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LA NUTRIZIONE LIPIDICA DI
SACCHAROMYCES CEREVISIAE
NELLA FERMENTAZIONE ALCOLICA
La nutrizione del lievito Saccharomyces cerevisiae è un fattore 
da sorvegliare attentamente nell’ottica di una corretta gestione della
fermentazione alcolica. In questo lavoro si è indagato il ruolo dei lipidi 
e dell’ossigeno come apporto nutrizionale alle cellule di lievito in fermentazione.
Una possibile fonte di tali composti è rappresentata dai lieviti inattivi.

Introduzione
La corretta gestione della

fermentazione alcolica e la
prevenzione degli arresti di
fermentazione sono problemi
sempre più sentiti, soprattut-
to nella nuova ottica dell’in-
dustria enologica, dove nien-
te deve essere lasciato al ca-
so, ed anche i processi biolo-
gici necessitano di un attento
controllo tecnologico.

Mentre il ruolo della nutri-
zione azotata è stato ampia-
mente indagato sotto diversi
aspetti soprattutto negli ulti-

mi anni (1, 16, 14, 20, 25,
18, 25, 3), e alcune indagini
importanti hanno interessato
altri micronutrienti (vitamine
e sali minerali per esempio),
sicuramente meno è stato fat-
to sui fattori che consentono
il mantenimento dell’attività
della membrana citoplasma-
tica, ovvero sul ruolo dei
composti lipidici.

Perché una fermentazione
non incorra in problemi di al-
cun tipo è necessario che non
si verifichi alcuna situazione
di carenza, e che la fine del
processo sia dovuta all’esau-

rimento dell’unico fattore
nutritivo che deve divenire
limitante, e cioè degli zuc-
cheri. Affinchè questo av-
venga, la cellula deve essere
in grado di assimilare, nel
corso di tutto il processo fer-
mentativo, macro e micronu-
trienti.

Talvolta, nonostante la di-
sponibilità di fattori nutrizio-
nali nel mosto, le fermenta-
zioni rallentano o si arresta-
no. Le cause all’origine di
questi fenomeni possono es-
sere molteplici (4), ma nono-
stante le indagini finora con-
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dotte, non è al momento pos-
sibile prevederli con certezza
e porvi sempre rimedio utile.
Una delle possibili cause, fi-
nora poco indagata con que-
sto obiettivo, è costituita dal-
la composizione della mem-
brana plasmatica che, in fun-
zione del mantenimento della
sua funzionalità, consente al-
la cellula di proteggersi da
eventuali elementi dannosi
presenti all’esterno e di assi-
milare i composti presenti
nel mezzo. Andamenti irre-
golari della fermentazione o
condizioni tecnologiche ano-
male (24) (basse o alte tem-
perature, eccessiva limpidez-
za dei mosti, uso di mosti
concentrati, alte concentra-
zioni zuccherine) sono fre-
quentemente accompagnati
dalla formazione di prodotti
secondari indesiderati, come
l’acido acetico e gli acidi
grassi a media catena, che
sono altri intermedi della for-
mazione di acidi grassi e ste-
roli. La sintesi degli steroli e
la desaturazione degli acidi
grassi saturi richiedono ossi-
geno, che viene però rapida-
mente consumato nelle prime
fasi della fermentazione, in
seguito alle quali si instaura
l’anaerobiosi, per effetto del-
la fermentazione stessa. In
queste condizioni può verifi-
carsi nelle cellule uno stato
di carenza di acidi grassi in-
saturi e steroli, che può con-
durre ad un blocco delle divi-
sioni cellulari (7, 8). Da ciò
può derivare un rallentamen-
to nel consumo degli zucche-
ri.

Da queste considerazioni è
derivata la necessità di inda-
gare la possibile soluzione al
problema delle fermentazioni
difficili e dell’insorgenza di
difetti qualitativi, fornendo
alle cellule in crescita in
anaerobiosi, diverse fonti di
composti costituenti la mem-
brana cellulare (acidi grassi
saturi e insaturi e steroli).

Una possibile fonte di tali
composti è rappresentata da-
gli attivanti a base di scorze
di lievito, contenenti alcune
parti o la totalità delle mem-
brane cellulari, che di seguito
verranno chiamati lieviti
inattivi. Prove preliminari
hanno dimostrato che l’ag-
giunta di lieviti inattivi mi-

gliora l’efficienza fermenta-
tiva delle cellule, accelera il
consumo degli zuccheri e ri-
duce la produzione di acido
acetico (dati in corso di pub-
blicazione). Il lavoro è stato
condotto in modo tale da va-
lutare il ruolo della sola fra-
zione lipidica come apporto
nutrizionale. È stata inoltre
presa in considerazione la
somministrazione controllata
di ossigeno come “cofattore”
nutrizionale indispensabile
alla biosintesi lipidica. Lo
studio è stato sviluppato con
fermentazioni condotte in
condizioni fisiologiche di
stress metabolico, esclusiva-
mente a carico dei processi
di biosintesi lipidica, quindi
in assenza di sostanze lipidi-
che nel terreno di coltura ed
in anaerobiosi, ma con nutri-
zione adeguata sotto il profi-
lo degli apporti in azoto, vi-
tamine e sali minerali.

Le due fasi 
di lavoro

La ricerca si è articolata in
due fasi di lavoro.

Nella Fase 1 le fermenta-
zioni sono state condotte in
laboratorio, in condizioni
controllate, utilizzando un
terreno nutritivo sintetico a
composizione nota, privo di
composti lipidici ma ricco in
azoto, in modo da minimiz-
zare l’effetto dell’apporto
nutrizionale della frazione
azotata dei lieviti inattivi.
L’ossigeno è stato erogato
utilizzando un micro-ossige-
natore.

Sono state poste a con-
fronto quattro tesi: 

1. fermentazione con ap-
porto di lieviti inattivi, tesi
“lieviti inattivi”

2. fermentazione con ap-
porto di ossigeno, tesi “ossi-
geno”

3. fermentazione con ap-
porto simultaneo di lieviti
inattivi e ossigeno, tesi “lie-
viti inattivi e ossigeno”

4. fermentazione con ap-
porto di lieviti inattivi e ossi-
geno somministrati in due
step successivi, tesi “2 step”.

In ognuna delle fermenta-
zioni si sono analizzati:

1. la cinetica di crescita
cellulare, da cui sono stati

dedotti il numero di divisioni
cellulari e la biomassa com-
plessivamente prodotta;

2. il consumo degli zuc-
cheri (glucosio e fruttosio); 

3. la produzione di etano-
lo;

4. la composizione della
frazione lipidica cellulare.

Nella Fase 2 sono state
condotte fermentazioni su
scala pilota, ponendo a con-
fronto tre tesi:

1) Tesi A: fermentazione
di controllo 

2) Tesi B: fermentazione
con nutrizione sperimentale a
base di lieviti inattivi

3) Tesi C: fermentazione
con macro-ossigenazione.

Le prove sono state con-
dotte su mosto Chardonnay
nella vendemmia 2002 pres-
so la cantina “La Montagnet-
ta” (Villanova d’Asti, Asti).

Fermentazioni su
scala di laboratorio

Condizioni di fermenta-
zione. Le fermentazioni sono
state condotte in batch in un
bioreattore BM3000 (BioIn-
dustrie Mantovane srl). Il
substrato utilizzato in tutte le
tesi era composto da YNB
modificato in modo da simu-
lare le condizioni di fermen-
tazioni enologiche, mediante
aggiunta di glucosio 12%,
fruttosio 12%, acido tartarico
0,3%, acido malico 0,2% e
acido citrico 2%. Il pH è sta-
to portato a 3,2 con aggiunta
di soda 4 M e si è mantenuto
costante nella fermentazione
per l’effetto tampone creato
dalla presenza di acido citri-
co e di sodio citrato (3%).
Tale terreno di coltura, co-
munemente utilizzato negli
studi fisiologici su S. cerevi-
siae, è stato scelto perché, es-
sendo a composizione nota e
totalmente privo di composti
lipidici, consente di valutare
il comportamento fisiologico
del lievito senza l’influenza
delle variabili imputabili alla
diversa composizione dei
mosti. Le fermentazioni sono
state condotte a 20° C e sotto
agitazione (700 rpm). 

Per l’inoculo è stato utiliz-
zato un preparato commer-
ciale di lievito secco attivo
per uso enologico (ceppo

L2056), riattivato secondo il
protocollo indicato dalla ditta
fornitrice. Dalla sospensione
cellulare così ottenuta, dopo
averne determinato la con-
centrazione mediante conteg-
gio con camera di Bürker e
con colorazione vitale al blu
di metilene (6), si è prelevata
l'aliquota necessaria per otte-
nere una concentrazione di
partenza, nella giara di fer-
mentazione, pari a 5 x 105

cellule/mL.
I trattamenti (aggiunte di

lieviti inattivi e/o di ossige-
no) sono stati effettuati in
corrispondenza delle seguen-
ti fasi della fermentazione: 

1. In corrispondenza
dell’inoculo (giorno 0);

2. Quando la concentrazio-
ne di glucosio nel terreno di
coltura era un terzo della
quantità presente al giorno 0
(giorno 5);

3. Quando la concentrazio-
ne di glucosio nel mezzo di
coltura era la metà di quella
di partenza (giorno 6 nella
tesi “lieviti inattivi e ossige-
no”, giorno 7 nella tesi “lie-
viti inattivi” e nella tesi “os-
sigeno”).

Dove previsto, i lieviti
inattivi sono stati aggiunti in
dose di 200 mg/L mentre
l’ossigeno è stato sommini-
strato in dose di 1,4 mL/L.

Nella tesi “2 step” sono
stati aggiunti 200 mg/L di
lieviti inattivi in corrispon-
denza dell’inoculo (giorno
0); l’aggiunta di ossigeno, in
dosi uguali a quelle utilizzate
nelle tesi precedenti, è stata
effettuata quando un terzo
del glucosio inizialmente
presente nel mezzo di cresci-
ta era stato consumato (gior-
no 5).

Ogni fermentazione è stata
ripetuta due volte. Dal mo-
mento che i risultati ottenuti
davano origine a curve so-
vrapponibili in ogni cinetica,
per ciascuna tesi sono stati
riportati i risultati di una sola
ripetizione. 

Determinazione delle ci-
netiche di crescita cellula-
re. La concentrazione cellu-
lare è stata determinata me-
diante un conteggio al micro-
scopio ottico in campo chia-
ro (400 X), utilizzando la ca-
mera contaglobuli di Bürker
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con colorazione vitale al blu
di metilene. 

Determinazione della
concentrazione di glucosio
e fruttosio. La determinazio-
ne della concentrazione degli
zuccheri è stata effettuata per
via enzimatica utilizzando gli
appositi kit (Boehringer
Mannheim/R-Biopharm) e
uno spettrofotometro UV/Vi-
sibile a singolo raggio (Spec-
tronic 20 Genesys TM).

Estrazione dei lipidi cel-
lulari. I lipidi cellulari sono
stati estratti previa liofilizza-
zione del campione di cellu-
le.

Dopo aver polverizzato le
cellule liofilizzate in un mor-
taio, se ne è pesata una deter-
minata quantità in un tubo
Falcon da 50 mL. Si sono ad-
dizionati 2,2 mL di dimetil-
solfossido (DMSO),  200 µL
di soluzione di acido 4-
(idrossimercuri) benzoico in
DMSO e 100 µL di soluzione
di 2,6-di-ter-butil-4-metilfe-
nolo in DMSO; quindi si è
mantenuta la sospensione in
un bagno d’acqua alla tem-
peratura di 100°C per un’ora.
Dopo aver lasciato raffredda-
re la sospensione a tempera-

tura ambiente, si è aggiunta
una miscela di cloroformio e
metanolo 1:1 (6,65 mL : 6,65
mL). Si è agitata lentamente
la provetta per 3 minuti in
modo da ottenere la forma-
zione di una fase singola pri-
va di emulsione. Si è lasciata
la sospensione a riposo per
una notte a 4°C. Dopo aver
aggiunto 6,7 mL di clorofor-
mio si è nuovamente agitata
la provetta per 3 minuti. Si
sono introdotti 2,5 mL di ac-
qua e si proceduto ad agitare
come descritto in preceden-
za. Dopo centrifugazione si è
asportata la fase superiore
contenente l’acqua e il DM-
SO. La fase organica, costi-
tuita dal metanolo e dal clo-
roformio e contenente tutti i
lipidi, è stata lavata 3 volte
con 4,8 mL di KCl 2M. Do-
po ogni lavaggio si è esegui-
ta una centrifugazione e si è
eliminata la fase acquosa.

L’estratto lipidico è stato
portato a secco al Rotavapor
e ridisciolto in 5 mL di clo-
roformio portando a volume
in un matraccio. 

Analisi degli acidi grassi
a lunga catena. Gli acidi
grassi sono stati analizzati in
gascromatografia previa me-

tilazione secondo Christie
(30). Si è utilizzato un gas-
cromatografo digitale DANI
GC 1000 DPC, equipaggiato
con colonna capillare OV1,
10 m di lunghezza, diametro
interno di 0,53 mm, spessore
del film di 2,65 µm e rivela-
tore a ionizzazione di fiam-
ma (FID), nelle seguenti con-
dizioni: temperatura del-
l’iniettore 290°C, temperatu-
ra iniziale del forno 80°C,
temperatura finale di 280°C
raggiunta con i seguenti gra-
dienti di temperatura: da 80°
a 120°C a 10°C/minuto, da
120° a 220°C a 2°C/minuto e
da 220 a 280°C a 10°C/mi-
nuto, temperatura finale di
280°C per 10 minuti; carrier
gas azoto; volume di iniezio-
ne 2 µL; l’analisi è stata con-
dotta in splitless.

Determinazione dell'er-
gosterolo. L’estratto lipidico
cellulare è stato saponificato
secondo Taylor et al. (27).
La frazione insaponificabile
è stata estratta per 3 volte
con 15 mL di dietil etere,
portata a secco al Rotavapor
e ridisciolta in un volume no-
to di isopropanolo. 

La determinazione dell'er-
gosterolo è stata effettuata
per via enzimatica, utilizzan-
do l'apposito kit Boehringer
Mannheim/R-Biopharm.

Vinificazioni su
scala pilota

Una massa di uva Char-
donnay è stata pigiata, omo-
geneizzata e solfitata secon-
do le normali pratiche di can-
tina. Il mosto è stato quindi
pressato e inviato alla decan-
tazione statica con l’aggiunta
di 1 g/hL di enzima pectoliti-
co. La concentrazione zuc-
cherina della massa omoge-
nea risultava pari a 208,2 g/L
di zuccheri riduttori (corri-
spondenti ad un grado alcoli-
co potenziale di circa
12,49°V/V). La torbidità del
mosto è stata mantenuta a 90
NTU.

La massa è stata inoculata
con 20 g/hL di lievito sele-
zionato in forma secca (cep-
po M69) seguendo il proto-
collo di reidratazione e accli-
matazione alla temperatura

Tab. 1 - Cinetiche di crescita cellulare e produzione di biomassa
Tesi Numero di Biomassa prodotta Fase logaritmica

generazioni (cellule/mL) (giorni)

Lieviti inattivi 8,3 1,9 x 108 4
Ossigeno 9,4 2,45 x 108 4
Lieviti inattivi e ossigeno 8 1,88 x 108 3
2 step 9,3 1,9 x 108 7

Nella tesi “lieviti inattivi” le aggiunte sono state effettuate nei giorni 0, 5 e 7 della fermentazione.
Nella tesi “ossigeno” le aggiunte sono state effettuate nei giorni 0, 5 e 7 della fermentazione. Nella
tesi “lieviti inattivi e ossigeno” le aggiunte sono state effettuate nei giorni 0, 5 e 6 della fermentazione.
Nella tesi “2 step” sono state effettuate nei giorni 0 (lieviti inattivi) e 5 (ossigeno) della fermentazione

Tab. 2 - Indici di insaturazione
Inizio fase di crescita Fine fase di crescita

Tesi lieviti inattivi 76,4% 81% 
Tesi ossigeno 74% 81,4% 
Tesi lieviti inattivi e ossigeno 75,9% 74,9% 
Tesi 2 step 65,7% 76,7%

I dati sono stati ottenuti dal rapporto percentuale fra la somma degli acidi grassi insaturi
C16:1+C18:1 e la somma dei quattro acidi grassi C16:0, C16:1, C18:0 e C18:1. Nella tesi “lieviti
inattivi” le aggiunte sono state effettuate nei giorni 0, 5 e 7 della fermentazione. Nella tesi “ossigeno”
le aggiunte sono state effettuate nei giorni 0, 5 e 7 della fermentazione. Nella tesi “lieviti inattivi e
ossigeno” le aggiunte sono state effettuate nei giorni 0, 5 e 6 della fermentazione. Nella tesi “2 step”
sono state effettuate nei giorni 0 (lieviti inattivi) e 5 (ossigeno) della fermentazione.
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di fermentazione, indicato
dalla ditta fornitrice.

Il mosto è stato quindi ad-
dizionato di 10 g/hL di sali
ammoniacali (ammonio sol-
fato e ammonio fosfato in
rapporto 1:1) e di 60 mg/hL
di tiamina. La massa è stata
omogeneizzata e distribuita
nelle tre vasche, A, B e C,
ciascuna riempita con 4,4 hL
di mosto inoculato.

Dopo il riempimento sono
stati eseguiti i primi tratta-
menti nelle vasche B e C.
Nella vasca B si sono ag-
giunti 20 g/hL di lieviti inat-
tivi; nella vasca C si è effet-
tuata l’aggiunta di 1 mL/L di
ossigeno.

Il secondo trattamento è
stato effettuato quando un
terzo degli zuccheri totali
inizialmente presenti era sta-
to consumato. Sono stati ag-
giunti:

• Tesi A: 5 g/hL di solfato
d’ammonio e 5 g/hL di fosfa-
to biammonico;

• Tesi B: 5 g/hL di solfato
d’ammonio e 5 g/hL di fosfa-
to biammonico; 20 g/hL di
lieviti inattivi;

• Tesi C: 5 g/hL di solfato
d’ammonio e 5 g/hL di fosfa-
to biammonico; 1 mL/L di
ossigeno.

Il terzo trattamento, uguale
al secondo, è stato effettuato
all’ottavo giorno di fermen-

tazione: 
• Tesi A: 5 g/hL di solfato

d’ammonio e 5 g/hL di fosfa-
to biammonico;

• Tesi B: 5 g/hL di solfato
d’ammonio e 5 g/hL di fosfa-
to biammonico; 20 g/hL di
lieviti inattivi;

• Tesi C: 5 g/hL di solfato
d’ammonio e 5 g/hL di fosfa-
to biammonico; 1 ml/L di os-
sigeno.

Quotidianamente da ognu-
na delle tre vasche si è prele-
vato un campione, alla
profondità di un metro dal
fondo della vasca, sul quale
sono stati analizzati:

1. la cinetica di crescita
cellulare, da cui sono stati
dedotti il numero di divisioni
cellulari e la biomassa com-
plessivamente prodotta;

2. il consumo degli zuc-
cheri (glucosio e fruttosio); 

3. la produzione di acido
acetico;

4. la produzione di etano-
lo;

5. la composizione della
frazione lipidica cellulare; 

6. la produzione di acetal-
deide.

Tutte le determinazioni
analitiche sono state effettua-
te come descritto per la fase
1.

L’evoluzione della con-
centrazione di acetaldeide è
stata determinata per via
spettrofotometrica utilizzan-
do l’apposito kit (Boehringer
Mannheim/R-Biopharm). 

Risultati 
della fase 1

Cinetiche di crescita
(Tab. 1). Nella tesi “lieviti
inattivi”, dopo il primo trat-
tamento al giorno 0, le cellu-
le hanno dato origine a 5 di-
visioni cellulari complete
nei primi tre giorni della fer-
mentazione. A partire dal
terzo giorno è iniziata la fase
di crescita logaritmica termi-
nata il giorno 7 con una con-
centrazione cellulare pari a
1,9 x 108 cellule/mL. Com-
plessivamente le cellule han-
no dato origine a 8,3 divisio-
ni cellulari.

Nella tesi “ossigeno”, la
fase di latenza è durata tre
giorni. La fase di crescita lo-
garitmica è iniziata il giorno
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3 e terminata il  giorno 7,
quando era stata raggiunta,
in seguito al secondo tratta-
mento con ossigeno, la con-
centrazione cellulare massi-
ma (2,45 x 108 cellule/mL);
complessivamente si sono
verificate 9,4 divisioni cellu-
lari. La quantità di biomassa
prodotta è risultata maggiore
rispetto a quella delle altre
tesi.

Nella tesi “lieviti inattivi e
ossigeno” la fase di latenza
ha avuto una durata di tre
giorni. Dopo il secondo trat-
tamento le cellule si sono
moltiplicate più rapidamente
rispetto alla tesi in cui sono
stati aggiunti solo i lieviti

inattivi. La fase di crescita
logaritmica è risultata più
veloce anche rispetto alla te-
si in cui è stato aggiunto so-
lo ossigeno, ma la produzio-
ne di biomassa in fase sta-
zionaria si è rivelata netta-
mente inferiore. Complessi-
vamente le cellule hanno da-
to origine a 8 divisioni cellu-
lari.

Nella tesi “2 step” l’anda-
mento della cinetica di cre-
scita cellulare è stato uguale
a quello della tesi “lieviti
inattivi” nei primi quattro
giorni della fermentazione;
dal quarto al quinto giorno
la produzione di biomassa è
rallentata; in seguito al trat-

tamento con ossigeno al
quinto giorno, le cellule han-
no ripreso a crescere lenta-
mente raggiungendo il pla-
teau al decimo giorno (1,9 x
108 cellule/mL). Complessi-
vamente le cellule hanno
originato 9,3 divisioni cellu-
lari.

Vitalità cellulare (Fig.
1). Nella tesi “lieviti inatti-
vi” la vitalità delle cellule è
rimasta costantemente al di
sopra del 96%. Nella tesi
“ossigeno” si è raggiunto il
minimo della percentuale di
vitalità al sesto giorno
(80%). In seguito si è verifi-
cato un aumento graduale di
questo parametro, che si è
assestato al 96 % al giorno
12.

Nella tesi “lieviti inattivi e
ossigeno”, nella percentuale
di cellule vive, si è osservata
una lieve ma graduale dimi-
nuzione fino al settimo gior-
no della fermentazione.
L’ultimo trattamento ha con-
sentito infine di mantenere il
livello di vitalità tra l’85% e
l’87% fino al termine della
fermentazione.

Nella tesi “2 step” la vita-
lità cellulare è stata piuttosto
elevata nel corso della fer-
mentazione. Si è toccato un
minimo pari al 92% il gior-
no 3. L’ultimo giorno della
fermentazione le cellule era-
no tutte vive.

Consumo degli zuccheri
(Fig. 2). Nella tesi “lieviti
inattivi” il glucosio è stato
consumato rapidamente dal
terreno di coltura in dieci
giorni (Fig. 2b). 

Nella tesi “ossigeno” sol-
tanto dopo 2 settimane tutto
il glucosio era stato consu-
mato dal mezzo di crescita
(Fig. 2b), mentre si sono do-
vuti attendere ancora 3 gior-
ni per completare il consu-
mo del fruttosio (Fig. 2c).

Nella tesi “lieviti inattivi e
ossigeno” il consumo del
glucosio è risultato più velo-
ce rispetto alla tesi in cui è
stato fornito solo ossigeno, e
più lento rispetto alla tesi in
cui sono stati somministrati
solo i lieviti inattivi (Fig.
2b).

Nella tesi “2 step”, come
nella tesi “lieviti inattivi”, il
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Fig. 2b - Consumo di glucosio
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glucosio è stato assimilato
completamente dal mezzo di
crescita in dieci giorni; nel
corso però della fermenta-
zione il trend di consumo
del glucosio è risultato più
graduale rispetto alla tesi in
cui sono stati forniti solo i
lieviti inattivi.

Il trattamento effettuato
nella tesi “lieviti inattivi” ha
determinato un rapido con-
sumo del fruttosio, che è
scomparso dal mezzo di fer-
mentazione in undici giorni
(Fig. 2c).

Nella tesi “lieviti inattivi e
ossigeno” il trend di consu-
mo del fruttosio si è posto,
come per il glucosio, in una
situazione intermedia rispet-
to alla tesi “lieviti inattivi” e
alla tesi “lieviti ossigeno”.  

Nella tesi “2 step” la con-
centrazione di fruttosio non
è diminuita in modo signifi-
cativo nell’arco dei primi
cinque giorni della fermen-
tazione; il trattamento con
ossigeno al quinto giorno ha
determinato nell’immediato

un rallentamento del consu-
mo di questo zucchero, ma a
partire dal giorno successivo
all’aggiunta di ossigeno e
nei quattro giorni seguenti, il
fruttosio è stato completa-
mente assimilato (Fig. 2c).

Contenuto cellulare in
ergosterolo (Fig. 3). Le cel-
lule utilizzate per l’inoculo
in ogni fermentazione ave-
vano un contenuto in ergo-
sterolo pari a 4,86 mg/g di
cellule liofilizzate.

Nella tesi in cui sono stati
aggiunti solo i lieviti inattivi
si è verificata una drastica
diminuzione del contenuto
cellulare in ergosterolo nei
primi tre giorni della fer-
mentazione. Nei giorni suc-
cessivi l’ergosterolo delle
cellule non è aumentato in
seguito ai trattamenti effet-
tuati, ma si è attestato intor-
no ad un valore minimo.

Sia nella tesi in cui si è
somministrato ossigeno, che
in quella in cui sono stati
forniti lieviti inattivi e ossi-

geno in contemporanea, il
contenuto in ergosterolo del-
le cellule è risultato costan-
temente più elevato rispetto
alla tesi precedente. È stato
evidenziato in particolare un
significativo arricchimento
in ergosterolo nelle cellule
trattate con i lieviti inattivi e
l’ossigeno durante la fase di
latenza. Il valore minimo è
risultato superiore rispetto
alle tesi precedenti. 

Nella tesi “2 step” l’ag-
giunta dei lieviti inattivi al
giorno 0 ha stimolato le di-
visioni cellulari con conse-
guente diminuzione del con-
tenuto cellulare in ergostero-
lo nei primi giorni di fer-
mentazione. L’aggiunta di
ossigeno al giorno 5, in cor-
rispondenza del quale era
stato raggiunto il contenuto
cellulare minimo in ergoste-
rolo, ha determinato un au-
mento significativo di que-
sto composto nelle cellule.

Indici di insaturazione
degli acidi grassi cellulari
a lunga catena (LCFA)
(Tab. 2). Nella Tab. 2 sono
stati riportati gli indici di in-
saturazione degli acidi grassi
cellulari a lunga catena. Gli
indici di insaturazione sono
stati definiti come rapporti
tra la somma degli acidi
grassi insaturi (acido palmi-
toleico C16:1 e acido oleico
C18:1) e la somma dei quat-
tro acidi grassi presenti nelle
membrane di Saccharomy-
ces cerevisiae (acido palmi-
tico C16:0, acido palmitolei-
co C16:1, acido stearico
C18:0 e acido oleico C18:1).
Per ciascuna tesi sono stati
riportati i dati ottenuti in
corrispondenza dell’inizio
della fase di crescita logarit-
mica e della fine delle divi-
sioni cellulari.

In tutte le tesi analizzate è
stata evidenziata una preva-
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Fig. 3 - Contenuto cellulare in ergosterolo

Tab. 3 - Cinetiche di crescita cellulare e biomassa prodotta
Tesi Numero di Biomassa prodotta Fase logaritmica

generazioni (cellule/mL) (giorni)

Tesi A (test) 4,2 1,5 x 108 2
Tesi B (lieviti inattivi) 4,4 1,8 x 108 2
Tesi C (ossigeno) 4,36 1,75 x108 2

Nelle vasche B e C i trattamenti sono stati effettuati nei giorni 0, 2 e 8.



Tab. 4 - Produzione di acido acetico e acetaldeide
g/L di acido acetico a fine fermentazione

Vasca A 0,25
Vasca B 0,25
Vasca C 0,27

Nelle vasche B e C i trattamenti rispettivamente con lieviti inattivi
e ossigeno sono stati effettuati nei giorni 0, 2 e 8.
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lenza degli acidi grassi insa-
turi, C16:1 e C18:1, nella
composizione della frazione
lipidica delle membrane cel-
lulari. 

Nella tesi “lieviti inattivi”
si è registrato un incremento
nel valore dell’indice di in-
saturazione del 4,6%; tale
incremento è risultato mag-
giore nelle cellule trattate
con solo ossigeno; l’indice
di insaturazione, infatti, è
aumentato del 7,4%.

Nella tesi “lieviti inattivi e
ossigeno” in cui sono stati
forniti contemporaneamente
lieviti inattivi e ossigeno
non si sono rilevate differen-
ze significative tra l’inizio e
la fine della fermentazione.

Nella tesi “2 step” in cui
si sono forniti prima i lieviti
inattivi e in un secondo tem-
po l’ossigeno, l’aumento
della frazione insatura degli
acidi grassi è risultato anco-
ra più consistente della tesi
“ossigeno”; infatti l’indice
di insaturazione è aumentato
dell’11%.

Risultati 
della fase 2

Cinetiche di crescita cel-
lulare (Tab. 3). In tutte le te-
si l’avvio della fermentazio-
ne è stato molto rapido e non
si è osservata una fase di la-
tenza. 

Nella Tesi A la massima
concentrazione cellulare è
stata raggiunta al secondo
giorno (1,5 x 108 cellu-
le/mL). Complessivamente le
cellule hanno dato origine a
4,2 divisioni cellulari.

Nella Tesi B l’aggiunta dei
lieviti inattivi al giorno 0 ha
prolungato la fase di crescita
logaritmica e, al secondo
giorno di fermentazione, si è
arrivati ad un plateau di con-
centrazione pari a 1,8 x 108

cellule/mL con 4,4 divisioni
cellulari complessive. Le ag-
giunte successive non hanno
prodotto effetti evidenti sulla
produzione di biomassa tota-
le.

Nella Tesi C l’aggiunta di

ossigeno al giorno 0 ha pro-
dotto lo stesso effetto di al-
lungamento della fase di cre-
scita logaritmica evidenziato
nella tesi precedente. Si è
raggiunta una concentrazione
cellulare massima al secondo
giorno pari a 1,75 x 108 cel-
lule/mL e il numero di divi-
sioni cellulari totali è risulta-
to essere di 4,36. Le aggiunte
seguenti non hanno determi-
nato effetti sulla produzione
totale di biomassa.

Vitalità cellulare (Fig. 4).
La vitalità delle cellule è di-
minuita nel corso delle tre
fermentazioni. L’aggiunta di
ossigeno (Tesi C) ha consen-
tito di mantenere un livello
di vitalità cellulare più eleva-
to rispetto alle altre tesi du-
rante i primi giorni della fer-
mentazione. Nella Tesi B le
cellule hanno acquisito vita-
lità maggiore verso il termi-
ne della fermentazione.

Consumo degli zuccheri
(Fig. 5). Nella Tesi A il con-
sumo degli zuccheri è risul-
tato più rapido nei primi
giorni per poi rallentare (Fig.
5c). La velocità di fermenta-
zione si è mantenuta più co-
stante nel caso del trattamen-
to con lieviti inattivi (Tesi
B), mentre l’apporto di ossi-
geno ha dato origine ad un
comportamento intermedio
(Tesi C). Queste differenze si
sono rivelate particolarmente
evidenti sul consumo del
fruttosio la cui velocità, dopo
il quinto giorno della fer-
mentazione, è risultata note-
volmente maggiore nella va-
sca in cui sono stati aggiunti
i lieviti inattivi (Fig. 5b).
Nella tesi C, in cui è stato
somministrato l’ossigeno, la
velocità di consumo del frut-
tosio è andata diminuendo a
partire dal quinto giorno del-
la fermentazione, pur risul-
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Fig. 4 - Vitalità cellulare

Tab. 5 - Indici di insaturazione
Inizio fase di crescita Fine fase di crescita

Tesi A 61,5% 30,4%
Tesi B 54% 37%
Tesi C 47,5% 28,8%

Rapporto percentuale fra la somma degli acidi grassi insaturi e gli
acidi grassi totali.
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tando comunque più rapida
rispetto al testimone (Fig.
5b). 

Produzione di acido ace-
tico (Tab. 4). La produzione
di acido acetico finale è risul-
tata contenuta in tutte le tesi.

Nella Tesi A la concentra-
zione di acido acetico nel mo-
sto è rimasta costante tra il
giorno 1 ed il giorno 3. A
partire dal giorno 4 è lenta-
mente aumentata e il giorno
11 ha raggiunto il valore più
alto (0,25 g/L).

Nella Tesi B l’andamento è
risultato meno regolare con
un massimo di concentrazio-
ne al giorno 8 (0,32 g/L). Do-
po l’ultimo trattamento, il te-
nore in acido acetico del mo-
sto è diminuito riportandosi
sui valori riscontrati nel con-
trollo.

Nella Tesi C l’acido aceti-
co è aumentato dal giorno 2
al giorno 6, dove ha raggiun-
to il valore di concentrazione
più elevato (0,27 g/L).

Contenuto cellulare in er-
gosterolo (Fig. 6). In tutte le
tesi il tenore cellulare in ergo-
sterolo è diminuito regolar-
mente. Il giorno 10 nelle cel-
lule trattate con lieviti inattivi
(Tesi B) l’ergosterolo risulta-
va più elevato rispetto al te-
stimone. Nella Tesi C l’ergo-
sterolo delle cellule è sceso a
un livello più basso nel corso
del primo giorno di fermenta-
zione rispetto alle tesi prece-
denti, ma in seguito ai tratta-
menti con ossigeno il suo
contenuto minimo si è asse-
stato sugli stessi valori del
controllo.

Indici di insaturazione
degli acidi grassi cellulari a
lunga catena (LCFA) (Tab.
5). Per ciascuna tesi sono sta-
ti riportati i dati ottenuti in
corrispondenza dell’inizio
della fase di crescita logarit-
mica e della fine delle divi-
sioni cellulari.

Nella Tesi A si è verificato
un aumento della frazione sa-
tura degli acidi grassi. Nella
Tesi B l’aggiunta dei lieviti
inattivi ha permesso di conte-
nere l’abbassamento del teno-
re di acidi grassi insaturi. In-
fatti la diminuzione percen-
tuale è risultata inferiore alla

tesi precedente (17% invece
di 31,1%). Anche nella Tesi
C il trattamento, che prevede-
va l’aggiunta di ossigeno, ha
contribuito a diminuire l’en-
tità dell’abbassamento del va-
lore del rapporto di insatura-
zione, che era del 18,7%, ri-
spetto al testimone.

Discussione 
della ricerca

I risultati ottenuti nelle pro-
ve di laboratorio hanno evi-
denziato che l’aggiunta dei
lieviti inattivi ha indotto un
numero di divisioni cellulari
maggiore all’inizio della fer-
mentazione; l’ossigeno, inve-
ce, ha determinato un notevo-
le aumento della biomassa a
fine fermentazione. I lieviti
inattivi hanno inoltre permes-
so di mantenere un tasso di
vitalità cellulare piuttosto alto
nel corso di tutta la fermenta-
zione. Con l’ossigeno invece
la vitalità delle cellule è au-
mentata soltanto dopo un
giorno dal trattamento: que-
st’andamento che è stato ri-
scontrato costantemente in
tutte le tesi di laboratorio in
cui è stato somministrato
l’ossigeno, evidenzia un pos-
sibile effetto di induzione di
staticità, se non addirittura di
tossicità, sul metabolismo
cellulare del gas, quando ven-
ga dosato per un breve perio-
do di tempo e in un volume
di liquido ridotto. 

Il consumo degli zuccheri,
e in modo particolare del frut-
tosio, è risultato rapido sia
nella tesi in cui sono stati ag-
giunti solo i lieviti inattivi
che nella tesi dove lieviti
inattivi e ossigeno sono stati
somministrati in due step suc-
cessivi. 

L’aggiunta di ossigeno nel-
le prove di laboratorio ha da-
to apparentemente i risultati
meno favorevoli. Malgrado
l’arricchimento delle cellule
in ergosterolo e la maggiore
produzione di biomassa ri-
spetto alle altre tesi, non si è
verificato un più rapido con-
sumo degli zuccheri, nono-
stante l’aumento della richie-
sta energetica, dovuto a un
numero maggiore di divisioni
cellulari. Ciò potrebbe essere
spiegato dal fatto che l’ossi-

geno potrebbe indurre nei lie-
viti, pur in presenza di con-
centrazioni di glucosio che
normalmente inibiscono l’at-
tività mitocondriale, una certa
attività respiratoria. Di conse-
guenza gli zuccheri sarebbero
consumati più lentamente, es-
sendo la resa energetica della
respirazione superiore a quel-
la della fermentazione. Que-
sto fenomeno potrebbe avere
un’ancor maggiore rilevanza
nella parte finale della fer-
mentazione, quando il conte-
nuto in glucosio si trova sotto
la soglia del 2%. Ciò malgra-
do, la produzione complessi-
va di etanolo non è risultata
inferiore, nella tesi “ossige-
no”, al termine del ciclo fer-
mentativo (dati non pubblica-
ti). 

L’associazione dei tratta-
menti con cellule di lievito
sottoposte a trattamenti di de-
vitalizzazione all’inizio della
fermentazione con l’uso di
ossigeno in uno stadio già
avanzato della fermentazione
(tesi 2 step), ha dato origine
ad un consumo degli zuccheri
più rapido rispetto all’utilizzo
del solo ossigeno, completan-
do la fermentazione negli
stessi tempi della tesi in cui
sono stati usati solo i lieviti
inattivi.

Il contenuto in ergosterolo
delle cellule trattate con lievi-
ti inattivi è diminuito paralle-
lamente alle divisioni cellula-
ri, attestandosi su un valore
minimo al loro termine. È
opinione comunemente accet-
tata che un elevato contenuto
in ergosterolo delle cellule si
accompagni ad una buona
funzionalità del metabolismo
cellulare ed una buona effi-
cienza fermentativa (23). Tut-
tavia, in seguito all’aggiunta
di lieviti inattivi, pur essendo
stato rilevato un maggiore vi-
gore fermentativo, non si è
osservato un arricchimento in
ergosterolo delle cellule, ma,
al contrario, una graduale di-
minuzione di questo compo-
sto col procedere delle divi-
sioni cellulari; questa diminu-
zione si è assestata, al termi-
ne delle divisioni cellulari, in
corrispondenza di un valore
minimo che potrebbe quindi
corrispondere al minimo
compatibile con la funziona-
lità della cellula. Si potrebbe
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pertanto dedurre che l’ergo-
sterolo possa essere stato il
fattore limitante che ha dato
origine all’arresto delle divi-
sioni cellulari, senza tuttavia
precludere l’attività fermenta-
tiva e la vitalità della cellula
in fase stazionaria. In tutte le
tesi in cui è stato sommini-
strato l’ossigeno, il contenuto
cellulare in ergosterolo delle
cellule è risultato più elevato
anche al termine delle divi-
sioni cellulari.

Per quanto riguarda la
composizione in acidi grassi
a lunga catena delle membra-
ne delle cellule di lievito, i ri-
sultati evidenziano che in tut-
te le tesi, ad eccezione di

quella in cui lieviti inattivi e
ossigeno sono stati sommini-
strati contemporaneamente e
per la quale i risultati non so-
no cambiati in seguito ai trat-
tamenti effettuati, le cellule si
sono arricchite in acidi grassi
insaturi; l’aumento più consi-
stente della frazione insatura
degli acidi grassi si è verifica-
to nelle cellule trattate prima
con i lieviti inattivi e in segui-
to con ossigeno (tesi “2
step”). L’arricchimento in
acidi grassi insaturi delle
membrane sembrerebbe quin-
di seguire un andamento di-
verso ed indipendente rispetto
all’ergosterolo.

Nelle prove di cantina l’ag-

giunta dei lieviti inattivi ha
indotto un aumento della pro-
duzione di biomassa e ha ac-
celerato il consumo degli
zuccheri, in particolare del
fruttosio. L’aggiunta di ossi-
geno ha consentito di mante-
nere più alto il tasso di vita-
lità cellulare, soprattutto nella
prima parte della fermenta-
zione. L’acido acetico è risul-
tato basso e senza differenze
significative fra le varie tesi. 

Sotto il profilo della com-
posizione qualitativa della
frazione lipidica cellulare, si
è osservato che nel corso del-
la fermentazione il contenuto
delle cellule in ergosterolo e
in acidi grassi insaturi dimi-
nuiva in tutte le tesi. A diffe-
renza delle prove svolte in la-
boratorio è da sottolineare il
fatto che in cantina, già al se-
condo giorno di fermentazio-
ne, in tutte le vasche è stata
riscontrata una carenza di so-
stanze azotate (messa in evi-
denza dalla produzione di
idrogeno solforato). Come
conseguenza si può ipotizzare
che, a causa di una riduzione
della sintesi proteica, anche la
produzione delle proteine ne-
cessarie sia all’uptake dei nu-
trienti che alla biosintesi dei
composti lipidici, sia stata ri-
dotta. In particolare infatti
l’ergosterolo scendeva anche
nella tesi C, sebbene in modo
meno evidente rispetto alle
altre tesi, dove l’ossigeno
avrebbe dovuto invece favo-
rirne la biosintesi. L’aggiunta
dei lieviti inattivi sembra co-
munque aver consentito
un’assimilazione diretta di er-
gosterolo e acidi grassi insa-
turi (UFA) la cui diminuzione
è risultata meno accentuata
rispetto alle altre tesi. 

Considerazioni
conclusive

I risultati hanno messo in
evidenza l’importanza del
ruolo nutrizionale della fra-
zione lipidica contenuta nelle
strutture cellulari dei lieviti
inattivi. L’aggiunta di strut-
ture cellulari del lievito nel
corso delle fermentazioni
enologiche può pertanto mi-
gliorare l’efficienza fermen-
tativa e ridurre i rischi di ar-
resti prematuri di fermenta-
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Fig. 5a - Velocità di fermentazione - Glucosio
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zione. Ciò può anche spiega-
re l’effetto positivo sulla ri-
presa di fermentazioni sten-
tate talvolta ottenuto con
l’utilizzo di scorze di lievito,
che possono contenere una
frazione significativa di
membrane cellulari.

Nelle condizioni prese in
esame, la somministrazione
di ossigeno ha dato origine
ad un non così significativo
aumento dell’attività fermen-
tativa, anche se la frazione li-
pidica cellulare è risultata ar-
ricchita in ergosterolo. È op-
portuno sottolineare come
l’uso di questo gas debba es-
sere prudente in condizioni
enologiche, e richieda tecno-
logie avanzate di dosaggio e
somministrazione, messe a
punto in modo tale da con-
sentire al produttore di sfrut-
tare i vantaggi dell’ossigeno
senza doversi curare di even-
tuali rischi.

Nell’ottica di una strategia
di gestione della nutrizione
di S. cerevisiae in fermenta-
zione, si può pertanto con-
cludere che l’apporto di ossi-
geno, pur migliorando la vi-
talità delle cellule, potrebbe
non essere sufficiente a com-
pensare la carenza in steroli e
acidi grassi insaturi delle
membrane, che necessitano
di un apporto nutrizionale
esogeno. L’apporto di lieviti
inattivi risulta bilanciato nel
sostenere il fabbisogno di so-
stanze azotate e lipidiche
(acidi grassi saturi, insaturi e
steroli) e soprattutto può es-
sere di aiuto anche nelle fer-
mentazioni associate a tecni-
che enologiche che non pre-
vedono (come l’iper-riduzio-
ne per esempio) o non con-
sentono, di dosare ossigeno
in modo corretto.

■

Parole chiave: fermenta-
zione alcolica, S. cerevisiae,
lieviti inattivi, acidi grassi,
ergosterolo, ossigeno.
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Fig. 5c - Velocità di fermentazione - Zuccheri totali
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Fig. 6 - Contenuto cellulare in ergosterolo


