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ARRESTI DI FERMENTAZIONE E
METABOLISMO LIPIDICO NEL
LIEVITO SACCHAROMYCES CEREVISIAE

Eccessive chiarificazioni abbinate ad un basso tempo di contatto con

le bucce possono ridurre drasticamente il contenuto lipidico del mosto

e generare un arresto di fermentazione. Grazie allo studio del metabolismo
lipidico e tuttavia possibile selezionare ceppi starter di S. cerevisiae

capaci di adattarsi anche a mosti poveri di composti lipidici.

Introduzione

Durante la fermentazione
alcolica del mosto d’uva la
quantita di zuccheri che viene
convertita in etanolo dipende
sia dal numero di cellule di
lievito che dall’efficienza fer-
mentativa di ciascuna di esse.
Eventuali problemi nell’adat-
tamento dei lieviti all’am-
biente mosto ed al processo
stesso di vinificazione posso-
no comportare una riduzione
dell’attivita fermentativa e
generare una fermentazione
lenta: in tal caso la completa

conversione degli zuccheri ri-
chiede un periodo di tempo
superiore alle 3-4 settimane
(Monteiro e Bisson, 1991).
Per ’industria enologica il
problema conseguente ¢ lega-
to sia alla immobilizzazione
delle vasche di fermentazione
per tempi molto lunghi, sia
all’insorgenza di possibili al-
terazioni del vino (Allen e
Auld, 1998). Inoltre, se le
cellule di lievito non sono in
grado di sopravvivere a con-
dizioni estreme, quali tempe-
rature troppo basse o eccessi-
va carenza di nutrienti, si pud

verificare un arresto della fer-
mentazione. In tal caso il re-
siduo zuccherino finale, su-
periore allo 0,4%, comporta
I’impossibilita di garantire la
stabilita microbiologica del
vino, con conseguente rischio
di rifermentazioni indesidera-
te nel prodotto imbottigliato
(Bisson, 1999).

Stress cellulare durante
la fermentazione alcolica. I
fattori che possono influenza-
re negativamente 1’ attivita
dei lieviti durante la fermen-
tazione alcolica sono nume-
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Fig. 1 - Adattamento delle cellule di lievito agli
stress ambientali

(1) il fattore di stress viene recepito a livello della membrana plasma-
tica; (2) attraverso delle proteine citoplasmatiche il segnale di stress
viene trasmesso al DNA nel nucleo; (3) la cellula attiva la trascrizione
di geni deputati alla risposta allo stress; (4) l’azione di questi geni
porta alla sintesi di proteine da shock termico (HSP), di trealosio, di
enzimi anti-ossidanti ed induce modificazioni nella componente lipidi-

ca della membrana plasmatica

rosi: (i) composizione chimi-
ca del mosto, (ii) modalita di
gestione del processo fer-
mentativo e (iii) presenza di
metaboliti tossici nel mezzo.
Nel primo gruppo possono
essere annoverati il basso pH,
I’elevata concentrazione zuc-
cherina, la carenza di fonti
azotate prontamente assimila-
bili e la scarsita di sostanze
necessarie per il lievito quali
biotina, fenilalanina, acidi
grassi, ergosterolo, trealosio,
prolina, ecc. (Henschke e Ji-
ranek, 1993; Thomas et al.,
1994; Mansure et al., 1997).
Per quanto riguarda le moda-
lita di gestione del processo
fermentativo, diverse prati-
che enologiche possono ren-
dere problematica I’attivita
metabolica dei lieviti. Innan-
zitutto le chiarifiche del mo-
sto che, se eccessive, com-
portano una notevole perdita
di nutrienti quali sostanze
azotate e lipidi insaturi. An-
che le temperature a cui vie-
ne regolata la fermentazione
possono raggiungere valori
lontani dai 25-30°C che rap-
presentano 1’optimum per lo
sviluppo del lievito (Fleet e
Heard, 1992; Boulton e Sin-
gleton, 1996; Valero et al.,
1998; Alexander e Charpen-
tier, 1998). Infine non va tra-

scurata la produzione di quei
prodotti e sottoprodotti del
metabolismo fermentativo
che, rilasciati nel mosto/vino,
si accumulano diventando
tossici per il lievito. Fra que-
sti composti i pitl importanti
sono I’etanolo, I’acetaldeide
e gli acidi grassi saturi a cate-
na media e corta (Lloyd et
al., 1993; Piper, 1995; Viegas
et al., 1989). Poiché questi
fattori possono agire sinergi-
camente ed in combinazione,
risultano essere pilt dannosi
di quanto non lo siano singo-
larmente. Ad esempio, il mi-
nimo ed il massimo di tempe-
ratura tollerabile dalle cellule
di lievito dipendono dalla
presenza di etanolo e di acidi
organici (Viegas e Sa-Cor-
reia, 1997).

Per adattarsi alla presenza
dei fattori sopra elencati e
quindi essere in grado di
completare correttamente la
fermentazione del mosto,
Saccharomyces cerevisiae ha
sviluppato, nel corso
dell’evoluzione, diversi siste-
mi di difesa. In particolare ¢
stato osservato come il lievito
sia in grado di percepire lo
stress extracellulare e, trasfe-
rendo questo messaggio al
nucleo, di attivare specifici
programmi di risposta in gra-
do di garantire la sopravvi-
venza delle cellule. I sistemi
di ricezione e trasferimento
del segnale di stress includo-
no una o pil proteine recettri-
ci presenti nella membrana
plasmatica e moduli proteici
citoplasmatici in grado di at-
tivare specifici regolatori
dell’espressione genica quali
Msn2p, Msn4p, ecc. (Gagia-
no et al., 2002; Bauer e Pre-
torius, 2000). I meccanismi
di risposta adottati dal lievito
comprendono la sintesi di
proteine da shock termico, di
enzimi antiossidanti, di com-
posti lipidici (acidi grassi in-
saturi ed ergosterolo) e di
metaboliti ad azione protetti-
va quali il trealosio e il glice-
rolo (Chi e Arenborg, 1999;
Morano et al., 1998; Mora-
das-Ferreira et al., 1996;
Mansure et al., 1994). In que-
sto complesso sistema la pa-
rete cellulare e la membrana
plasmatica giocano un ruolo
essenziale. La parete cellula-
re funziona infatti da barriera

protettiva, dal momento che
fornisce protezione meccani-
ca e permette 1’assorbimento
selettivo di certe macromole-
cole (de Nobel et al., 1990;
Cid et al., 1995; Cabib et al.,
1997). Inoltre, cambiamenti
qualitativi nello strato di
mannoproteine di parete si
sono rivelati necessari per la
crescita di S. cerevisiae in
anaerobiosi (Abramova et al.,
2001). Per quanto riguarda la
membrana plasmatica, la sua
corretta funzionalita ¢ fonda-
mentale per I’attivita sia dei
trasportatori di glucosio e
fruttosio sia delle proteine
coinvolte nella percezione
del segnale di stress (figura
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Numerosi autori si sono in-
teressati agli arresti di fer-
mentazione con I’intento di
proporre degli interventi pre-
ventivi atti a ridurne, se non
eliminarne, 1’incidenza (Bel-
tran et al., 2005; Chaney et
al., 2006). Come ¢ ormai no-
to uno dei fattori di stress piu
importanti per il lievito nel
mosto ¢ la carenza di fonti
azotate prontamente assimila-
bili. E infatti diventata una
pratica diffusa 1’aggiunta di
sostanze azotate al momento
dell’inoculo del ceppo starter
in modo da favorirne I’atti-
vita fermentativa. Allo stesso
modo sono stati proposti altri
interventi da effettuare sul
mosto per permettere il nor-
male decorso della fermenta-
zione: aggiunta di vitamine
(biotina e tiamina), microa-
reazione, aggiunta di scorze
di lievito, ecc. Nonostante
questi interventi siano ormai
pratica comune in molte can-
tine, il problema degli arresti
di fermentazione continua a
verificarsi soprattutto su certe
tipologie di vino ed in certe
annate. Per questo motivo al-
cuni autori hanno rivolto la
loro attenzione alla nutrizio-
ne lipidica ed alla biosintesi
di acidi grassi ed ergosterolo
nel lievito (Bardi et al., 1998;
Bardi et al., 1999). Infatti i li-
pidi costituiscono un gruppo
di molecole biologiche estre-
mamente importanti per la vi-
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Fig 2 - Variazioni nella flvidita della membrana plasmatica
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La cellula e in grado di adattarsi a diverse condizioni di stress modificando la fluidita della membrana pla-
smatica variando il rapporto acidi grassi saturi/insaturi ed il contenuto di ergosterolo

talita cellulare. Questo ¢ an-
cor pil vero in condizioni
enologiche nelle quali alcuni
dei sistemi adottati dalla cel-
lula per difendersi dai fattori
di stress richiedono una mo-
dificazione della composizio-
ne lipidica della membrana.
Thomas et al. (1978) hanno
dimostrato per primi come
I’arricchimento della mem-
brana plasmatica con 1’acido
grasso linolenico comporti
una maggiore resistenza
all’etanolo. Alexandre et al.
(1994) hanno evidenziato co-
me ’incremento nella quan-
tita cellulare di ergosterolo e
di acidi grassi insaturi sia re-
sponsabile della tolleranza
all’etanolo.

Inoltre Sajbidor et al.
(1995) hanno osservato come
la cellula reagisca ad elevate
concentrazioni di etanolo in-
ducendo la sintesi di ergoste-
rolo ed incrementando il rap-
porto fra acidi grassi insaturi
(palmitoleico e oleico) e satu-
ri (palmitico e stearico). Infi-
ne, ricerche condotte da Chi e
Arenborg (1999) hanno di-
mostrano come ceppi di S.
cerevisiae resistenti ad eleva-
te concentrazioni di etanolo
siano caratterizzati da un ele-
vato rapporto ergosterolo/fo-
sfolipidi, un maggior conte-
nuto di acidi grassi a lunga
catena ed una maggiore per-
centuale di acidi grassi insa-
turi nella membrana plasma-
tica (figura 2).

Composti lipidici
del mosto

ri per I’adattamento di S. ce-
revisiae possono provenire
dal mosto oppure essere sin-
tetizzati dagli stessi lieviti.
Durante la fermentazione vi-
naria in condizioni ipossiche
le cellule di lievito possono
assimilare i fitosteroli prove-
nienti principalmente dalla
buccia degli acini (Le Fur et
al., 1994). Analisi quantitati-
ve della composizione chimi-
ca delle uve hanno indicato
come la frazione lipidica del-
la polpa rappresenti lo
0,10% del peso fresco, men-
tre nelle bucce la quantita
presente ¢ tre volte superiore
(Higgins e Peng, 1976). Per
quanto riguarda il contenuto
di acidi grassi, ¢ stato osser-
vato da Miele e collaboratori
(1993) che nella polpa e nella
buccia degli acini di Cabernet
Sauvignon predominano i fo-
sfolipidi, mentre i lipidi neu-
tri sono presenti nei semi. E
stato inoltre riportato come il
contenuto lipidico sia diffe-
rente a seconda della varieta
delle uve, in particolare &
maggiore nelle uve a buccia
nera rispetto a quelle a buccia
bianca (Miele et al., 1993).
Tale osservazione ¢ stata
confermata da Garrido et al.
(1998) che hanno dimostrato
come la concentrazione totale

di acidi grassi nel mosto otte-
nuto da uve Garnacha (a buc-
cia rossa) sia di 70,4 mg/ litro
e che gli acidi grassi insaturi
ritrovati (palmitoleico, olei-
co, linoleico e linolenico)
rappresentano il 41,8% del
totale. Nella cultivar Viura (a
buccia bianca) gli acidi grassi
sono solo 32,2 mg/litro di
mosto. Luparia et al. (2004)
hanno constatato come I’ec-
cessiva chiarificazione del
mosto abbia un effetto nega-
tivo sulle performance fer-
mentative dei lieviti, come
conseguenza di un notevole
impoverimento di sostanze
nutritive e di composti lipidi-
ci. Queste osservazioni sono
in accordo con quanto de-
scritto da altri autori che ri-
portano come i mosti ottenuti
da una pressatura soffice, in
associazione con altre condi-
zioni sfavorevoli, siano sog-
getti agli arresti di fermenta-
zione (Ribereau-Gayon et al.,
2003). Inoltre Ancin et al.
(1996) indicano come una fa-
se di prefermentazione, favo-
rendo il contatto fra succo e
bucce prima della pigiatura e
della pressatura, possa con-
sentire una maggiore estra-
zione di acidi grassi e quindi
la fermentazione completa
degli zuccheri in tempi piu
rapidi. Considerato che per la
vinificazione in bianco ¢ pre-
visto quando richiesto un bre-
ve tempo di macerazione in
fase pre-fermentativa e che
spesso le operazioni di illim-
pidimento del mosto sono ne-
cessarie per favorirne la fi-
nezza aromatica, risulta chia-
ro come in questa tipologia di
vini sia elevato il rischio di
un arresto di fermentazione
come conseguenza di uno
scarso contenuto di lipidi nel
mosto. In questi casi ¢ quindi
importante individuare dei
ceppi starter di S. cerevisiae
in grado di completare la fer-
mentazione anche in tali “dif-
ficili” condizioni. Dal nostro
gruppo di ricerca, in collabo-
razione con altre Universita
Italiane, sono stati quindi in-
trapresi diversi studi volti alla
caratterizzazione di ceppi vi-
nari di S. cerevisiae con il fi-
ne di individuare le caratteri-
stiche genetiche e fisiologi-
che che un ceppo starter deve
possedere per resistere agli
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Fig. 3 - Fermentazione su mosto di uve bianche
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In condizioni tecnologiche di microvinificazione (100l di mosto da uve
miste a buccia bianca) il ceppo 1 (verde) ed il ceppo 2 (marrone) di S.
cerevisiae sono stati in grado di completare la fermentazione dopo 7
giorni mentre i ceppi 3 e 4 sono andati incontro ad arresto di fermen-

tazione.

arresti di fermentazione
(Mannazzu et al., in prepara-
zione; Zara et al., in prepara-
zione). E infatti risaputo che
ceppi diversi di S. cerevisiae
possono presentare una diffe-
rente suscettibilita agli arresti
di fermentazione e la capacita
di sintetizzare lipidi insaturi
(acidi grassi ed ergosterolo)
potrebbe rappresentare pro-
prio I’elemento discriminante
fra un ceppo sensibile ed un
ceppo resistente.

Ceppi
starter

Ceppi starter resistenti
agli arresti di fermentazio-
ne. Il momento cruciale nella
biosintesi lipidica ¢ la fase
iniziale della fermentazione.
Infatti per la produzione di
acidi grassi insaturi ed ergo-
sterolo ¢ necessario che i lie-
viti siano in presenza di ade-
guate concentrazioni di ossi-
geno molecolare, cosi come
avviene nei primi 2-3 giorni
di fermentazione. A supporto
di questa ipotesi, Rosenfeld
et al. (2003) hanno dimostra-
to come 1’aggiunta di ossige-
no (5 mg/l di mosto) a 45 ore
dall’inoculo del ceppo starter
incrementi 1’attivita fermen-
tativa, mentre aggiunte tardi-
ve non influenzano affatto
I’azione dei lieviti. Inoltre gli
stessi autori osservano come
I’aggiunta di una fonte di aci-
do oleico e di ergosterolo

permetta, anche in anaerobio-
si, il corretto evolversi della
fermentazione. Durante la
fermentazione alcolica, le
prolungate condizioni di
anaerobiosi rendono impossi-
bile la desaturazione degli
acidi grassi e comportano,
conseguentemente, I’arresto
della biosintesi lipidica con
rilascio nel mezzo di interme-
di (acidi grassi saturi a catena
corta e media) ad azione tos-
sica nei confronti delle cellu-
le (Bardi 1996; Bardi et al.,
1998; Bardi et al., 1999). Al
contrario di quanto preceden-
temente supposto dalla scien-
za enologica, la presenza di
tali composti nel mosto rap-
presenterebbe quindi una
conseguenza e non una causa
dell’arresto del metabolismo
del lievito (Bardi et al.,
1999). Da queste considera-
zioni ne consegue che 1’ag-
giunta delle scorze di lievito,
costituite da frammenti della
parete cellulare e da residui
della membrana plasmatica,
faciliterebbe il riavvio della
fermentazione non solo sot-
traendo acidi grassi tossici,
come descritto da Lafon-
Lafourcade et al. (1984), ma
soprattutto fornendo alle cel-
lule lipidi insaturi necessari
per il loro metabolismo. Se
questi studi da un lato confer-
mano I’importanza della nu-
trizione lipidica e della bio-
sintesi di tali composti,
dall’altro non sottolineano a
sufficienza I’importanza della

scelta del ceppo di lievito da
utilizzare come starter. A tale
proposito & stato condotto dal
nostro gruppo di ricerca uno
studio volto a determinare la
capacita di ceppi enologici di
S. cerevisiae di completare la
fermentazione in condizioni
di anaerobiosi senza apporti
lipidici e a valutare 1’impor-
tanza, in questo processo,
della biosintesi lipidica (Zara
et al., in preparazione). I ri-
sultati ottenuti mostrano co-
me, fra i quattro ceppi com-
merciali testati, solo uno sia
in grado di completare la fer-
mentazione sia in mosto sin-
tetico sia in prove di microvi-
nificazione condotte su mo-
sto di uve bianche (figure 3 e
4). Inoltre 1’analisi del-
I’espressione genica eviden-
zZia, in tale ceppo, una preco-
ce ed elevata attivazione del
gene ACCI. Questo gene,
che codifica per una proteina
necessaria nel primo passag-
gio enzimatico della sintesi
degli acidi grassi, rappresen-
ta un vero e proprio collo di
bottiglia nella sintesi dei
composti lipidici. I risultati
ottenuti indicano quindi co-
me la diversa capacita fer-
mentativa mostrata dai ceppi
testati potrebbe dipendere da
una piu efficiente utilizzazio-
ne dell’ossigeno disponibile
nelle prime fasi della fermen-
tazione. Inoltre la bassa
espressione di ACCI osser-
vata nei ceppi sensibili agli
arresti di fermentazione po-
trebbe essere correlata con
I’elevata presenza di acido
acetico segnalata nei mosti
difficili da fermentare (Ribé-
reau-Gayon et al., 2003).

Considerazioni
conclusive

I1 contenuto lipidico del
mosto rappresenta un fattore
importante, ma spesso trascu-
rato, per assicurare una cor-
retta attivita metabolica dei
lieviti e quindi un regolare
decorso della fermentazione.
E stato infatti riportato da piu
autori come 1’aggiunta di li-
pidi, o alternativamente la
microssigenazione del mosto,
diminuisca notevolmente il
rischio di un arresto o rallen-
tamento della fermentazione.

Tuttavia la legislazione italia-
na impedisce la correzione
del mosto mediante 1’aggiun-
ta di composti lipidici e, per
quanto riguarda la microossi-
genazione, 1 sistemi attual-
mente commercializzati sono
ancora costosi per le piccole
cantine. In questi casi sareb-
be auspicabile poter disporre
di lieviti starter capaci di
completare la fermentazione
anche in condizioni sfavore-
voli per la corretta attivita
metabolica delle cellule. Ri-
sultati preliminari mostrano
come, grazie allo studio del
metabolismo dei lieviti, sia
possibile individuare ceppi di
Saccharomyces cerevisiae
capaci di adattarsi perfetta-
mente anche a mosti che pre-
sentano scarsita di composti
lipidici.

|

Bibliografia

Abramova N., Cohen B. D.,
Sertil O., Kapoor R., Davies K.
J., Lowry C. V. (2001). Regula-
tory mechanisms controlling ex-
pression of the DAN/TIR man-
noprotein genes during anaero-
bic remodeling of the cell wall
in Saccharomyces cerevisiae.
Genetics, 157(3), 1169-1177.

Alexandre H. e Charpentier
C. (1998). Biochemical aspects
of stuck and sluggish fermenta-
tion in grape must. J. Ind. Mi-
crobiol. Biotech., 20, 20-27.

Alexandre H., Rousseaux I.,
Charpentier C. (1994). Ethanol
adaptation mechanisms in Sac-
charomyces cerevisiae. Biotech-
nol. Appl. Biochem., 20, 173-
183.

Allen M.S. e Auld P.W.
(1998). Stuck Chardonnay fer-
ments: experience in the Hunter
and Mudge regions. Aust. Gra-
pegrower Winemaker, 411, 8-11

Ancin C., Ayestaran B., Cor-
roza M., Garrido J., Gonzalez A.
(1996). Influence of prefermen-
tation clarification on the higher
alcohol contents of wines. Food
Chem., 55 (3), 241-249.

Bardi L. (1996). Risultati pre-
liminari sull’importanza della
composizione del mezzo nutriti-
vo della precoltura per la cresci-
ta e la vitalita di lieviti enologi-
ci. Biologia Oggi, 10 (3-4), 131-
136.

Bardi L., Crivelli C., Marzo-
na M. (1998). Esterase activity
and release of ethyl esters of

118



L’ENOLOGO [ APRILE 2007

Fig. 4 - Fermentazione su mosto sintetico
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