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IMPORTANZA DEL MOMENTO DI
INOCULO NELLA FERMENTAZIONE
MALOLATTICA DI RABOSO PIAVE

E stato studiato I'effetto di un ceppo selezionato di Oenococcus oeni
sulla fermentazione malolattica inoculandolo 18 ore dopo I'immissione
del lievito oppure al momento in cui nel mosto rimanevano 50 g/hl

di zuccheri. L’azione dei batteri sulle caratteristiche del vino viene
discussa in rapporto al testimone privo di inoculo batterico.

Introduzione

L’importanza dei batteri
lattici nel settore enologico
risiede principalmente nella
capacita, che ¢ loro singolare
prerogativa, di attuare la fer-
mentazione malolattica
(FML), reazione chimica di
decarbossilazione che tra-
sforma I’acido L-malico in
acido L-lattico (Ribéreau-
Gayon et al., 2000).

La principale conseguenza
di tale processo ¢ un cospi-
cuo abbassamento dell’aci-
dita totale (I’acido L-malico

a fine fermentazione ¢ prati-
camente assente) che si ri-
percuote nell’innalzamento
del pH di 0,3-0,5 unita. In
realta I’effetto finale & ben
pitt complesso di una sempli-
ce disacidificazione biologi-
ca. La grande importanza
della fermentazione malolat-
tica, infatti, risiede proprio
nelle nuove caratteristiche e
sfumature organolettiche che
I’attivita batterica impartisce
al vino (Liu, 2002; Lonvaud-
Funel, 2001). I batteri lattici,
infatti, sono in grado di sin-
tetizzare composti e trasfor-

mare molecole preesistenti
che hanno un’influenza diret-
ta sulle caratteristiche orga-
nolettiche del prodotto. Infi-
ne, un altro aspetto positivo
associato alla FML, non ulti-
mo per importanza, risiede
nell’effetto stabilizzante che
tale processo ha sul vino. In-
fatti, durante lo sviluppo bat-
terico, vengono consumate
oltre agli eventuali zuccheri
residui, anche fonti energeti-
che alternative, prima fra tut-
te 1’acido citrico, che potreb-
bero favorire, in fasi succes-
sive (ad esempio, dopo I’im-
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Tab. 1 - Caratteristiche dei ceppi microbici usati per lu sperimentazione

Specie

Regione di provenienza

Utilizzo enologico

Caratteristiche fermentative

Effetti sulla composizione del vino

Effetti organolettici

Campi di applicazione

Preparazione tecnologica

Metodo di impiego

Saccharomyces cerevisiae
La Rioja (Spagna)
inoculo per la fermentazione alcolica

bassa produzione di acidi grassi a cate-
na media, limitate esigenze nutritive,
elevata competitivita, bassa produzione
di composti solforati, fenotipo killer,
bassa formazione di schiuma, bassa
produzione di acidita volatile, resisten-
za a basse e alte temperature

alta produzione di esteri etilici, effetti
stabilizzanti sul colore (alta produzione
di polisaccaridi)

esaltazione degli aromi floreali, ridu-
zione dei toni erbacei

fermentazioni primarie per la produ-
zione di vini bianchi e rossi giovani

lievito secco attivo (LSA)

inoculo diretto nel mosto.

Oenococcus oeni

inoculo per la FML

buone capacita fermentative a pH bas-
si (fino a 3,1) a basse temperature (13-
15°C), alta resistenza alla SO, (fino a
50-60 mg/l di SO, totale), elevata tol-
leranza all’etanolo (fino a 14°)

bassa produzione di acidita volatile,
bassissima produzione di ammine bio-
gene, riduce le aldeidi alifatiche re-
sponsabili degli odori erbacei

riduzione delle note erbacee e vegetali,
esaltazione degli aromi fruttati (cilie-
gia, frutti di bosco nei vini rossi), degli
aromi varietali, aromi di frutta tropica-
le e quelli di frutta a polpa bianca, me-
la pera (vini bianchi), aumento della
rotondita, complessita e persistenza del
vino

vini difficili (basso pH e alta gradazio-
ne), fermentazione di vini bianchi e
rossi per I’esaltazione del carattere
fruttato e/o eliminare il gusto erbaceo,
fermentazioni a basse temperature

la coltura ¢ preparata mediante proces-
so brevettato con pre-acclimatazione
durante la fase di produzione di bio-
massa

inoculo diretto nel vino

bottigliamento) lo sviluppo di
nuove e deleterie flore micro-
biche in grado di danneggiare
il prodotto in modo talvolta
irreparabile (Fugelsang e
Zoecklein, 1993).

La FML nei vini pud avve-
nire spontaneamente, di solito
dopo la fermentazione alcoli-
ca, ed ¢ caratterizzata gene-
ralmente da un decorso lento
che puo protrarsi anche per
parecchi mesi. Le condizioni
necessarie per 1’instaurarsi di
questo processo sono legate
alle esigenze di crescita dei
batteri lattici ed in particola-
re: temperature comprese tra i
18 e i 25°C, grado alcolico
non molto elevato, basso con-
tenuto di anidride solforosa e
pH superiore a 3,2. Anche
una macerazione prolungata e

la permanenza sulle fecce ric-
che di sostanze nutritive ri-
sultano utili allo sviluppo bat-
terico e quindi benefiche per
I’avvio della FML.

Va pero considerato che la
microflora batterica natural-
mente presente nei vini, costi-
tuita prevalentemente da spe-
cie appartenenti ai generi
Lactobacillus e Pediococcus,
durante lo svolgimento della
FML, produce composti se-
condari tecnologicamente in-
desiderati, quali acido aceti-
co, acido succinico, diacetile,
amine biogene che, se pre-
senti in concentrazioni eleva-
te, determinano un peggiora-
mento qualitativo, organolet-
ticamente rilevante, del vino
(Zambonelli, 2003). E’ im-
portante, quindi, che questo

processo venga controllato
mediante una gestione accu-
rata dei parametri ambientali
che regolano lo sviluppo mi-
crobico, in modo da sfruttare
al massimo gli effetti positivi
e limitare le conseguenze ne-
gative. Per questi motivi il
mercato propone da tempo
I’utilizzo di ceppi batterici se-
lezionati da impiegare come
inoculanti nel vino alla fine
della fermentazione alcolica.
La specie oggetto della
maggior parte dei progetti di
selezione di batteri per la
FML ¢ Oenococcus oeni. 1
microrganismi appartenenti a
questa specie sono in grado di
sopportare elevate concentra-
zioni alcoliche e crescono a
condizioni di pH anche lieve-
mente inferiori a 3, fattori che
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Fig. 1 Morfologia cellulare dei principali gruppi
vati nel pigiato

di lieviti indiv

normalmente inibiscono lo
sviluppo della maggioranza
degli altri batteri lattici. Inol-
tre, molti dei ceppi di O. oeni
producono basse quantita di
acidita volatile e sono in gra-
do di dominare, quando le
condizioni si fanno piu selet-
tive, sul resto della popola-
zione batterica (Zambonelli,
2003). Inoltre, di recente, &
stato introdotto un ulteriore
carattere ai fini della selezio-
ne di batteri per la fermenta-
zione malolattica, con lo sco-
po di rendere piu sicuro dal
punto di vista sanitario il pro-
dotto. I ceppi selezionati de-
vono produrre bassissime
quantita di amine biogene,
potenzialmente tossiche per
I’'uomo, che, nei soggetti sen-
sibili, se presenti ad elevate

concentrazioni, possono pro-
durre veri e propri fenomeni
di intossicazione (Lonvaud-
Funel, 1999).

Tradizionalmente i proto-
colli per ’uso dei batteri sele-
zionati in cantina prevedono
una fase di adattamento
all’alcol mediante passaggi
successivi in miscele di acqua
zuccherata e vino a concen-
trazione alcolica crescente
che rende piuttosto comples-
so il loro utilizzo. Per facili-
tarne 1’uso in cantina, ¢ stata
recentemente introdotta la
modalita dell’inoculo diretto,
che prevede I’aggiunta della
sospensione batterica ottenuta
idratando il formulato com-
merciale in acqua, ad una
concentrazione di circa 10°
cellule/ml, ed aggiungendolo
direttamente nel vino. Le
nuove tecniche di produzione
prevedono, infatti, una fase di
adattamento al grado alcolico
durante la preparazione del
prodotto commerciale, che
rende il microrganismo pron-
to all’uso. Tuttavia possono
verificarsi delle condizioni
particolarmente ostili allo svi-
luppo anche di batteri sele-
zionati inoculati a fine fer-
mentazione: pH molto bassi
(attorno a 3), temperature in-
feriori ai 15°C, presenza di
SO, e gradazione alcolica
elevata (superiore a 11 gradi)
agiscono sinergicamente
ostacolando anche i ceppi
batterici piu adattati.

Il presente lavoro ha avuto
lo scopo di mettere a punto
un protocollo per la gestione
della FML in condizioni par-
ticolarmente difficili. I vino
scelto per la sperimentazione
¢ stato il Raboso Piave DOC,
prodotto dall’azienda agricola
Cecchetto (Tezze di Vazzola
- Treviso). Questa tipologia
di prodotto, per le caratteristi-
che di acidita totale (circa 14
g/l di acido tartarico equiva-
lente), pH (attorno a 3), con-
centrazione di acido malico
(>7 g/) e gradazione alcolica
(>11,5°), ¢ un candidato idea-
le per 1’utilizzo della FLM
come metodo di migliora-
mento della qualita, ma, con-
temporaneamente, rappresen-
ta I’insieme delle condizioni
piu sfavorevoli per il suo ot-
tenimento.

In particolare sono stati

sperimentati due momenti di
inoculo: (a) I'introduzione dei
batteri selezionati ¢ stata con-
temporanea ai lieviti, prima
dell’inizio della fermentazio-
ne alcolica e (b) I’aggiunta
dei batteri ¢ avvenuta succes-
sivamente, verso la fine della
fermentazione alcolica e, pre-
cisamente, quando gli zuc-
cheri residui erano pari a 50
g/l. Le due diverse tempisti-
che di inoculo sono state scel-
te allo scopo di verificare il
comportamento dei batteri se-
lezionati introdotti anche in
una fase della vinificazione in
cui non fossero ancora pre-
senti tutte le situazioni ostili
sopra citate, ed in particolare
I’elevato grado alcolico e la
basse temperature che carat-
terizzano la situazione di fine
fermentazione alcolica. In
questo modo ¢ possibile otte-
nere un adattamento dei bat-
teri direttamente nell’ambien-
te mosto-vino favorevole al
loro sviluppo.

In ciascuna prova speri-
mentale il mosto ¢ stato ino-
culato con lo stesso ceppo di
lievito selezionato e, dove ri-
chiesto, ¢ stato aggiunto il
medesimo batterio lattico,
forniti entrambi dalla medesi-
ma ditta. Per valutare la pro-
cedura migliore di inoculo
sono stati analizzati parametri
microbiologici, quali le cine-
tiche di crescita microbica e
parametri chimici come le va-
riazioni di pH, acido malico,
acido lattico e acido acetico
durante le fasi della vinifica-
zione.

Materiali
e metodi

Microrganismi. I preparati
commerciali utilizzati come
inoculanti contenevano: uno
un ceppo di lievito seleziona-
to per la fermentazione alco-
lica; 1'altro un ceppo batterico
selezionato per la fermenta-
zione malolattica. Le caratte-
ristiche dei due preparati so-
no riportate in Tab. 1.

Mezzi colturali e condi-
zioni di crescita. Per la cre-
scita dei microrganismi sono
stati utilizzati 1 seguenti mez-
zi: YM agar (Oxoid) per la
determinazione dei lieviti to-
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Tab. 2 - Caratteristiche dei mosti utilizzati nelle tre prove

Vinificatore A Vinificatore B Vinificatore C

Zuccheri (g%) 18,65 18,82 18,58
SO, totale (mg/l) 44,0 28,0 40,0
SO, libera (mg/l) 4,0 2,0 4,0
Acidita totale (g/1) 14,10 14,70 12,20
pH 3,01 2,98 2,98
Acido malico (g/1) 7,30 7,95 7,10
APA (mg/l) 217 263 260

Tab. 3 - Concentrazione di lieviti e batteri selezionati vitali presenti nelle
confezioni commerciali e inoculati nelle vasche

Lievito Batterio

1,04x10' (+3,06x10%)
3,12x10° (9,18x10%)

1,86x10'" (+3,27x10'0)
1,86x106 (£3,27x10%)

Formulato commerciale (CFU/g)
Inoculato in vasca (CFU/ml)

Tra parentesi ¢ indicata la deviazione standard

tali; WL Nutrient Medium
(Oxoid) per I’isolamento e la
distinzione morfologica delle
colonie dei lieviti; MRS agar
(Oxoid) addizionato con
I’antifungino cicloesimide ad
una concentrazione finale di
20 pg/ml per la determinazio-
ne dei batteri lattici totali.

Il mezzo MRS agar ¢ stato
incubato a 30°C per 10 giorni
all’interno di giare per anae-
robiosi (Oxoid) in atmosfera
controllata. I mezzi per la cre-
scita dei lieviti sono stati in-
cubati alla temperatura di
25°C per 5 giorni.

Preparazione
dell’inoculo

Lieviti. Gli inoculi sono
stati preparati singolarmente
per ciascuno dei tre vinifica-
tori della capacita di 80 hl.

Fig. 2 Morfologia cellulare dei gruppi di lievito presenti nel mosto a 18h
dall’inoculo

Una quantita di preparato lio-
filizzato contenuto in buste di
alluminio sottovuoto, neces-
saria per apportare una con-
centrazione finale di 30 g/hl &
stata risospesa in 30 1 di ac-
qua, seguendo le indicazioni
della ditta produttrice. La so-
spensione ¢ stata quindi tra-
sferita all’interno del vinifica-
tore.

Batteri. Gli inoculi sono
stati preparati singolarmente
per ciascuno dei tre vinifica-
tori. Una quantita di prodotto
liofilizzato necessario per ot-
tenere una concentrazione fi-
nale di 1 g/hl & stata risospesa
in 1,51 di acqua seguendo le
indicazioni della ditta produt-
trice. La sospensione ¢ stata
trasferita nel vinificatore.

Attivante per la fermen-
tazione malolattica. Al mo-
mento della svinatura ¢ stato
aggiunto come attivante per i

batteri malolattici il prodotto
noto come “Opti’Malo” nella
dose di 20 g/hl nelle vasche in
cui erano presenti batteri sele-
zionati.

Fasi della vinificazione.
L’uva Raboso diraspata e pi-
giata ¢ stata trasferita in vini-
ficatori della capienza di 80
hl ciascuno. E’ stata aggiunta
una dose di anidride solforosa
in forma liquida pari a 0,04
g/Kg. L’inoculo dei lieviti ¢
stato introdotto sul fondo del-
la vasca all’inizio del trasferi-
mento del pigiato. La vinifi-
cazione ¢ stata condotta ad
una temperatura di circa
28°C. Dopo 10 giorni dalla
pigiatura il vino ¢ stato trasfe-
rito in vasche da 50 hl e con-
temporaneamente & stato ag-
giunto il preparato “Opti’Ma-
lo” nei recipienti che contene-
vano 1 batteri selezionati.

Le vasche sono state man-
tenute ad una temperatura
compresa trai 18 e 1 20°C.
Sono stati eseguiti 3 travasi in
tempi scalari con 1’elimina-
zione di circa il 5% in peso di
feccia.

Dopo I’ultimo travaso, a 42
giorni dalla pigiatura, ad ogni
vasca ¢ stato aggiunto 1 g/hl
di anidride solforosa liquida
per bloccare I’attivita batteri-
ca.

Prelievo del campione e
determinazione della popo-
lazione coltivabile di lieviti e
batteri. Per il monitoraggio
dei lieviti introdotti sono stati
effettuati 5 campionamenti a
circa 2 giorni di distanza
I’uno dall’altro. Invece, nel
caso dei batteri selezionati, i
campionamenti totali sono
stati 10. Per ciascuna determi-
nazione, da ogni vasca sono
stati prelevati e successiva-
mente analizzati tre campioni.
Prima delle operazioni di pre-
levamento, il contenuto dei
vinificatori ¢ stato mescolato
meccanicamente per circa 10
minuti. I prelievi sono stati
effettuati raccogliendo il mo-
sto-vino ad un livello inter-
medio della vasca. Sui cam-
pioni sono state eseguite le
opportune diluizioni seriali in
acqua peptonata (0,1% Pro-
teose Peptone, Oxoid) prima
del trasferimento sui mezzi
YM agar, WL e MRS agar
per I’isolamento di microrga-
nismi.
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Tab. 4 - Caratteristiche dei principali gruppi di lieviti presenti nel mosto alla pigiatura

Gruppo Caratteristiche della Aspetto delle cellule Frequenza del gruppo
morfologico colonia su WL sul totale (%)
A piatta, verde intenso, bordo regolare  allungato, apiculato 99
B piatta, bianca, opaca, bordi allungato-ellittico, gemmazione
irregolari multipolare 15,2
D piatta, presenza di anelli concentrici, allungato
verde chiaro 52
G bianca, spessa, presenza di pieghe allungato con cellule di grandi dimensioni,
e grinzosita presenza di pseudoife 1,2
L molto piatta, bianca, liscia sferico-allungato con cellule di grandi
dimensioni 2,1
M bianca, cremosa, rialzata, bordo sferico-allungato gemmazione multipolare
regolare 1,2
N bianca, molto grande, con bordo allungato
notevolmente frastagliato 1,2
(0] piatta, bianca, sottile, con rare sferico di piccole dimensioni con presenza
increspature sulla superficie di cellule allungata modificate 1,2
Altro varie vario 16

Dopo I’incubazione, ¢ stata
effettuata la conta delle colo-
nie presenti nelle piastre.

Determinazione della
morfologia cellulare. La
morfologia cellulare ¢ stata
determinata tramite microsco-
pia a contrasto di fase (Olym-
pus, modello BX60).

Determinazione del pH. Il
pH ¢ stato determinato con
pHmetro direttamente sul
campione prelevato, dopo
breve agitazione del contenu-
to.

Determinazione della
concentrazione degli acidi
L-malico, L-lattico. La con-
centrazione di questi acidi or-
ganici ¢ stata determinata per
via spettrofotometrica con ap-
positi kit commerciali.

Risultati
e discussione

Piano sperimentale. La
sperimentazione ¢ stata con-
dotta presso ’azienda agri-
cola Cecchetto a Tezze di
Vazzola (TV). Sono state
utilizzate uve di Raboso Pia-
ve provenienti dalla zona
D.O.C. Sono stati predisposti
tre vinificatori ciascuno della
capacita di 80 hl, in ciascuno
dei quali ¢ stato introdotto
I’inoculo dei lieviti selezio-
nati. Per quanto riguarda i
batteri, invece, si ¢ procedu-
to nel modo seguente :

- vinificatore A: controllo,
non inoculato con batteri se-
lezionati;

- vinificatore B: inoculo
diretto di batteri selezionati
dopo 18h dall’introduzione
del lievito selezionato;

- vinificatore C: inoculo
diretto di batteri selezionati
al raggiungimento di 50g/1 di
zuccheri residui.

Le caratteristiche dei mo-
sti utilizzati nelle tre prove
sono riportati nella Tab. 2.

I valori di acidita totale,
pH, acido malico riportati
evidenziano le condizioni
particolarmente sfavorevoli
allo sviluppo.

Quantificazione delle cel-
lule vitali presenti nelle
confezioni di inoculo com-
merciale. Per determinare
correttamente 1’entita del-
I’inoculo da effettuare ¢ stata
precedentemente eseguita,
mediante la tecnica della
conta su piastra, la determi-
nazione del numero di cellu-
le coltivabili presenti nelle
confezioni di liofilizzato da
utilizzare nella prova speri-
mentale. I dati ottenuti sono
riportati in Tab. 3.

Caratteristiche della po-
polazione indigena di lieviti
presenti nel mosto. Con lo
scopo di caratterizzare la po-
polazione naturale di lieviti
presente nel mosto e di veri-
ficare la successiva predomi-
nanza del lievito selezionato,

il materiale prelevato con i
primi due campionamenti al-
la pigiatura e a 18 h dall’ino-
culo, ¢ stato opportunamente
diluito e piastrato su terreno
WL. Questo mezzo di cresci-
ta, specifico per i lieviti, per-
mette lo sviluppo delle prin-
cipali specie enologiche. Le
colonie assumono colorazio-
ne e/o morfologia caratteri-
stiche che ne rendono agevo-
le il riconoscimento (Cavaz-
za et al., 1992).

Mediante il campionamen-
to dal pigiato, eseguito prima
dell’addizione dell’anidride
solforosa, ¢ stato possibile
determinare 1’entita della po-
polazione naturale di lieviti,
che si attesta a 3,1x10° =
1,85x10° CFU/ml. Questo ri-
sultato ¢ in linea con quanto
normalmente ritrovato nei
mosti (Ribéreau-Gayon et
al., 2000). L’esame visivo
delle piastre Petri di isola-
mento ha rivelato la presenza
di una microflora molto va-
riabile. Sono state individua-
te 8 morfologie principali
che includono 1’84% della
popolazione presente sulle
piastre di WL. Cellule pro-
venienti da una colonia per
ciascuna morfologia ¢ stata
osservata al microscopio per
la determinazione della
morfologia cellulare. Le im-
magini relative a ciascuno
dei gruppi individuati sono
riportate in Fig. 1 e le rispet-
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Tab. 5 - Caratteristiche dei principali gruppi di lieviti presenti dopo 18h

Gruppo Caratteristiche della Aspetto delle cellule Frequenza del gruppo
morfologico colonia su WL sul totale (%)
S color crema, elevatura umbonata, ellittico-sferico 38
liscia, opaca
Al piatta, verde intenso, bordo regolare  allungato con cellule di piccole 52
dimensioni
Bl piatta, bianca, opaca, bordi allungato-ellittico, gemmazione 10

irregolari

multipolare

Tab. 6 - Analisi chimica del vino a fine sperimentazione (dati Enopiave)

Controllo Inoculo a 18 h Inoculo a 50 g/hl
zuccheri residui
Titolo alcolimetrico eff. (%vol) 12,37 13,29 12,65
Acidita volatile (g/1) 0,20 0,27 0,28
Acidita totale (g/1) 9,8 7,7 7,3
Acidita fissa (g/l) 9,56 7,41 7,02
SO, totale (mg/l) 87 64 72
Estratto secco totale (g/l) 33,71 32,57 30,90
Estratto secco netto (g/1) 30,91 29,34 28,00
pH 3,43 3,55 3,57
Acido tartarico 3,07 3,10 3,09
Acido L-malico 4,5 0,1 0,1
Acido L-lattico 0,20 3,55 3,66
Rame 0,10 0,40 0,65
Polifenoli totali 3410 3470 3270

tive caratteristiche sono rias-
sunte in Tab. 4. I risultati ot-
tenuti indicano la presenza
di lieviti apiculati, confer-
mando quanto riportato in
letteratura (Zambonelli,
2003). La morfologia di co-
lonia del gruppo A, ¢ proba-
bilmente riconducibile alla
specie Kloeckera apiculata
(Hanseniaspora uvarum),
mentre nessuna delle morfo-
logie osservate ¢ attribuibile
alla specie Saccharomyces
cerevisiae.

I risultati relativi al secon-
do campionamento, eseguito
a circa 18 h di distanza dal
primo, hanno evidenziato un
sostanziale cambiamento
nella popolazione di lieviti.
In sole 18 h si ¢ verificata
una notevole riduzione nel
numero di morfologie diver-
se presenti sulle piastre. Que-
sto risultato ¢ attribuibile (a)
all’aggiunta di anidride
solforosa, che ha determinato
la selezione degli individui
piu resistenti e (b) all’ag-
giunta del lievito selezionato.

Su mezzo WL sono state os-
servate solo 3 tipologie di
microrganismi, le cui morfo-
logie cellulari sono riportate
in Fig. 2 e le caratteristiche
descritte in Tab. 5.

Il gruppo “S” possiede tut-
te le caratteristiche tipiche
della specie Saccharomyces
cerevisiae ed ¢ pertanto ve-
rosimilmente costituito dalle
cellule di lievito inoculate. A
18 ore dalla pigiatura, percio,
la popolazione di lievito se-
lezionato costituisce il 38%
del totale, indicando che, in
questa fase, la dominanza
dell’inoculo non ¢ ancora
completa.

Per quanto riguarda gli al-
tri due gruppi identificati, A1l
¢ dotato di caratteristiche
non osservate nel precedente
campionamento; al contrario,
B1 ha caratteristiche sovrap-
ponibili a quelle riscontrate
nel gruppo B, indicando que-
sto come 1’unico gruppo in
grado di mantenersi a livelli
elevati tra quelli osservati al
momento della pigiatura.

Inoculo
dei lieviti

Andamento della popola-
zione di lieviti durante la
fermentazione alcolica. Co-
me si osserva dalla Fig. 3 il
lievito inoculato si comporta
in modo simile nelle tre tesi a
confronto. L’andamento ¢ ca-
ratterizzato da una breve fase
di latenza della durata di circa
24 ore, dovuta all’adattamen-
to dei microrganismi al mosto
e alla presenza di SO2, in cui
si verifica una lieve flessione
nella vitalita cellulare. Il lievi-
to selezionato raggiunge la
concentrazione massima (3-
4x107 CFU/ml) dopo 3 giorni
dall’inoculo. Successivamen-
te il numero di cellule vitali di
lievito inizia gradatamente a
diminuire fino al termine del-
la fermentazione alcolica, av-
venuta il decimo giorno,
quando si ¢ effettuata la svi-
natura. L’inoculo dei batteri
nella vasca B € avvenuto 18
ore dopo I’introduzione dei
lieviti, mentre in C i batteri
selezionati sono stati aggiunti
dopo 5 giorni dalla pigiatura,
quando il mosto aveva rag-
giunto i 50 g/l di zuccheri re-
sidui. Vari lavori scientifici
hanno riportato che il coino-
culo lieviti-batteri nel mosto
conduce a fermentazioni alco-
liche stentate fino a veri e
propri arresti di fermentazio-
ne (King e Beelman, 1986;
Huang et al., 1996). Parallela-
mente altri autori affermano
che I'inoculo di batteri poco
prima della fine della fermen-
tazione alcolica non incide
sullo svolgimento di quest’ul-
tima (Semon et al., 2001).
Nella presente sperimentazio-
ne, nelle vasche con inoculo
batterico non si sono verifica-
ti fenomeni di inibizione dei
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Fig. 3 - Andamento delle popolazioni di lievito

selezionato
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A: controllo; B: inoculo di batteri selezionati dopo 18h dall’introdu-
zione del lievito selezionato; C: inoculo di batteri selezionati a 508/l di

zuccheri residui.

Fig. 4 - Andamento della popolazione batterica

durante vinificazione
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A: controllo; B: inoculo di batteri selezionati dopo 18h dall’introdu-
zione del lievito selezionato; C: inoculo di batteri selezionati a 50 g/l
di zuccheri residui. La linea punteggiata indica il momento di inoculo
nella vasca B (18 ore dalla pigiatura); la linea tratteggiata stretta
indica il momento di inoculo nella vasca C (50 g/l di zuccheri residui);
la linea tratteggiata larga indica il momento della svinatura.

lieviti; la fermentazione alco-
lica si ¢ svolta in modo rego-
lare, senza mostrare differen-
ze rispetto alla vasca non ino-
culata. Questo risultato sotto-
linea I’importanza delle inte-
razioni tra lieviti e batteri nel
mosto e quindi, pone 1’accen-
to sull’importanza della scelta
della coppia da utilizzare.

Inoculo
dei batteri

Andamento della popola-
zione batterica durante la
vinificazione. I dati relativi

all’evoluzione della popola-
zione batterica totale sono ri-
portati in Fig. 4. Nei grafici
successivi sono evidenziati
I’andamento del pH (Fig. 5),
le variazioni di acido malico
(Fig. 6) e dell’acido lattico
(Fig. 7). 1l primo campiona-
mento & avvenuto subito do-
po la pigiatura. Nonostante la
popolazione naturale di lievi-
ti fosse elevata (circa 4x10°
CFU/ml) ¢ stato possibile de-
terminare 1’entita della popo-
lazione dei batteri lattici che
si attesta a 1,6x10%2 CFU/ml,
un valore circa 5000 volte in-
feriore, risultato in linea con
quanto si ritrova normalmen-
te nei mosti (Zambonelli,
2003).

A) Evoluzione della popo-
lazione di batteri lattici in
assenza dell’inoculo selezio-
nato. Nella tesi di controllo
(Fig. 4), la popolazione batte-
rica si mantiene a concentra-
zioni molto basse, sempre in-
feriori a 103> CFU/ml, anche
dopo la svinatura, quando si ¢
conclusa I’attivita fermentati-
va dei lieviti. Solo dopo 30
giorni si assiste ad un lento e
contenuto incremento che tut-
tavia non riesce a portare la
popolazione naturale ai livelli
richiesti (circa 10 CFU/ml)
per un corretto decorso della
fermentazione malolattica. Si
osserva, infatti, un effetto non
marcato sul pH, che in una
prima fase aumenta per poi
rimanere pressoché costante;
contemporaneamente il de-
cremento dell’acido malico ¢
molto modesto e la produzio-
ne di acido lattico ¢ scarsissi-
ma. In questo caso, la degra-
dazione dell’acido malico
(Fig. 6), abbattuto del 30-
40% in tutte le tesi durante la
fermentazione alcolica, ¢ pro-
babilmente operata unica-
mente dai lieviti.

B) Evoluzione della popo-
lazione di batteri lattici in
presenza di inoculo batteri-
co aggiunto dopo 18h. In
questo caso I’inoculo di cel-
lule batteriche (1,86x10°
CFU/ml) ¢ stato effettuato
poco tempo dopo I’aggiunta
dei lieviti selezionati. Il pri-
mo monitoraggio dopo 1’in-
troduzione dei batteri ¢ avve-
nuto al terzo giorno dall’ini-
zio della fermentazione alco-
lica (Fig. 4). Confrontando il

valore dell’inoculo teorico
(Tab. 3) e quello determinato
nel vinificatore due giorni
dopo I’inoculo (Fig. 4) si os-
serva un leggero calo di cel-
lule vitali (si sono ridotte di
circa la meta) ed un ulteriore
decremento si riscontra anche
il giorno successivo. Il valore
rimane stabile poi fino alla
svinatura, avvenuta al nono
giorno. Nel periodo successi-
vo si verifica un leggero, ma
costante, incremento di cellu-
le che porta la popolazione
batterica a valori superiori a
107 CFU/ml. L attivita di de-
gradazione batterica dell’aci-
do malico (Fig. 6) risulta evi-
dente dopo la svinatura. In
particolare, come confermato
dalla produzione di acido lat-
tico (Fig. 7), la popolazione
batterica inoculata dopo 18
ore, inizia la fermentazione
malolattica leggermente in
anticipo rispetto a quanto
succede nella tesi C in cui
I’inoculo batterico ¢ avvenu-
to in tempi successivi. Que-
sto risultato potrebbe essere
attribuito al diverso numero
di cellule vitali presenti nelle
due vasche.

C) Evoluzione della po-
polazione di batteri lattici
in presenza di inoculo bat-
terico aggiunto a 50 g/l di
zuccheri residui. La popola-
zione batterica in questa spe-
rimentazione ha mantenuto
un comportamento analogo a
quello del controllo fino al
momento dell’inoculo che ¢
avvenuto il quinto giorno
dall’inizio della vinificazio-
ne, percio verso la meta della
fermentazione alcolica. Il pri-
mo monitoraggio dopo I’in-
troduzione dei batteri ¢ stato
condotto 4 giorni dopo, po-
che ore prima della svinatura.
Confrontando il valore del-
I’inoculo teorico (Tab. 3) e
quello determinato (Fig. 4) si
osserva un marcato calo di
cellule vitali (pari a circa 10
volte), molto piu alto rispetto
alla tesi B. Dopo la svinatura,
nei successivi 11 giorni si ve-
rifica un leggero e costante
incremento di cellule. In que-
sto periodo la popolazione
batterica inoculata mantiene
concentrazioni sempre infe-
riori rispetto a quelle ottenute
nella medesima fase dalla tesi
B (inoculo a 18 ore). Con
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Fig. 5 - Andamento del pH durante la vinificazio-
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A: controllo; B: inoculo di batteri selezionati dopo 18h dall’introdu-
zione del lievito selezionato; C: inoculo di batteri selezionati a 50 g/l
di zuccheri residui. La linea tratteggiata larga indica il momento della

svinatura.

Fig. 6 - Andamento della degradazione dell’acido
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A: controllo; B: inoculo di batteri selezionati dopo 18h dall’introdu-
zione del lievito selezionato; C: inoculo di batteri selezionati a 508/l di

zuccheri residui.

questa tipologia di inoculo la
popolazione batterica intro-
dotta, nonostante subisca un
minor effetto di competizione
dovuto alla presenza di lieviti
meno attivi in quanto gia en-
trati in fase stazionaria e di
declino, viene influenzata da
altri fattori in grado ridurre la
vitalita batterica, quali I’ele-
vato grado alcolico, la mino-
re disponibilita di nutrienti e
il sequestro di frazioni di ino-
culo batterico determinato
dal processo di svinatura. Dal
ventesimo al trentesimo gior-
no dall’inizio del processo, si
osserva un incremento della
velocita di crescita superiore
a quella riscontrata nella tesi
B, durante la medesima fase.

Questa situazione, nella fase
conclusiva del processo, per-
mette alla popolazione batte-
rica di raggiungere concen-
trazioni molto simili a quelle
ottenute nella prova B. Que-
sti risultati trovano conferma
nell’andamento di degrada-
zione dell’acido malico (Fig.
6) e di sintesi di acido lattico
(Fig. 7).

Produzione di
acidita volatile

L’acido acetico, che costi-
tuisce la quasi totalita
dell’acidita volatile, viene
prodotto sia dai lieviti che dai
batteri lattici. Se la fermenta-
zione alcolica viene gestita in
modo corretto e utilizzando
lieviti selezionati, la quantita
di acido acetico prodotta dai
lieviti ¢ molto ridotta e si
mantiene intorno a 0,1-0,3 g/l
(Ribéreau-Gayon et al.,
2000). I batteri lattici, al con-
trario, producono acido aceti-
co principalmente dalla de-
gradazione degli zuccheri
(esosi e pentosi) e dell’acido
citrico, attivita che fanno par-
te del metabolismo cellulare
per la produzione di energia
(Delfini, 1995; Asmundson et
al., 1990). La quantita di aci-
dita volatile presente, deter-
minata  principalmente
dall’acido acetico prodotto,
percio ¢ indicativa sia
dell’andamento della fermen-
tazione alcolica da parte dei
lieviti che dello sviluppo e
dell’attivita metabolica batte-
rica. In Fig. 8 sono riportati i
valori di acidita volatile,
espressa in grammi di acido
acetico per litro, registrati
nelle tre tesi sperimentali alla
svinatura ed al termine della
sperimentazione. Quest’ulti-
mo valore ¢ presente anche in
Tab. 6, dove sono riportate le
caratteristiche chimiche dei
vini ottenuti. In relazione
all’acidita volatile, entrambe
le determinazioni indicano
una quantita estremamente
contenuta anche a fine speri-
mentazione dopo che I’atti-
vita batterica ne ha inevitabil-
mente elevato il livello. In
particolare, i risultati relativi
alla svinatura evidenziano
una quantita di acidita volati-
le limitata in tutte le prove.

Questo fenomeno ¢ indice di
una corretta gestione della
fermentazione alcolica. Inol-
tre, considerando le tesi ino-
culate, 1 batteri selezionati
durante questa fase sono ri-
masti inattivi non degradando
non solo acido malico, ma
neppure gli zuccheri. In parti-
colare, considerando la vasca
inoculata a 18 ore, questo ri-
sultato differisce da quanto
riportato in altri lavori dove
sono stati segnalati casi di
co-inoculi lieviti-batteri che
hanno indotto un aumento di
acidita volatile unitamente al-
la comparsa di difetti olfattivi
(Henick-Kling e Park, 1994).
Questi dati contrastanti, met-
tono nuovamente in luce
I’importanza delle complesse
interazioni che si instaurano
tra lieviti e batteri nel mosto
e che sono legate ai diversi
ceppi utilizzati. Confrontan-
do i dati ottenuti alla svinatu-
ra con quelli a fine fermenta-
zione malolattica non si se-
gnalano variazioni di rilievo
nel contenuto di acidita vola-
tile. Questo risultato ¢ deter-
minato dal corretto compor-
tamento del batterio inocula-
to, che ha utilizzato per la
produzione di energia preva-
lentemente la fermentazione
malolattica, rispetto ad altri
processi fermentativi a carico
di zuccheri e altri acidi orga-
nici.

Considerazioni
conclusive

1I lievito selezionato utiliz-
zato come inoculante si ¢ di-
mostrato, in questo contesto,
una scelta corretta, in quanto
¢ riuscito a colonizzare il mo-
sto rivelandosi il ceppo domi-
nante sulla popolazione natu-
rale fin dalle prime fasi della
fermentazione alcolica; inol-
tre, € riuscito a ridurre in mo-
do considerevole la concen-
trazione dell’acido malico.

Indipendentemente dal mo-
mento dell’inoculo, in en-
trambi 1 casi, 1 batteri selezio-
nati hanno mantenuto livelli
di vitalita elevati durante tut-
te le fasi di vinificazione. Al
contrario, nella vasca di con-
trollo, in cui non ¢ stato ag-
giunto inoculo, la popolazio-
ne naturale & rimasta a basse



L’ENOLOGO [ MAGGIO 2005

Fig. 7 - Andamento della produzione di acido L-
lattico
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A: controllo; B: inoculo di batteri selezionati dopo 18h dall’introdu-
zione del lievito selezionato; C: inoculo di batteri selezionati a 508/l di
zuccheri residui.

Fig. 8 - Produzione di acidita volatile (g/1 di aci-
do acetico) alla svinatura e al momento della
stabilizzazione con $0,
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A: controllo; B: inoculo di batteri selezionati dopo 18h dall’introdu-
zione del lievito selezionato; C: inoculo di batteri selezionati a 508/l di
zuccheri residui.

concentrazioni anche nelle
fasi successive alla fermenta-
zione alcolica. La quantita
modesta di cellule batteriche
presenti nella vasca non ¢
riuscita ad innescare in modo
appropriato la fermentazione
malolattica.

Nonostante la presenza a
concentrazioni elevate della
frazione batterica inoculata,
fin dalle prime fasi del pro-
cesso, non si € rilevata alcuna
interferenza tra le popolazio-
ni di lieviti e batteri lattici in-
trodotte che potesse influen-
zare 1’andamento sia della
fermentazione alcolica che di
quella malolattica e quindi la

qualita del vino. In questa
sperimentazione, infatti, il
ceppo di lievito si & dimostra-
to in grado di competere con
il ceppo batterico che ¢ rima-
sto silente anche se a concen-
trazioni relativamente elevate
per tutto lo svolgimento della
fermentazione alcolica.

E’ possibile dedurre, quin-
di, che per ottenere I’innesco
della fermentazione malolat-
tica anche in situazioni diffi-
cili non & importante solo la
scelta del batterio selezionato
piu adatto al particolare pro-
cesso di vinificazione, ma so-
prattutto deve essere preso in
considerazione il grado di
compatibilita esistente nella
coppia lievito-batterio.

Considerando le prove ef-
fettuate, sebbene le cinetiche
di degradazione dell’acido L-
malico e di produzione di
acido L-lattico siano analo-
ghe, nella prova in cui i bat-
teri sono stati addizionati 18
h dopo 1’aggiunta dei lieviti,
la fermentazione malolattica
si ¢ innescata prima, conclu-
dendo con lieve anticipo la
degradazione dell’acido L-
malico.

|
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