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La tecnologia utilizzata nel settore enologico ha subito negli ultimi decenni notevoli cambiamenti; si
e passati da una naturale trasformazione del mosto d’uva in vino, con il minimo intervento umano,
ad un processo tecnologicamente avanzato. Le conoscenze della fisica, della chimica e della
biologia sono state cosi utilizzate per lo sviluppo di nuove tecnologie sulle quali i produttori hanno
investito al fine di ottenere vini in grado di soddisfare le esigenze di consumatori volti a sempre
nuove esperienze sensoriali. L'inoculo dei lieviti Saccharomyces come starter in purezza per I'avvio
e la conduzione della fermentazione alcolica, per esempio, ha consentito una migliore gestione del
processo fermentativo e I'ottenimento di prodotti con caratteristiche organolettiche maggiormente
riproducibili e costanti nel tempo. L’'impiego degli starter, sotto forma di lieviti secchi attivi (LSA), &
quindi diventato una pratica diffusa in molte realta aziendali.

Purtroppo, nonostante la grande biodiversita dei lieviti vinari, spesso accade che per logiche di
mercato la scelta dei lieviti da inoculare sia ridotta a pochi ceppi. Pur non essendo il lievito I'unico
elemento in grado di definire le caratteristiche organolettiche di un vino, l'utilizzo di un numero
ridotto di lieviti nelle diverse realta produttive pud contribuire ad una certa omologazione dei prodotti
ottenuti e ad una conseguente globalizzazione del gusto. Per questo motivo negli ultimi anni i
produttori, pur riconoscendo i vantaggi che derivano delluso degli starter di vinificazione,
considerano un limite I'eccessiva uniformita che ne pud conseguire. E’ infatti vero che l'inoculo di
starter di Saccharomyces stravolge e “semplifica” il quadro microbiologico iniziale del mosto. Tali
lieviti, dominando il processo fermentativo, inibiscono/riducono lo sviluppo dei lieviti non-
Saccharomyces che sono presenti nella fase iniziale della fermentazione alcolica (Fleet and Heard,
1993) e che, con le loro specifiche attivita enzimatiche, potrebbero invece contribuire alla
complessita aromatica del prodotto finale (Fernandez et al., 2000; Strauss et al., 2001).

Per contro, la fermentazione spontanea dei mosti, processo di per sé poco controllabile e con una
successione indefinita di varie specie di lieviti (Egli et al., 1998), oltre a soddisfare i consumatori piu
attenti alla tipicita e alla genuinita dei prodotti pud consentire I'ottenimento, in alcuni casi, di vini
eccellenti, con caratteristiche organolettiche peculiari, ma in altri casi pud portare a clamorosi
insuccessi. Per questo, con l'intento di ottenere vini con una maggiore complessita organolettica,
tipica delle fermentazioni spontanee e controllare, al contempo, lo sviluppo quali-quantitativo della
microflora spontanea, con il presente lavoro si € proceduto alla selezione di lieviti non-
Saccharomyces e al loro utilizzo, come starter di vinificazione, in associazione con Saccharomyces.

A tal fine, un centinaio di lieviti non-Saccharomyces, appartenenti a dieci differenti generi (Tab. 1),
sono stati reperiti, classificati e analizzati per alcuni caratteri fermentativi. L'indagine, oltre a
confermare quanto riportato in letteratura riguardo ad alcune caratteristiche tipiche dei generi
utilizzati, ha anche consentito di evidenziare un’ampia variabilita intra- ed inter-specifica e di
individuare diversi ceppi di lievito con interessanti caratteristiche enologiche. In particolare, si &
osservato che lieviti notoriamente caratterizzati da basso potere alcoligeno, come gli apiculati e
quelli appartenenti al genere Pichia, mostravano produzioni di etanolo del 6,5 e 7% rispettivamente
(Fig. 1). La produzione di acidita volatile era tendenzialmente diffusa a livelli piu elevati nei
fermentati ottenuti dai ceppi appartenenti al genere Pichia e piu bassa in quelli dei lieviti
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appartenenti ai generi Metschnikowia e Saccharomycodes. Tra i lieviti apiculati si & osservata,
inoltre, una notevole variabilita nella produzione di acidita volatile che, contrariamente a quanto
riportato in letteratura, € risultata comunque < 0,8 g/l (ac. acetico) (Fig. 1). Ancor piu interessante &
risultato, infine, il contenuto di polisaccaridi, quasi sempre presente nei fermentati di tutti i lieviti
non-Saccharomyces saggiati ad un livello superiore a quello riscontrato nei ceppi di controllo di
Saccharomyces (Fig. 1).

Tabella 1: lieviti oggetto di studio

Genere Specie Codice ceppo
Candida apicola Ca70:Ca71:Ca
beechii Cab67
bombicola Ca73
canterellii Ca 76
diversa Cai0
montana Ca 68
tropicalis Ca 69
vinaria Ca74:Ca75:Ca
zemplinina Ca?22
Hanseniaspora osmophila Ha 25;: Ha 27: Ha
arum Ha 19; Ha 20; Ha
uvaru 21; Ha 23;
valbyensis Ha 26: Ha 28
vineae Ha 24
Kl 93; Kl 101; Kl
Kluyveromyces | thermotolerans 103: Kl 105; KI 107
Issatchenkia terricola Is 14
. . , Me 45; Me 46; Me
Metschnikowia | pulcherrima 47 Me 48:
Pichia anomala Pi9: Pi110
fermentans Pi 1; Pi 2; Pi 3; Pi 4;
Pi5; Pi6
fluxuum Pi11:Pi 13
kluyveri Pi 16
quilliermondii Pi 7
v Pi 8; Pi 12; Pi 15; Pi
membranifaciens 17: Pi 18:
.. Sc 44; Sc 49; Sc
Saccharomyces | cerevisiae 102: Ec1118
Sd 55; Sd 56; Sd
57; Sd 58; Sd 59;
g:cc”ar omycod | 1 dwigii Sd 60; Sd 61; Sd
62; Sd 63; Sd 64;
Sd 65; Sd 66
Schizo-
saccharomyces pombe S 95
.. To 33;To34;To
Torulaspora delbrueckii 35: To 37: To 38:
; Zy 80; Zy 82; Zy
fg 90 mvees | baili 84: Zy 87; Zy 88:;
V Zy 89
Zy 83; Zy 85; Zy
bisporus 86; Zy 90; Zy 97;
Zy 98
fermentati Zv 91
) Zy 41;Zy 42; Zy
florentinus 43: Zy 96
rouxii Zv 81

Etanolo (% v/v)

Ac. volatile (g/l ac.acetico)

Polisaccaridi (mg/l)

Figura 1: variazione di alcuni caratteri
tra i lieviti appartenenti ai generi
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| 100 ceppi di lievito sono stati quindi sottoposti a selezione (Fig. 2) per ricercare quelli
potenzialmente impiegabili in vinificazione.

Figura 2: schema delle prove

Isolamento e identificazione di 100 ceppi
di lievito non-Saccharomyces

i

Caratterizzazione enologica
dei 100 lieviti non-Saccharomyces mediante
saggi su piastra e fermentazioni in purezza,
su 140 ml di mosto, in doppio

Selezione di

\

16 ceppi di
lievito

Valutazione dell’attitudine enologica
di 16 lieviti non-Saccharomyces inoculati in
fermentazioni miste con lieviti Saccharomyces, a diversi rapporti di concentrazione,
su 450 ml di mosto, in doppio

Selezione di

\

7 ceppi di
lievito

Valutazione dell’attitudine enologica
di 7 lieviti non-Saccharomyces inoculati in
fermentazioni miste con Saccharomyces, con inoculo sequenziale,
su scala pilota (100 litri), in doppio

Selezione di

2 ceppi di
lievito

Valutazione dell’attitudine enologica
di 2 lieviti non-Saccharomyces inoculati in
fermentazioni miste con Saccharomyces, con inoculo sequenziale e coinoculo,
su 750 ml di mosto, in triplo

\

Valutazione dell’attitudine enologica
dei 2 lieviti non-Saccharomyces inoculati in fermentazioni miste con Saccharomyces, con inoculo sequenziale
e coinoculo,
su scala semi-industriale (fermentini da 10 HI), in triplo

Sono cosi stati scelti 16 lieviti non-Saccharomyces, appartenenti a otto differenti generi, con i quali
sono state allestite, su scala di laboratorio, fermentazioni miste con S. cerevisiae, in diversi rapporti
di inoculo S. cerevisiae/hon-Saccharomyces (1:1; 1:100; 1:10.000).

Nel corso di tali prove € stata valutata I'influenza di tali lieviti sia sulle cinetiche di fermentazione sia
sulle caratteristiche analitiche dei fermentati. Quando i lieviti Saccharomyces e non-Saccharomyces
erano presenti in uguale rapporto di inoculo, la fermentazione si € svolta regolarmente, senza
particolari differenze rispetto a quelle condotte con il solo ceppo di Saccharomyces. Cinetiche di
fermentazione piu lente sono state invece osservate ai rapporti di inoculo S. cerevisiae / non-
Saccharomyces piu bassi (1:100; 1:10.000).

In tutti i casi comunque sono state sempre raggiunte concentrazioni di etanolo simili a quelle
ottenute con la coltura pura di Saccharomyces, tranne che nelle fermentazioni miste con
Saccharomycodes ludwigii (ceppo 64) ai rapporti di inoculo di 1:100 e 1:10.000 (Tab. 2). | valori di
acidita volatile sono risultati invece quasi sempre inferiori nelle colture miste, tranne che nelle prove
con Pichia anomala ai piu bassi rapporti di inoculo (1:100; 1:10.000).

Interessanti, sono stati i livelli di polisaccaridi nei fermentati delle colture miste in tutti i rapporti di

inoculo testati, livelli che erano in generale superiori a quelli ottenuti con la coltura pura di S.
cerevisiae (Tab. 2).
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Tabella 2: parametri chimici dei fermentati delle prove inoculate con colture Saccharomyces/non-
Saccharomyces nei diversi rapporti di inoculo

08 | 235 _=
. 5 S5 | 82 25
Lieviti . § o 3T S § ° 8 %
S P S | &8 | &85 | 8 g E
o c c > =S = 8 ) n —
T O ] N =4 (_U il S Q= =5
¢ < we 1 83| 83 | 58 | £E
1:1 13,83 | 6,88 0,42 6,25 123
C. zemplinina (22) + S. cerevisiae 1:100 13,78 | 6,84 0,44 7,18 140
1:10.000 13,64 | 6,88 0,51 7,95 181
1:1 13,77 | 6,52 0,37 6,68 131
C. tropicalis (69) + S. cerevisiae 1:100 13,64 6,47 0,38 6,82 142
1:10.000 13,73 | 6,47 0,35 6,77 158
1:1 13,74 | 6,42 0,33 6,63 145
H. osmophila (32) + S. cerevisiae 1:100 13,83 | 6,64 0,32 6,79 170
1:10.000 13,28 | 6,87 0,33 7,04 190
1:1 13,86 | 6,70 0,46 6,34 96
H. osmophila (25) + S. cerevisiae 1:100 13,86 6,45 0,47 6,63 111
1:10.000 13,88 | 6,57 0,45 6,06 101
1:1 13,87 | 6,33 0,30 6,53 120
M. pulcherrima (46) + S. cerevisiae 1:100 13,79 6,50 0,34 6,98 126
1:10.000 13,65 | 6,54 0,33 7,25 154
1:1 13,83 | 6,75 0,33 7,08 120
K. thermotolerans (103) + S. cerevisiae 1:100 13,58 6,79 0,30 7,10 164
1:10.000 13,25 | 7,28 0,30 7,21 178
1:1 13,80 | 7,30 0,38 6,95 133
K. thermotolerans (101) + S. cerevisiae 1:100 13,80 9,00 0,40 7,29 139
1:10.000 13,70 | 9,20 0,40 7,58 158
1:1 13,96 | 6,59 0,42 6,10 125
P. fermentans (4) + S. cerevisiae 1:100 13,91 6,56 0,46 6,44 169
1:10.000 13,96 | 6,15 0,47 6,28 216
1:1 13,80 | 6,58 0,33 6,99 119
P. anomala (9) + S. cerevisiae 1:100 13,76 6,55 0,61 6,50 140
1:10.000 13,43 | 7,11 0,63 6,35 203
1:1 13,66 | 6,90 0,47 6,94 212
S. ludwigii (62) + S. cerevisiae 1:100 13,60 | 7,15 0,46 7,23 242
1:10.000 13,58 | 6,31 0,47 7,55 263
1:1 13,70 | 6,64 0,31 7,68 201
S. ludwigii (64) + S. cerevisiae 1:100 12,82 | 6,77 0,30 8,22 270
1:10.000 11,88 | 6,83 0,32 8,78 334
1:1 13,71 6,71 0,31 6,67 114
T. delbrueckii (94) + S. cerevisiae 1:100 14,24 6,45 0,31 6,51 156
1:10.000 14,12 | 7,05 0,23 6,73 187
1:1 13,90 | 7,12 0,38 5,88 157
T. delbrueckii (92) + S. cerevisiae 1:100 13,85 | 7,36 0,40 6,14 269
1:10.000 13,76 | 7,34 0,41 6,29 308
1:1 13,78 | 7,03 0,43 6,28 113
Z. bailii (89) + S. cerevisiae 1:100 13,75 | 7,15 0,44 6,79 143
1:10.000 13,73 | 7,40 0,50 7,52 181
1:1 13,83 | 6,43 0,33 6,54 113
Z. florentinus (42) + S. cerevisiae 1:100 13,76 | 6,57 0,27 6,50 168
1:10.000 13,63 | 7,02 0,29 6,54 195
., 1:1 13,86 | 6,82 0,41 6,40 92
féiﬁ‘fféﬁﬁ ‘)’my ces cerevisiae 1:100 13,80 | 6,90 |044 |669 |9
1:10.000 13,75 | 6,83 0,47 6,84 74

| valori rappresentano la media delle repliche (deviazione standard < 10% del valore medio)

Sulla base dei risultati complessivi ottenuti e volendo ancora considerare almeno un ceppo per ogni
genere esaminato, sono stati ulteriormente selezionati sette ceppi di lievito, con i quali sono state
allestite, su scala pilota (100 litri di mosto Sangiovese), fermentazioni miste con lo starter di S.
cerevisiae, inoculato successivamente al ceppo di non-Saccharomyces.
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Anche in queste prove le fermentazioni si sono svolte regolarmente e, rispetto alle prove inoculate
con solo S. cerevisiae, senza particolari rallentamenti né della cinetica di crescita di S. cerevisiae
né della cinetica di fermentazione.

| sette lieviti non-Saccharomyces saggiati hanno mostrato interessanti caratteristiche enologiche
(Tab. 3), consentendo I'ottenimento di fermentati con un livello di etanolo simile in tutte le prove con
inoculo misto e, ancora una volta, con un piu alto contenuto di polisaccaridi, in particolare nelle
prove condotte con Kluyveromyces, Torulaspora, Pichia e Candida, rispetto alle fermentazioni
condotte con il solo inoculo di S. cerevisiae.

Tabella 3: parametri chimici dei fermentati delle prove su scala pilota

§ K = —

2.2 =0 5 S

s C o S = = ©

Lieviti o § % g § o S §

° | €5 | €5 | 8 8 E

§> | 53 | 533 | 8 2=

i 2 S = S = S 52

~ <3 <> co a £
P. anomala + S. cerevisiae 12,85 5,61 0,34 8,60 213
C. zemplinina + S. cerevisiae 12,85 5,80 0,37 11,41 200
H. osmophila + S. cerevisiae 12,88 5,50 0,53 7,90 100
Z. florentinus + S. cerevisiae 12,63 6,15 0,26 8,15 143
M. pulcherrima + S. cerevisiae 12,78 5,87 0,25 9,52 158
T. delbrueckii + S. cerevisiae 12,70 6,07 0,30 9,34 219
K. thermotolerans + S. cerevisiae 12,98 5,58 0,37 9,31 312
S. cerevisiae (controllo) 13,00 5,36 0,28 7,84 130

| valori rappresentano la media delle repliche (deviazione standard < 10% del valore medio).

Durante questa prima fase di caratterizzazione, le analisi dei fermentati ottenuti con gli inoculi misti
Saccharomyces/non-Saccharomyces non hanno evidenziato la presenza di composti con possibile
impatto negativo ad un livello tale da superare la soglia di percezione sensoriale (es: etil acetato
per Hanseniaspora). Al contrario, per ciascuna associazione S. cerevisiae/non-Saccharomyces
sono stati rilevati alcuni caratteri enologici interessanti.

In particolare, in coltura mista ed in funzione anche dei diversi rapporti di inoculo, sono state
osservate per i diversi ceppi di lievito le seguenti peculiarita:

. riduzione della concentrazione di etanolo finale (Saccharomycodes)

. riduzione dell’acidita volatile ( Torulaspora)

. incremento di acidita totale (Kluyveromyces)

. incremento di polisaccaridi nei fermentati (vari generi)

. incremento di esteri e composti volatili, come isoamil acetato, 2-fenil etanolo e fenil etil

acetato responsabili delle note floreali e fruttate nei fermentati (vari generi).

Sulla base di questi risultati e tenendo conto anche della differente competitivita (intesa come
presenza e persistenza nel corso del processo fermentativo) che i ceppi di lievito non-
Saccharomyces hanno mostrato nelle diverse prove, sono stati scelti due ceppi, appartenenti alle
specie Kluyveromycs thermotolerans (101) e Zygosaccharomyces florentinus (42), che sono stati
utilizzati nelle successive prove di fermentazione in associazione con S. cerevisiae secondo diverse
modalita di inoculo (coinoculo e inoculo sequenziale), prima su scala di laboratorio e poi su scala
semi-industriale in fermentini da 10 HI.
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Nelle tabelle 4 e 5 sono riportate in sintesi le differenze relative ai principali caratteri fermentativi,
evidenziate nelle diverse prove sia di laboratorio che di cantina, in comparazione con i rispettivi
controlli (S. cerevisiae).

Tabella 4: riepilogo delle variazioni dei principali caratteri e prodotti fermentativi nelle prove in coinoculo o
inoculo sequenziale non-Saccharomyces/S. cerevisiae rispetto al controllo costituito da una coltura pura di S.

cerevisiae
5
5 2.2 = 8 5 S
e . o © EE <= = ©
Lieviti Modalita inoculo N = 5 o @ 5 <
e |2 _| 28| >8 | 2 S s
QO C o > S . 1 I o O c
= 0 c S e o = o = ©
[T S T ® T 3 _ N =
£ | LW | o5 | o5 | =5 | o8
o2 <2 | <2 | 62 | at
K. thermotolerans (101) coinoculo - - ++ - + +
+ sequenziale 24 h - -- ++ --- o+ + 4+
S. cerevisiae sequenziale 48 h - -- ++ -- + +
Z. florentinus (42) coinoculo = = = -- - +
+ sequenziale 24 h -- = + - - ++
S. cerevisiae sequenziale 48 h - = ++ - - ++

u

simile al controllo
inferiore al controllo
superiore al controllo

+

Tabella 5: riepilogo delle variazioni dei principali caratteri e prodotti fermentativi nelle prove su scala semi-
industriale in coinoculo e inoculo sequenziale di non-Saccharomyces/S. cerevisiae rispetto al controllo
inoculato con S. cerevisiae

o o~ —
2 28 | 23 5 E
o T = © 2 S
Modalita 5 N $¢ | o8 § E
Lieviti ; sS | e_| 23| 35g | ¢ 3§
inoculo o o> © ", @ . o =
= 0 €S | £ | 58| o &=
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K. thermotolerans (101) Coinoculo = = + = - -
+
S. cerevisiae Sequenziale = - + + + =
Z. florentinus (42) Coinoculo = = = - - -
+
S. cerevisiae Sequenziale ~ ~ ~ + + =

= simile al controllo
- inferiore al controllo
+ superiore al controllo
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Le prove di fermentazione, su scala di laboratorio, allestite per valutare i diversi tempi di inoculo

(coinoculo e sequenziale a 24 e 48h), hanno evidenziato che in coltura mista:
« il ceppo di Z florentinus ha confermato la sua buona competitivita, senza comunque
interferire sullo sviluppo della coltura starter saccaromicetica; in tali prove ha inoltre confermato
la riduzione dell’acidita volatile e dell’alcol isoamilico nei fermentati, rispetto alla fermentazione
condotta con il ceppo di S. cerevisiae e, inoltre, incrementi del 2-fenil etanolo e del fenil etil
acetato. E stato anche rilevato un minor consumo di azoto assimilabile, comportamento che
potrebbe rilevarsi interessante in condizioni di carenza di azoto nel mosto, in particolare di
aminoacidi assimilabili.
« il ceppo 101 di K. thermotolerans ha confermato un’alta competitivita nei confronti del ceppo
starter di S. cerevisiae, influenzandone negativamente lo sviluppo soprattutto nelle
fermentazioni con inoculo sequenziale. Nelle fermentazioni miste il ceppo di Kluyveromyces ha
prodotto rilevanti quantitativi di acido L-lattico. Anche in queste prove é stata confermata la sua
capacita di incrementare il livello di polisaccaridi e glicerolo e di determinare bassi livelli di
acidita volatile nei fermentati.

Nelle prove di vinificazione a livello semi-industriale, infine, sono state confermate le caratteristiche
enologiche dei due ceppi di non-Saccharomyces rilevate nelle precedenti fermentazioni su scala di
laboratorio, anche in presenza di una rilevante microflora spontanea. L’analisi sensoriale, che sara
effettuata nei prossimi mesi dopo fermentazione malolattica e stabilizzazione dei vini, fornira
ulteriori indicazioni sul possibile impiego di tali lieviti selezionati.

Conclusioni

Questo lavoro ha permesso, non solo di evidenziare I'ampia variabilita inter e intraspecifica
esistente fra i lieviti non-Saccharomyces, ma anche di rivalutare il loro ruolo durante il processo
fermentativo. Nel contempo, i risultati ottenuti incoraggiano a continuare il lavoro di selezione di
lieviti non-Saccharomyces, al fine di individuare ulteriori ceppi con potenzialita applicative in campo
produttivo, analogamente a quanto negli ultimi anni € stato fatto con i lieviti Saccharomyces.

La presente sperimentazione ha inoltre dimostrato come colture selezionate di lieviti non-
Saccharomyces possono essere utilizzate come starter in associazione con S. cerevisiae per
differenziare il profilo analitico e sensoriale dei vini, garantendo al contempo il controllo
microbiologico delle fermentazioni (Comitini et al., 2011; Domizio et al., 2011).

Lo scale-up delle prove che ha riguardato due lieviti non-Saccharomyces appartenenti alle specie
K. thermotolerans e Z. florentinus, ha fornito importanti informazioni per un loro possibile utilizzo in
cantina.

Tuttavia, anche altri ceppi esaminati, meritano in futuro ulteriori approfondimenti, in quanto hanno
mostrato interessanti caratteristiche:
e attivita esterasica e beta-glucosidasica, da valutare su substrati contenenti precursori
dei composti aromatici (alcuni ceppi di Metschnikowia pulcherrima)
e riduzione dellacidita volatile e produzione di composti volatili (alcuni ceppi di
Torulaspora delbrueckii)
e capacita di interagire positivamente con S. cerevisiae e di migliorare il profilo
composizionale dei prodotti di fermentazione (alcuni ceppi appartenenti al genere Pichia
e Hanseniaspora)

In definitiva, la presente sperimentazione ha rappresentato una tappa importante per la conoscenza

delle interazioni tra lieviti Saccharomyces e non-Saccharomyces nel corso di fermentazioni vinarie,
in vista della messa a punto di un processo di fermentazione con starter misti.
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