starter).

1.5 Evoluzione dei lieviti nella
fermentazione spontanea
La trasformazione del mosto in vino & un proces-
so polimicrobico in cui le diverse specie di lievito,
presenti prima sull’'uva e poi nel mosto si sviluppa-
no contemporaneamente o si susseguono durante il
processo fermentativo. La figura 1.2 riporta imma-
gini al microscopio di un campione di mosto nel-
le prime fasi della fermentazione spontanea, da cui
si nota la presenza di lieviti con diverse morfologie
cellulari.

La conoscenza dell’evoluzione dei lieviti nel corso

Figura 1.2 - Immagini al microscopio di cellule di lievito presenti in un campione di mosto in fermentazione (fase iniziale).
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della fermentazione alcolica ¢ importante per il con-
trollo della fermentazione stessa e per garantire un
prodotto finito di qualita.

Ecologicamente l'intero processo prevede lo svilup-
po sequencziale di alcune specie di lieviti, che ver-
ranno man mano sostituite con altre pit adatte alle
condizioni che si vanno creando, fino a quando non
saranno raggiunte delle condizioni tali da permette-
re lo sviluppo solo di poche specie, in prevalenza S.
cerevisiae.

Nelle prime fasi della fermentazione alcolica pre-
dominano lieviti caratterizzati da una debole atti-
vita fermentativa, appartenenti ai generi Candida,
Hanseniaspora, Pichia, Rhodotorula, Issatchenkia e
Kluyveromyces. Nella maggior parte dei casi, i lieviti
apiculati (H. uvarum) e C. stellata sono quelli ritro-
vati con maggior frequenza all'inizio della fermen-
tazione. In figura 1.3 si osserva I'evoluzione delle
specie H. uvarum, C. stellata e S. cerevisiae durante
la fermentazione spontanea di mosto Nero d’Avola.
Come atteso, con il procedere della fermentazione
si assiste alla diminuzione dei lieviti non-Saccha-
romyces, con la predominanza di S. cerevisiae al ter-
mine del processo.

In alcuni casi, quali fermentazioni condotte utiliz-
zando mosto con un’elevata concentrazione zucche-
rina (situazione che si puo verificare nel caso siano
impiegate uve molto mature), altri lieviti apiculati,
come Hanseniaspora osmophila, sono risultati preva-
lenti su H. uvarum e C. stellata.

In questa fase, queste specie di lievito hanno utiliz-
zato parte degli zuccheri ed aminoacidi del mosto,
in quantita sufficienti per produrre una serie di
composti secondari, che influenzano fortemente la
qualita finale del vino. I lieviti non-Saccharomyces
contribuiscono in maniera significativa alla fermen-
tazione, dal momento che essi raggiungono popo-
lazioni superiori a 10°-10" cellule/ml. Si pensa che
queste alte popolazioni influenzino la composizione
del vino cosi come lo sviluppo di Saccharomyces, dal
momento che i cambiamenti chimici del vino pro-
dotti dai lieviti non-Saccharomyces influenzano sia
la cinetica di crescita che il metabolismo dei lieviti
Saccharomyces.

Con l'aumento della concentrazione alcolica nel
mosto in fermentazione, le condizioni ambienta-
li diventano progressivamente piul restrittive per lo
sviluppo dei lieviti non-Saccharomyces, consenten-

2° giorno

B H. uvarum M C. stellata 1S, cerevisiae

6° giorno

B H. uvarum B C. stellata 1 S, cerevisiae

30%

10° giorno

B H. uvarum B C. stellata 'S, cerevisiae

15° giorno

B H. uvarum B C. stellata 'S, cerevisiae

Figura 1.3 - Evoluzione delle specie Hanseniaspora uvarum, Candida stellata e Saccharomyces cerevisiae durante la fermentazione spontanea

di mosto Nero d’Avola.
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do in tal modo ai lieviti Saccharomyces, dotati di un
maggiore potere alcoligeno, di prendere il soprav-
vento e di portare a termine il processo fermentati-
vo. I lieviti pitt alcoligeni sono quelli sporigeni e fra
questi, in particolare, i ceppi vinari della specie S.
cerevisiae, che per la maggior parte esibiscono potere
fermentativo superiore a 14% di etanolo.

Oltre a S. cerevisiae, poche altre specie hanno la pos-
sibilita di intervenire nelle ultime fasi della fermen-
tazione e in quelle centrali, in quanto dotate di un
discreto potere alcoligeno; si tratta di Torulaspora
delbrueckii e Z. bailii e varie specie del genere
Schizosaccharomyces (Schiz. pombe, Schiz. japonicus).
Inoltre, & stato dimostrato da diversi autori che C.
stellata puo tollerare una concentrazione di etanolo
fino al 12%, fattore che spiega la significativa parte-
cipazione di questa specie al processo fermentativo.
Altri lieviti non rari, ma il cui intervento ¢ del tut-
to marginale, sono rappresentati da Saccharomycodes
ludwigii, M. pulcherrima e alcune specie del genere
Brettanomyces.

Al termine della fermentazione poi, se non viene
impedito in qualche modo il contatto con I'aria, &
inevitabile lo sviluppo dei lieviti della fioretta, rap-
presentati principalmente da P. membranifaciens e
Candida vini; questi, come ¢ ben noto, sono privi
di attivita fermentativa, formano veli superficiali
spessi e fragili, si moltiplicano respirando I’alcol
etilico e provocano una netta diminuzione del gra-
do alcolico.

Bisogna sottolineare che durante la fermentazione
si assiste ad uno sviluppo sequenziale non solo di
diverse specie di lievito, ma anche, all’interno del-
le varie specie, di diversi ceppi. Questo sviluppo
sequenziale di diversi ceppi & stato messo in evi-
denza grazie alla disponibilita di tecniche moleco-
lari, che permettono di differenziare e riconoscere
i diversi ceppi. Infatti, in una singola fermentazio-
ne sono stati ritrovati fino a dieci ed oltre ceppi di

S. cerevisiae. La figura 1.4 evidenzia l'esistenza di
ceppi diversi di S. cerevisiae nelle diverse fasi di una
fermentazione spontanea, con la comparsa di ceppi
diversi nelle fasi finali della fermentazione. Risultati
simili sono stati riscontrati anche per alcune specie
di lieviti non-Saccharomyces.

Laumento della concentrazione di etanolo durante
la fermentazione alcolica & uno dei fattori principa-
li che determina lo sviluppo sequenziale dei diver-
si ceppi appartenenti alla stessa specie. Esiste una
notevole variabilita nel livello di tolleranza all’eta-
nolo tra ceppi di S. cerevisiae (Fig. 1.5), cosi come
anche tra specie non-Saccharomyces, i ceppi caratte-
rizzati dal maggior livello di tolleranza all’etanolo
¢ molto probabile che predominino nelle fasi finali
della fermentazione alcolica, piuttosto che all’inizio
del processo.

11 quadro microbiologico sopra delineato presenta,
in realta, innumerevoli varianti, soprattutto sotto il
profilo quantitativo, in quanto lo sviluppo e attivi-
ta di ogni specie dipendono da numerosi fattori di
natura chimica, fisica e biologica, che interagisco-
no tra loro. E dunque facile intuire che la tipologia
delle specie presenti e la loro abbondanza all’inizio
del processo fermentativo, la cinetica di crescita,
lentita dello sviluppo e la persistenza di ciascuna
popolazione siano tutti elementi in grado di incide-
re, anche fortemente, sulle caratteristiche organolet-
tiche del prodotto finale.

1.5.1 Fattori che influenzano I'evoluzione
dei lieviti in vinificazione

I fattori che influenzano la presenza e lo sviluppo
dei lieviti durante la fermentazione alcolica sono
numerosi. Tra questi ricordiamo la composizione
iniziale della popolazione e la variabilita di specie,
presenti nel mosto d’uva; I'inoculo del mosto con
colture starter selezionate; la composizione chimica
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18 Figura 1.5 - Tolleranza all'etanolo (%
v/v) in ceppi indigeni di Saccharomyces
cerevisiae.

del mosto (presenza di residui di fungicidi/pestici-
di); parametri correlati alla tecnologia di vinificazio-
ne, tra cui aggiunta di anidride solforosa e la tem-
peratura di vinificazione, le interazioni esistenti tra i
lieviti, sia tra le diverse specie che tra i diversi ceppi.

— fattori di natura chimica: nutrienti, zuccheri, ani-
dride solforosa, composti dell’azoto, ossigeno,
vitamine, elementi minerali, acidi organici, meta-
boliti, etanolo, CO,, acidi organici;

—fattori di natura fisica: temperatura, pressione

Le caratteristiche tecnologiche sono alla base del
meccanismo di successione dei diversi generi, ma
anche delle specie e dei ceppi di lievito. Va rilevato
che i lieviti vinari delle diverse specie sono dotati
delle stesse caratteristiche, ma cio che li differenzia
in modo sostanziale ¢ il livello di espressione dello
stesso parametro.

In dettaglio, i fattori che influenzano ’evoluzione
dei lieviti in vinificazione possono essere cosi sud-

osmotica;

—fattori di natura biologica: composizione della
popolazione iniziale, interazioni con altri micror-
ganismi.

La tabella 1.1 riassume la distribuzione dei diversi
lieviti dell’'uva e della fermentazione spontanea, con
indicazione dei gruppi principali coinvolti e dei fat-

divisi: tori che ne influenzano I'evoluzione.
Tabella 1.1 - Lieviti dell'uva e della fermentazione spon-
tanea: gruppi principali e fattori che ne influenzano l'evo-
luzione.

Habitat Principali lieviti presenti : Fattori principali ]
R R P I R R P R R R I P i
: Grappolo : Torulopsis, Cryptococcus, Rhodotorula, Candi- : Condizioni climatiche, trattamenti al vigne- :
] : da, Aureobasidium, Sporobolomyces, Filobasi- : to, fattori biotici (insetti, interazioni tra:
j : dium, Rhodosporidium, Hanseniaspora, Metsch- : popolazioni microbiche), grado di matura- :
j : nikowia, Debaryomyces, Dekkera, Issatchenkia, : zione dell’uva, posizione dell’acino, igiene :
; : Kluyveromyces, Pichia, Saccharomycodes, Schi- : delle attrezzature di raccolta. :
] : zosaccharomyces, Sporidiobolus, Torulaspora, :

3 : Zygosaccharomyces :
* Mosto d’'uva : Hanseniaspora, Pichia, Debaryomyces, Rhodo- : Metodo di raccolta delle uve, trasporto§
i : torula, Candida, Cryptococcus, Kluyveromyces, : dell'uva, caratteristiche iniziali dell'uva, pre- :
: Torulaspora, Zygosaccharomyces, Metschnikowia : trattamenti al mosto (aerazione, trattamento :
: : con enzimi, addizione di solfiti, metodo di :
: chiarificazione, temperatura, inoculo di col- :
! ture starter). ]
Fermentazione : Candida, Hanseniaspora, Pichia, Rhodotorula, : Fattori di natura chimica: nutrienti, anidri- :
! spontanea : Issatchenkia, Kluyveromyces, Saccharomyces, : de solforosa, ossigeno, acidi organici, meta- :

: Torulaspora, Zygosaccharomyces, Schizosaccha- : boliti, etanolo, anidride carbonica. :
: romyces : Fattori di natura fisica: temperatura, pres- :
: : sione osmotica. :
: Fattori di natura biologica: composizione :
: della popolazione iniziale, interazioni con :
: altri microrganismi. :




1.5.1.1 Fattori di natura chimica

Etanolo. La dinamica di popolazione nella fermen-
tazione spontanea ha come carattere tecnologico
selettivo principale I’alcol-tolleranza; infatti, & lar-
gamente riconosciuto che la successione dei lieviti
che si sviluppano nel corso della fermentazione e
fortemente correlata alla bassa tolleranza all’etanolo
dei lieviti non-Saccharomyces. La produzione di eta-
nolo da parte delle diverse specie vinarie ¢ molto
variabile ed & legata principalmente alla loro tolle-
ranza nei confronti di questo composto. La produ-
zione di etanolo ad opera di S. cerevisiae ¢ il fattore
principale che condiziona lo sviluppo e I'influenza
dei lieviti non-Saccharomyces durante la fermenta-
zione. In genere, le specie di Hanseniaspora, Candida,
Pichia, Kluyveromyces, Metschnikowia e Issatchenkia,
predominanti nel mosto d'uva, non sono in grado
di tollerare concentrazioni di etanolo superiori al
5-7%, per cui non riescono a sviluppare nelle fasi
centrali e finali della fermentazione, quando la con-
centrazione di etanolo supera questi livelli. Sembra
che le basse temperature diminuiscano la sensibilita
di queste specie all’etanolo, per cui, in fermentazio-
ni vinarie condotte a temperature inferiori a 15-20
°C (10-15 °Q) le specie di Hanseniaspora e Candida
potrebbero influenzare maggiormente il processo
fermentativo. In queste condizioni, infatti, queste
specie possono essere ritrovate anche al termine del-
la fermentazione, insieme a S. cerevisiae, esercitando
cosl un’importante influenza sull’aroma del vino.

Ossigeno. Un altro parametro che svolge un ruolo
di primaria importanza nell’evoluzione delle diver-
se specie di lievito & rappresentato dall’ossigeno.
Durante la fermentazione alcolica del vino, nel mosto
vengono a crearsi condizioni di bassissime concen-
trazioni di ossigeno. Alcuni studi hanno dimostrato
che S. cerevisiae ¢ in grado di svilupparsi rapidamen-
te anche in condizioni anaerobie, mentre altre specie,
come Hanseniaspora e Torulaspora, crescono molto
lentamente in assenza di ossigeno. Tali eviden-
ze hanno portato a pensare che la successione dei
lieviti durante la fermentazione sia correlata, oltre
che alla bassa resistenza all’etanolo dei lieviti non-
Saccharomyces, anche alla scarsa tolleranza mostrata
da questi lieviti nei confronti delle basse concentra-
zioni di ossigeno, presenti nel mezzo di crescita. La
rimozione di ossigeno dal mosto in fermentazione,
dovuta al vigoroso sviluppo di S. cerevisiae, potreb-
be contribuire alla rapida scomparsa dei lieviti
non-Saccharomyces. Questa ipotesi sarebbe, inoltre,
supportata da risultati ottenuti da fermentazioni
allestite inoculando il mosto con una coltura starter
mista di Hanseniaspora valbyensis e S. cerevisiae. Tali
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studi hanno dimostrato che, durante la fermenta-
zione mista, l'ossigeno ¢ in grado di incrementare il
periodo di coesistenza fra H. valbyensis e S. cerevisiae,
riducendo la velocita di morte di H. valbyensis.

Anidride solforosa (SO,). La composizione del
microbiota presente durante la fermentazione spon-
tanea puo essere controllata mediante I'aggiunta di
SO, al mosto d’uva. La SO, ¢ un composto altamen-
te tossico per la maggior parte dei lieviti non-Saccha-
romyces presenti nelle fasi iniziali della fermentazio-
ne, mentre la tolleranza di S. cerevisiae nei confron-
ti di questo composto & piuttosto elevata. Il livello
di sensibilita delle diverse specie a questa sostan-
za antimicrobica e abbastanza variabile. In genere,
H. uvarum viene inibita da concentrazioni inferiori
a 5 mg/l di SO, libera, mentre specie di Candida e
Zygosaccharomyces possono tollerare concentrazioni
fino a dieci volte maggiori di questa.

Composti dell’azoto. Al contrario degli zuccheri,
le sostanze azotate sono presenti in quantita estre-
mamente variabile, in funzione di fattori legati
all’'ambiente, al vitigno, alla conduzione del vigne-
to e alla tecnologia di ammostatura e di eventuale
chiarifica del mosto. Frequentemente il contenuto
in azoto del mosto ¢ insufficiente a sostenere il fab-
bisogno delle cellule di lievito. L'azoto & indispensa-
bile in alcuni fondamentali processi biosintetici, in
particolar modo durante la moltiplicazione cellulare
e la biosintesi di proteine in cellule non in attiva cre-
scita (vedi capitolo 4). La carenza di azoto & un fat-
tore limitante che induce un prematuro arresto del-
la moltiplicazione e della fermentazione, in seguito
all’arresto del trasporto degli zuccheri attraverso
la membrana cellulare, per cui & necessario tener
conto del reale fabbisogno del lievito ed effettuare
eventuali integrazioni, che devono essere calibrate,
sia in termini quantitativi che qualitativi, per evitare
inconvenienti quali:

— produzione di sostanze indesiderate (come il car-
bammato di etile);

—un’eccessiva accelerazione della fermentazione
nelle fasi precoci, con rischio di rallentamento
nelle fasi tardive.

Nutrienti. La disponibilita di nutrienti, o la loro
carenza, rappresentano fattori che possono influen-
zare I’ecologia dei lieviti durante la fermentazione,
poiché alcuni lieviti possono produrre o utilizzare
sostanze nutritive che sono fondamentali per lo svi-
luppo di altri lieviti. I lieviti non-Saccharomyces che
sviluppano nelle prime fasi della fermentazione pos-
sono utilizzare gli aminoacidi e le vitamine presenti
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nel mosto d'uva, determinando un impoverimento
del mezzo di fermentazione, che potrebbe rallentare
il successivo sviluppo di S. cerevisiae. Diversi stu-
di riportano che K. apiculata consuma la tiamina e
altri micronutrienti presenti nel mosto d’'uva, cau-
sando un rallentamento nello sviluppo di S. cerevi-
siae. Al contrario, l'attivita proteolitica di cui sono
in possesso alcune specie non-Saccharomyces, come
K. apiculata e M. pulcherrima, puo rendere disponi-
bili nel mosto alcuni aminoacidi, che possono essere
utilizzati da S. cerevisiae. La morte di questi lieviti
nelle prime fasi di fermentazione, seguita dalla loro
attivita di autolisi, rappresentano un'ulteriore fonte
di sostanze nutritive per lo sviluppo di S. cerevisiae e
dei lieviti contaminanti del vino.

Elementi minerali. Il fosforo & normalmente assi-
milato sotto forma di fosfati e generalmente e pre-
sente nei mosti d'uva in quantita sufficiente; comun-
que, un apporto in fosfati determina un incremento
dell’attivita fermentativa. Altro elemento importante
e il potassio, che, se presente in quantita adeguate,
puo dare origine a cellule con una migliore vitalita
e una maggior resistenza all’etanolo, mentre la sua
carenza, associata a un basso pH, causa arresti di
fermentazione. Il magnesio svolge un ruolo centrale
nel catabolismo degli zuccheri, & necessario per la
crescita cellulare e incrementa la produzione di eta-
nolo. Inoltre, migliora la vitalita e la resistenza del-
le cellule a condizioni di stress ambientali (elevate
concentrazioni di etanolo, pressione osmotica, alte
temperature, azione tossica di metalli pesanti).

I microelementi (zinco, manganese, rame) sono
importanti come cofattori di enzimi, mentre ad alte
concentrazioni possono risultare tossici.

Anidride carbonica (CO,). E un gas particolarmen-
te solubile nelle soluzioni acquose per cui nel corso
della vinificazione si osserva una rapida saturazio-
ne del mosto in fermentazione. Lo sviluppo di CO,
inibisce il dissolvimento nel mosto dell’ossigeno
dell’aria, causando il rapido instaurarsi della con-
dizione di anaerobiosi gia ad inizio fermentazione.
Nelle fasi finali del processo (produzione lenta di
CO,), si osserva un aumento dell’ossigeno disciolto.
Durante il processo di fermentazione, una sovrasa-
turazione (anche minima) di CO, induce nei lieviti:

— inibizione della crescita cellulare;

— perdita di vitalita;

— diminuzione del tasso di fermentazione.
1.5.1.2 Fattori di natura fisica

Temperatura. 1l tasso di crescita dei lieviti aumen-
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ta all’aumentare della temperatura fino a circa 30
°C, dopodiché si osserva una brusca inversione di
tendenza e a circa 35 °C si verifica il blocco delle
divisioni cellulari. In fermentazione, all’aumentare
della temperatura il processo & piu rapido, ma oltre
i35 °Csi ha:

— rallentamento della fermentazione;

— riduzione della concentrazione di etanolo prodotto;

— aumento della concentrazione di metaboliti secon-
dari (glicerolo, in particolare).

La temperatura, insieme con I'aggiunta di SO,, rap-
presentano i due fattori che influenzano maggior-
mente l'attivita dei lieviti non-Saccharomyces. Alcuni
di questi lieviti sono inibiti a temperature superiori
a 25 °C, per cui la diminuzione della temperatura
puo determinare una maggiore partecipazione delle
specie non-Saccharomyces, quali ad esempio K. api-
culata che fermenta meglio a 10 °C, anziché a 25
°C. Il maggiore contributo di questi lieviti al pro-
cesso fermentativo influenzera, di conseguenza, la
concentrazione di composti aromatici, con notevole
impatto sulla qualita finale del vino.

Pressione osmotica. La concentrazione degli zuc-
cheri fermentescibili del mosto d'uva & compresa tra
125 e 250 g/1. La concentrazione iniziale di glucosio
e fruttosio influenza la composizione della popola-
zione di lieviti che sviluppa durante la fermentazio-
ne. In seguito ai cambiamenti climatici, si & osser-
vato un aumento della concentrazione di glucosio e
fruttosio del mosto. Mosti con concentrazioni zuc-
cherine elevate causano fermentazioni stentate o che
non vengono portate a termine, con produzione di
vino contenente un residuo zuccherino, a causa del-
lo stress iperosmotico a cui sono sottoposte le cellule
in queste condizioni.

1.5.1.3 Fattori di natura biologica

Composizione della popolazione iniziale. Un
altro fattore che influisce sull’andamento della fer-
mentazione spontanea ¢ il rapporto numerico esi-
stente, al momento del riempimento finale dei
vasi vinari, tra lieviti non-Saccharomyces e lieviti
Saccharomyces. Tale parametro influenza principal-
mente la durata dell’intervallo di tempo necessario
ai lieviti Saccharomyces per assumere il controllo del-
la fermentazione e diventare dominanti. Tale inter-
vallo risultera tanto maggiore quanto pitt elevato
e il rapporto fra lieviti non-Saccharomyces e lieviti
Saccharomyces.

Tra i fattori che influenzano la percentuale di
dominanza tra Saccharomyces e non-Saccharomyces,



la tipologia di cantina potrebbe giocare un ruolo
importante. Infatti, in uno studio condotto analiz-
zando per sei anni consecutivi I'evoluzione della
popolazione di lieviti durante fermentazioni vina-
rie condotte in una cantina di nuova costruzio-
ne, ¢ stata osservata una variazione nella compo-
sizione della flora microbica nel corso degli anni.
Nelle prime 3-4 vendemmie, le specie non-Saccha-
romyces sopravvivevano per 2-6 giorni, riuscendo
a competere con i ceppi di Saccharomyces. Dopo
la quarta vendemmia, la presenza dei lieviti non-
Saccharomyces si era significativamente ridotta e la
loro dominanza era limitata solo ai primi giorni
di fermentazione. Secondo gli autori dello studio,
le motivazioni per spiegare queste variazioni sono
molteplici. Innanzitutto, si trattava di una canti-
na di nuova costruzione, per cui nei primi anni in
cui e stato condotto lo studio né in cantina né sul-
le attrezzature impiegate era presente la cosiddetta
“microflora residente”, costituita da quei microrga-
nismi che dopo diverse vendemmie e, quindi fer-
mentazioni, permangono sia sulle attrezzature che
sulle pareti della cantina, adattandosi all’ambiente.
Tra questa microflora residente, predominano ceppi
diversi di Saccharomyces, che prendono il soprav-
vento sul microbiota del mosto d’uva, avviando e
guidando il processo fermentativo. In secondo luo-
go, nelle diverse vendemmie in cantina erano sta-
ti utilizzati come starter diversi ceppi commerciali
di Saccharomyces. E ben noto che gli starter sono
ceppi selezionati, ben adattati alle condizioni di
vinificazione, per cui la presenza di questi ceppi
selezionati che permangono in cantina da un anno
all’altro potrebbe spiegare la rapida predominan-
za di Saccharomyces sui lieviti non-Saccharomyces,
osservata dopo il quarto anno. In conclusione, la
presenza di ceppi di Saccharomyces, sia indigeni che
commerciali, residenti nell’ambiente di cantina,
potrebbe spiegare la rapida predominanza di que-
sti lieviti gia dalle prime fasi della fermentazione,
osservata a partire dalla quarta vendemmia.

Interazioni con altri microrganismi. Lo sviluppo
di diverse specie di lieviti durante la fermentazio-
ne alcolica spontanea ¢ modulato dalle interazioni
che si possono instaurare tra i diversi microrganismi
(batteri e lieviti).

Per quanto riguarda l'interazione lieviti-batteri,
I’elevata competitivita dei lieviti nel mosto d’uva
determina 'inibizione quasi completa della crescita
batterica durante la fermentazione. Durante la fase
stazionaria dei lieviti, a seguito dell’ impoverimento
nutrizionale del fermentato e all’accumulo di meta-
boliti tossici, come etanolo e acidi grassi a media
catena, si potrebbero verificare dei problemi dovuti

1.5 Evoluzione dei lieviti nella fermentazione spontanea

allo sviluppo dei batteri. Inoltre, lo sviluppo dei bat-
teri e stimolato dalla lisi delle cellule di lievito, con
liberazione di fattori nutrizionali utili per i batteri,
come vitamine e sostanze azotate.

In questo caso, in assenza di fattori per il control-
lo dei batteri (basso pH, SO, o, nel caso dei batte-
ri aerobi come i batteri acetici, I’anaerobiosi), ci
potrebbe essere sopravvento dei batteri ed inibizio-
ne dei lieviti, con arresto o rallentamento della fer-
mentazione e accelerazione della fase di morte dei
lieviti.

Nel caso di elevata concentrazione di batteri nel
mosto, ci potrebbe essere I'inibizione sui lieviti
anche in fase di crescita. Va rilevato che diversi bat-
teri (acetici, batteri contaminanti) producono fattori
di inibizione del lievito.

Durante la fermentazione i lieviti producono alcuni
composti che possono svolgere un’azione inibitrice
nei confronti di altre specie o altri ceppi di lievito.
Oltre all’etanolo, altri metaboliti come gli acidi gras-
si a catena corta o media (tra cui gli acidi acetico,
esanoico, ottanoico e decanoico) possono raggiun-
gere concentrazioni tali da determinare la morte
cellulare di alcune specie di lievito, tra cui anche
alcuni ceppi di S. cerevisiae. Altri composti prodotti
dai lieviti ad attivita antimicrobica sono rappresen-
tati da proteine, glicoproteine, acido acetico, acetal-
deide, SO,, tossine killer. Infatti, un altro meccani-
smo di inibizione che si puo verificare durante la
fermentazione vinaria e la cosiddetta attivita killer
dei lieviti. Questo fenomeno & dovuto alla produzio-
ne di specifiche glicoproteine extracellulari da parte
di alcuni ceppi di lievito (detti ceppi killer) in gra-
do di causare la morte di altri ceppi di lievito (detti
ceppi sensibili). Ceppi in possesso dell’attivita killer
sono stati identificati all'interno di diversi generi di
lieviti associati alla vinificazione, tra cui ricordia-
mo Saccharomyces, Hanseniaspora, Pichia, Candida,
Kluyveromyces, Zygosaccharomyces, Metschnikowia
e Cryptococcus. Benché sia ampiamente dimostrato
che molti parametri tecnologici correlati al processo
di vinificazione possono influenzare I'espressione
dei fenotipi correlati all’attivita killer o alla sensibili-
ta alla proteine killer, numerosi dati confermano che
questi fenomeni esercitano una notevole influenza
sull’evoluzione delle specie, e dei ceppi, di lievito
durante la fermentazione. Ceppi killer di S. cerevi-
siae a volte sono risultati dominanti al termine del
processo fermentativo, suggerendo che essi hanno
esercitato la loro attivita killer nei confronti degli
altri lieviti, portando a termine la fermentazione
(vedi par. 2.8 e 7.5).

Mentre ognuno di questi singoli fattori di inibizione
puo avere un’influenza variabile sullo sviluppo dei
lieviti, la loro combinazione e soprattutto i mecca-
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nismi di interazione sinergica, possono svolgere un
importante ruolo nell’inibizione di alcuni lieviti.
Alcuni studi riportano che altri fenomeni di intera-
zione che influenzano la composizione del micro-
biota presente nella fermentazione spontanea del
mosto d’uva sono dovuti alla presenza di moleco-
le correlate ai fenomeni di quorum sensing. Questo
meccanismo, che e stato ampiamente studiato nel-
le comunita batteriche, dove le cellule microbiche
comunicano tra di loro e sono in grado di adatta-
re la crescita della popolazione microbica, sembra
che giochi un ruolo fondamentale anche nelle inte-
razioni tra i lieviti durante la fermentazione vina-
ria. Sebbene sia stato ritrovato che nei lieviti alcune
molecole, come 'acetaldeide e i cationi ammonio,
siano coinvolte nei meccanismi di comunicazione
tra i lieviti, sono necessarie ulteriori ricerche per
chiarire il loro ruolo durante la fermentazione alco-
lica del mosto.

Recentemente & stato ritrovato che anche i mecca-
nismi legati al contatto “cellula-cellula” sarebbero
coinvolti nelle interazioni tra lieviti. Infatti, alcuni
studiosi hanno ritrovato che concentrazioni elevate
di cellule vitali di S. cerevisiae potrebbero svolgere
un’azione inibitrice nei confronti di T. delbrueckii,
determinando la rapida scomparsa di questa specie,
attraverso meccanismi di contatto “cellula-cellula”.
Altri ricercatori hanno ritrovato che quando un cep-
po di H. uvarum era fatto sviluppare a stretto contat-
to con cellule vitali di S. cerevisiae, si osservava un
rallentamento nello sviluppo del ceppo non-Saccha-
romyces, suggerendo ancora una volta I'esistenza di
meccanismi di contatto “cellula-cellula”.

In conclusione, diversi meccanismi sono stati fino-
ra suggeriti per spiegare i fenomeni di interazione
tra lieviti, dalla competizione per il substrato (glu-
cosio o ossigeno) fino alle ricerche piu recenti, che
suggeriscono 'esistenza dei meccanismi di contatto
“cellula-cellula”, ma I'importanza effettiva di questi
diversi meccanismi nelle condizioni che si creano
durante la vinificazione, va ancora chiarita comple-
tamente.

1.6 Conclusioni

Il vino & un prodotto complesso, frutto di nume-
rose interazioni tra diversi microrganismi, ognuno
dei quali apporta il proprio contributo alle caratte-
ristiche finali del prodotto. Le interazioni iniziano
nella vigna e continuano durante tutto il processo
fermentativo e la conservazione del vino, influen-
zando sia in modo positivo che negativo I’aroma del
vino. Il significato e il contributo dei lieviti indige-
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ni alla qualita e all’efficienza del processo fermen-
tativo richiederebbero una maggiore attenzione sia
dal mondo della ricerca che dal mondo degli ope-
ratori del settore vitivinicolo. Inoltre, bisogna con-
siderare le nuove problematiche insorte nel settore
ambientale. Luso continuo di composti fitosanitari
in vigna non e pit sostenibile, cosl i cambiamenti
climatici avranno un effetto “a cascata” sulla coltiva-
zione della vite, sulla composizione del mosto d’uva,
influenzando considerevolmente I’ecologia dei lievi-
ti coinvolti nella fermentazione spontanea, con con-
seguente effetto sulle cinetiche di fermentazione e
sulle caratteristiche del vino.

In quest’ottica, la fermentazione spontanea, nono-
stante subisca cambiamenti correlati alle condizioni
ambientali, rappresenta sempre una fonte di biodi-
versita microbica, nell’ambito della quale possono
essere individuati i ceppi in possesso delle caratteri-
stiche migliori.
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