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CAPITOLO |

“Introduzione generale: il ruolo dei lieviti e dei batteri lattici

nella produzione dei vini’

Parte del lavoro riportato in questo capitolo éospaibblicato sulla

seguente rivista:

Industrie delle Bevande

“Metodi molecolari di tipizzazione, identificazione e monitoraggio dei lieviti di
interesse enologico”
Alessio AllegraNicola Francescaluca Settanni

(2010), 229: 5-14.
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1. La microflora spontanea dell’'uva

Le uve rappresentano un’importante sorgente diarganismi, tra cui si trovano
anche quelli coinvolti nella fermentazione del nooduva.

Varie ricerche hanno messo in evidenza che suljzerfigie dei grappoli la
popolazione microbica pud raggiungere valori df-10° UFC/g. Si tratta di specie
diverse di lieviti, alle quali vanno aggiunte nuwse specie di batteri lattici ed
acetici. Le ricerche in ecologia microbica del vimmno consentito di riscontrare sui
grappoli d’'uva e nel mosto la presenza di oltr® 3Pecie di lieviti. Di queste,
Saccharomyces cerevisiae, considerato il principale lievito vinario, € risato poco
frequente (< 50 UFC/g) e spesso anche assenteraapali o dai singoli acini,
mentre i lieviti appartenenti alla spedianseniaspora uvarum sono Spesso i piu
abbondanti sull'uva (10° UFC/g). Questi risultati hanno stimolato numerosi
dibattiti, nazionali ed internazionali, circa lale origine di questo lievito.

La struttura della microflora blastomicetica prasesui grappoli d’'uva dipende da
numerosi fattori quali la posizione geograficatd'@el vigneto (Parrish e Carroll
1985; Longoet al., 1991; Martiniet al., 1980), la tipologia del suolo (Farms al.,
1990), la cultivar, la tecnica di raccolta, la audi maturazione (Rosiet al., 1982),
nonché lo stato sanitario dell’'uva (Prakitchaivwadtet al., 2004).

Oltre alle specie vinarie dtaccharomyces sensu stricto vanno menzionati i lieviti
apiculati (generHanseniaspora, Saccharomycode), Metschnikowia (in particolare
M. pulcherrima), Candida (in particolare C. sellata), Dekkera,

Schizosaccharomyces, Torulaspora, Zigosaccharomyces e Pichia.
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2. La fermentazione alcolica
La trasformazione del mosto in vino consiste, edsémente, nella conversione
degli zuccheri (glucosio e fruttosio) in alcol etl. Questa reazione, che avviene ad
opera dei lieviti, comporta anche lo sviluppo dioce, la produzione di anidride
carbonica e di molti altri prodotti secondari (amel loro insieme costituiscono al
massimo il 5% del totale), rappresentati princigaite da glicerina, acido succinico,
acido lattico, acetoino, il 2,3 butilenglicol e drgi esteri. Inoltre a seconda
dellandamento della fermentazione si pud avereriaduzione di altre sostanze
secondarie, quali acetaldeide, acido acetico, gaidwico e alcoli superiori, questi
ultimi prodotti dall’azione dei lieviti sugli ammaacidi e responsabili di aromi
indesiderati nel vino (Usseggio-Tomasset L. 2000).
La prima fase della fermentazione viene detta “ttwmmsa”, in quanto il mosto
“ribolle” a causa dello sviluppo di anidride carlimmn e, realizzata la svinatura per
separare il vino fiore dalle fecce, inizia la setarase, definita “lenta”, effettuata
travasando il vino in un recipiente di affinamentoiservazione nel quale, con il
passare del tempo, si verifica la diminuzione deltita fissa per precipitazione
soprattutto di sali dell’'acido tartarico (Sicheti986). L'equazione generale della
fermentazione alcolica € quella indicata all'iniziel XIX secolo da Gay-Lussac:
681206 —» 2CHsOH +2CQ + 24 Kcal
La prima parte di questo processo, comprendentsidime delle reazioni che
portano dagli zuccheri a 6 atomi di carbonio (gkiocoe fruttosio) sino ad acido
piruvico, viene definita glicolisi, ed é comune aia via aerobica (respirazione) che

alla via anaerobica (fermentazione). La fase finethe comprende la trasformazione
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dell’acido piruvico in etanolo, € invece unicameateerobica e tipica dei lieviti. Il
chetoacido piruvico subisce una decarbossilazionefarmazione di aldeide acetica
la quale é ridotta ad alcol etilico (Usseggio-Toseis2000).

La fermentazione e influenzata da diversi fattbyita temperatura non deve superare
i 37 °C per non bloccare I'azione dei lieviti; 2) ¢oncentrazione troppo elevata del
mosto puo rendere difficile I'inizio della fermeartane; 3)la quantita di alcol etilico
prodotto puo ridurre o bloccare I'attivita dei ligv4) I'acidita eccessiva del mosto
puo limitare lattivita dei lieviti, ma se e troppbassa pu0O permettere l'azione
negativa dei batteri lattici; 5) lo sviluppo e tigita dei lieviti dipendono dalla
presenza di fattori di crescita dati da carboniticstborma soprattutto di zuccheri,
mentre la richiesta di azoto viene soddisfatta attyito dai sali di ammonio; 5)
risultano indispensabili alcune vitamine quali ld,Ba B2, la B6 e l'acido
pantotenico; 6) I'areazione iniziale del mosto pessere utile perché i lieviti
necessitano di una certa quantita di ossigeno pkupparsi; 7)la presenza di
sostanze anticrittogamiche e di anidride solforasaeccesso puo inibire la

fermentazione (Ribereaat al., 1998).

3. | lieviti piu importanti dal punto di vista enol ogico

I lieviti sono funghi unicellulari, appartenentiektlassi Ascomiceti e Deuteromiceti,
che si moltiplicano per gemmazione o per scissi@ieheri, 1986).

Essi, pur essendo un gruppo omogeneo di organsmnp distribuiti fra le varie

suddivisioni in cui sono classificati i funghi er® piuttosto numerosi:



Classe:
Sottoclasse:
Ordine:
Famiglia:

Generi:

Classe:
Famiglia:
Generi:
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Ascomycetes

Protoascomycetes

Endomycetales

Saccharomycetaceae (possono formare spore)
Saccharomyces, speciecerevisiae (o elipsoideus),
paradoxus, pastorianus, bayanus (o oviformis).
Schyzosaccharomyces (speciepombe).
Hansenula

Pichia

Hanseniaspora

Saccharomycodes

Deuteromycetes

Criptococcaceae

Candida, specie: vini (anycoderma)

Kloeckera, specieapiculata

Torulopsis, speciestellata

La classificazione fatte in passato hanno inclusmumero elevato di specie (fino a
700 diverse specie) (Zambonekt al., 2000). Tuttavia, quelli che di fatto

intervengono in maniera principale o marginale andibrmentazione cosiddetta

spontanea sono relativamente pochi, cosicché idmuanicrobiologico che ne

consegue e piuttosto semplice.

Blastomiceti

appartenenti al gen&andida, Hanseniaspora, Pichia, Torulaspora e

Hansenula generalmente crescono durante la prima fase fdglizentazione, mentre

la presenza db. cerevisiae cresce proporzionalmente alla concentrazioneasictd

prodotto (Fleett al., 1984; Heard e Fleet, 1985; Queegbdl., 1994).

| lieviti possono essere suddivisi in sette timgezonda della forma, ma, per quanto

attiene I'enologia, risultano interessanti solodaéegorie:
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a) ellittici, aventi forma di ellisse; per esem@iaerevisiae;

b) apiculati, aventi forma di limone; per esemiloeckera apiculata;

c) cocchi, aventi forma tondeggiante; per eseripralopsis stellata (Sicheri, 1986).

I mosto d’'uva € un mezzo nutritivo che contienefanma utilizzabile tutti gli

elementi necessari allo sviluppo di molte specikediti che quindi in esso hanno la

possibilita di moltiplicarsi. Esso contiene:

carbonio, che é utilizzato preferibilmente sottornfa di zuccheri
(specialmente esosi): la maggior parte dei ligvigiucosofila, cioé utilizza di
preferenza il glucosio rispetto al fruttosio; saitizzabili anche gli alcoli (in
particolare mannite, glicerolo e, a volte, I'alatilico); specialmente i lieviti
apiculati utilizzano, in determinate circostanzeglee gli acidi organici (per
lo pitu malico e citrico);

azoto, la cui forma piu facilmente assimilabileueiip ammoniacale, seguita
dalla forma amminoacidica e proteica (alcune spgogsono utilizzare anche
i nitrati);

sali minerali, fra i quali sono particolarmente wnganti quelli di fosforo,
potassio, zolfo e calcio;

vitamine o fattori di crescita, non necessarie gleune specie (quals.
bayanus, S. cerevisiae) che sono auxoautotrofe, possono cioe moltipligars
assenza di qualsiasi vitamina essendo in gradintéitizzarle; ma le specie di
lieviti auxoeterotrofe richiedono uno o piu fattdricrescita quali le vitamine
B1, By, Bs, PP, biotina, acido pantotenico, acido p-amminmzb&o,

mesoinositolo;
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* 0ssigeno, che é indispensabile per la riproduzione;

* elevata concentrazione di acidi organici (ambieaieo), i lieviti fermentano
meglio a pH 4 che a pH 3; tuttavia € meglio chedlsto abbia un pH basso
per ostacolare lo sviluppo dei batteri (SicherB@Q

L’attivita metabolica dei lieviti, oltre che dalamposizione del mosto, e influenzata
dalla temperatura che ne condiziona sia la velatiif@@rmentazione sia la capacita
fermentativa. La temperatura che permette la massetocita di fermentazione e di
30°C circa, ma al di sopra di questa temperatardeimentazione rallenta fino ad
essere inibita (35°C circa). Alle basse temperatcoenunque superiori ai 10-14°C)
la fermentazione esaurisce piu facilmente tutt@dochero e permette di ottenere
vini piu fini. La temperatura ottimale di vinificamne per i vini rossi e di 22-30°C,
mentre per quelli bianchi & di 17-20°C (Sicherig@ap

La respirazione e la moltiplicazione dei lievitiigpltre, condizionata dalla presenza
di ossigeno. In carenza di questo gas si arrestige$xita e la respirazione e sostituita
dalla fermentazione; tuttavia all’inizio del prosesfermentativo un’aerazione del

mosto provoca un’attivazione della fermentazioessd.

3.1. Il genereSaccharomyces

Il genereSaccharomyces per un certo tempo € stato il solo nel quale eampresi
tutti i fermenti alcolici; poi, sulla base di numee caratteristiche, ne sono stati
proposti altri, cosicché la classificazione € via diventata sempre piu articolata e

complessa.
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Il genereSaccharomyces comprende i lieviti piu vigorosi e alcoltollerantjuelli che
piu di tutti gli altri possono essere considerditviti vinari. Ma il titolo di “fermento
alcolico” per definizione spetta, senza alcun daphlla specié&. cerevisiae, il tipico
lievito del pane, della birra e del vino, prodatidustrialmente in grandi quantita che
trova impiego nei piu differenti settori.

Il genereSaccharomyces € molto compatto e ben caratterizzato e, per quastivo,

si potrebbe pensare che i suoi confini siano eette la sua suddivisione in specie
sia relativamente semplice, ma non e cosi (Zambatel., 2000).

Nel corso degli ultimi 100 anni tale genere e stajgetto di continue revisioni sotto
I'aspetto tassonomico: i suoi confini sono statosdpti con I'annessione di altri
generi per poi ritornare sulle posizioni originaee il numero di specie si e
alternativamente ampliato fino a diverse decine, gm@ ridursi fino al minimo di
otto. Di conseguenza, ci sono dei nomi di specie &bno stati riconosciuti, poi
depennati, poi ricomparsi talvolta anche come varit altre specie, oppure con un
significato differente da quello che avevano precéeimente, tutto questo é
indubbiamente fonte di qualche confusione.

Attualmente, il gener&accharomyces €, sia pure non formalmente, suddiviso in due
gruppi, quello deiSaccharomyces sensu scricto e quello deiSaccharomyces sensu
lato (Zambonelliet al., 2000).

| Saccharomyces in senso latsono rappresentati da alcune specie che, ovviamente
hanno tutte le caratteristiche proprie del genesecire hanno habitat particolari o
alcune prerogative particolari e, in generale, stasigore fermentativo: non sono,

insomma, degli efficienti “fermenti alcolici” (Zanoelli et al., 2000).
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Il gruppo deiSaccharomyces sensu scricto e formato da 4 specie che si differenziano
a due a due per il comportamento verso la temparalie quattro specie son8:
cerevisiae e S. paradoxus dotate di capacita di sviluppo oltre i 37°C e ¢t@no
temperatura ottimale superiore a 30°€®;bayanus e S pastorianus che non si
sviluppano oltre i 37°C e che hanno temperaturamaté inferiore a 30°C

(Ummarinoet al., 1997).

3.1.1.Saccharomyces cerevisiae

E’ il lievito per definizione, il piu vigoroso, piu
alcol-tollerante, il piu resistente all’anidride
solforosa.S. cerevisiae ¢ il lievito che produce la
maggiore quantita di etanolo, a parita di zucchero

fermentato, e la minore quantita complessiva di

prodotti secondari e, per questo motivo, e in grddmrigine alle fermentazioni
alcoliche piu pulite.S. cerevisiae € il lievito piu importante dal punto di vista
enologico; esso presenta una forte variabilita ypegrande numero di caratteri e
questo fatto lo rende molto interessante sia daltquli vista biochimico che
genetico. E’ il piu tipico rappresentante dei liesporigeni ed e singolare il fatto che
il suo ceppo tipo, il CBS 1171, sporifichi pochiesi (Zambonellet al., 2000).

S cerevisiae e un lievito omotallico, le cui cellule, da sfetali ad ellittiche sono
diploidi e, a seguito di meiosi del nucleo, songam di sporificare, cioe di

trasformarsi direttamente in aschi contenenti dadispore.
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Nonostante le sue caratteristiche di vigore e dietitivita, S. cerevisiae ¢ il lievito
dotato non di grande diffusione ambientale, e nestind’'uva, € generalmente

minoritario rispetto ad altre specie (Zambonetlial., 2000).

3.1.2.Saccharomyces paradoxus

E’ una specie fenotipicamente molto simil&.aerevisiae, da alcuni considerata la
piu diffusa in natura. Non se ne conosce l'intezesstto I'aspetto enologico perché i
ceppi disponibili sono pochi e insufficienti peedecuzione di uno studio biometrico

attendibile (Zambonelkt al., 2000).

3.1.3.Saccharomyces bayanus

E’ una delle specie tradizionalmente consideraievpiide sotto I'aspetto enologico
ma la cui definizione & cosi complessa e contremtditda mettere in dubbio la sua
esistenza. Fino alla piu recente classificazionel888,S. bayanus (sia come specie
che come razza fisiologica) differiva da cerevisae unicamente per la sua
incapacita di fermentare il galattosio (Zambonetllal., 2000). Ma la fermentazione
degli zuccheri non & un carattere di specie, benseppo e, per questo motivo, ha
perso importanza sotto I'aspetto tassonomico. Re&#to che & molto diffusa fra i
tecnici del settore enologico la convinzione claifceppi di questo lievito ci siano
quelli piu vigorosi, piu alcol-tolleranti e flocaerti, quelli che di norma portano a
termine la fermentazione dei mosti ed i piu addléi spumantizzazione.

In realta, il vecchioS bayanus era una miscellanea di ceppi aventi in comune

soltanto la capacita di fermentare il galattosio malto diversi da numerosi altri

10
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punti di vista. La classificazione attuale ha presme punto di riferimento il
vecchio ceppo tipo CBS 380 che non possiede |dtedastiche di vigore attribuite
alla specie ma che si distingue per i suoi puntilicali di temperatura (T ottimale
inferiore a 30°C e non sviluppo sopra i 37°C).dppo CBS 380, inoltre, si distingue
per la sua unicita perché trova pochi altri esemptiotati delle sue stesse
caratteristiche, particolarmente di quelle ferméwa inoltre, come il ceppo tipo di
S cerevisiae, non sporifica e secondo diversi autori puo essensiderato un ibrido
interspecifico naturale. Per questi e per altriimat stata formulata la proposta di
dividere la specie in due gruppi: il primo denontngruppo bayanus comprendente
il ceppo tipo ed altri di incerta caratterizzazipmlesecondo, molto omogeneo e
denominatogruppo o tipo uvarum, comprendente ceppi molto comuni nei mosti e
con particolari caratteristiche fermentative. | @epdi tipo uvarum sono

morfologicamente molto simili & cerevisiae (Zambonelliet al., 2000).

3.1.4.Saccharomyces pastorianus

Sostituisce il vecchio nome @ carlsbergensis attribuito ai ceppi di lieviti della
birra utilizzati nelle fermentazioni “lager” finodaallora incluso nella speci§.
cerevisiae. Della specie si conosce un numero piuttosto éitaiti ceppi, tutti sterili
perché incapaci di sporificare o dotati di spora germinabili. Per questo e per altri
motivi, diversi autori dubitano della validita delspecie ed ipotizzano che i ceppi
che la formano siano in realta ibridi interspecifiaturali (Zambonellet al., 2000).

A questo lievito e attribuita scarsa importanzalegioa.

11
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3.2. | lieviti apiculati

Gli apiculati sono cosi chiamati perché la loro tiptitazione avviene sempre per
formazione di gemme alle estremita delle cellule.

Gli anelli cicatriziali, che rimangono dopo il disto delle gemme, provocano
I'appuntimento ed il progressivo allungamento deapici delle cellule le quali
assumono la caratteristica forma “apiculata”. | pmportanti dal punto di vista
enologico sono i generiNadsonia, Hanseniaspora, Saccharomycodes e
Wicherhamiella, i lieviti apiculati asporigeni comprendono il gea Kloeckera
(Zambonelliet al., 2000).

Il lievito apiculato piu noto &loeckera apiculata (oggi Hanseniaspora uvarum) che,
essendo sempre presente in tutti i mosti ed in guanero, € il primo a cominciare la
fermentazione dei mosti. Esso é tuttavia considetat tutto negativo perché é poco
alcoligeno, si arresta quando la concentrazioregatiolo arriva a 4-5 gradi di alcol e
forma quantita alte di acido acetico, tali da coonpettere la qualita del vino. E’
molto sensibile all’anidride solforosa e puo esgacdmente eliminato con l'uso di

questo antisettico.

3.3. | lieviti selezionati

Per selezione si intende il reperimento o la casine di soggetti idonei allo
svolgimento di una determinata funzione. In patic® nel settore enologico,
vengono definiti “selezionati” quei lieviti che dam origine a fermentazione dei

mosti 0 dei vini con risultati prevedibili e prognenabili. Le specie che vengono

12
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prese in considerazione al fine della selezioneosqgunelle del gruppo dei
Saccharomyces sensu scricto, principalmentes. cerevisiae (Zambonelliet al., 2000).
L’attenzione di alcuni ricercatori si € rivolta decaTorulaspora delbrueckii, ad
alcune specie del genegehizosaccharomyces. In particolare per la prima specie, i
risultati ottenuti sono stati incoraggianti e tdi consigliare la prosecuzione degli
studi.

La fermentazione naturale dei mosti, sia in presecize in assenza di anidride
solforosa puo dare origine ad inconvenienti chaardano sia il suo andamento che
la qualita del fermentato. Questo accade perclvduaa della sua scarsa diffusione
ambientale,S. cerevisiae € presente nei mosti in numero cosi limitato daeress
sopraffatto da altri lieviti o0 da non essere indgradi provocare una rapida
fermentazione (Zambonedt al., 2000).

I modo per mettere rimedio a questo stato di ag@saolto semplice e si basa su
questo principio: se le cellule & cerevisiae sono poche rispetto a quelle di altre
specie, e sufficiente aggiungerle in numero taleiblaltare il rapporto iniziale di
presenza.

La semplice aggiunta di una qualsiasi colturaSdicerevisiae € di per sé gia
sufficiente a migliorare i risultati fermentativin passato, anche il lievito per
panificazione é stato consigliato come rimedioceife in mancanza di altre colture.
Tuttavia, € evidente che l'impiego di una coltunpp@sitamente selezionata é

indubbiamente preferibile.
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4. Criteri di selezione

E’ noto da molto tempo che le colture selezionaggodo essere in possesso di
caratteristiche di vigore fermentativo, alcol-todleza e resistenza all’'anidride
solforosa tali da originare fermentazioni rapideoenplete. Ma il problema che per
lungo tempo e rimasto irrisolto e legato alla g@alionferita al vino dal lievito
agente della fermentazione. Tutto questo per lecdifa di definire esattamente il
concetto di qualita ed esprimerlo in termini oggete, di conseguenza, per la
difficolta di precisare che cosa dovessero fareviti per migliorare la qualita dei
vini.

Uno dei criteri di selezione molto seguiti in passéed anche oggi) consiste nel
prendere in considerazione i vini piu pregiatiatia qualita riconosciuta, di isolare i
lieviti agenti della loro fermentazione ipotizzam#o un diretto intervento al
conferimento dell’alta qualita (Zambonedli al., 2000). Si tratta di un criterio ben
poco razionale perché le selezioni non possonadiagdl’origine piu 0 meno nobile
dei soggetti ma sui dati obiettivi: tutte le seteridevono essere eseguite in funzione
di caratteri ben definiti, noti e misurabili.

Tutte le selezioni sono eseguite in funzione dattari (o di prestazioni produttive)
di cui devono essere note la frequenza o I'entitd cui si presentano all'interno
della specie scelt& cerevisiae € un organismo con un alto grado di variabiliteyii
caratteri enologici sono in gran parte individwata cui frequenza o entita sono state
determinate per mezzo di studi biometrici (Zamblbnetl al., 2000). | caratteri

enologici possono essere suddivisi in “tecnologectdi qualita”.
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Caratteri tecnologiciSono quelli che influiscono sul’andamento dédamentazione

e la cui conoscenza permette di programmarla. éotholto tempo, hanno costituito

la base delle prime selezioni. | diversi carattecnologici vengono suddivisi in:

Caratteri di competitivita (potere fermentativo dcoktolleranza, vigore

fermentativo, resistenza all’anidride solforosa).

e Tipo di sviluppo (a cellule disperse o polverulentiocculento, a catene di
cellule o aggregati, capacita schiumogena, potenedeno o carattre flor).

» Sviluppo a basse temperature e ad alte temperature.

» Carattere Kkiller.

Dei diversi caratteri quelli che piu interessanacsd potere fermentativo, il vigore

fermentativo e la resistenza all’anidride solforosa

Il potere fermentativo € in diretto rapporto comldol-tolleranza ed esprime la

quantita massima di etanolo che un lievito puo Bremper fermentazione di un

mezzo (quale il mosto) contenente zucchero doesso (Zambonelét al., 2000).

Il carattere pud essere determinato impiegandondlo@i mosto d’uva, arricchito di

glucosio fino al 30% (o piu), in beuta chiusa coa wrappola ad acido solforico che

trattiene I'umiditd. Durante la fermentazione f®rma anidride carbonica che,

svolgendosi, provoca un calo in peso di tutto stesna. L’andamento della

fermentazione puo essere seguito con pesate cuwidino al momento in cui il

peso rimane costante. Il calo in peso complessivgia un’idea esatta dell’intensita

del carattere che poi trova conferma della detemmiome dell’etanolo prodotto.

L’inibizione dello sviluppo e l'arresto della ferm&@&zione sono una conseguenza

dell’accumulo di etanolo all'interno delle cellule.
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S cerevisiae e il lievito dotato di maggiore alcol-tollerza in assoluto. Il
carattere, espresso in termini di volumi di etanol@00 ml, varia da un minimo di 8
fino ad un massimo di 18.

Il vigore fermentativo esprime la prontezza con cui ceppo da inizio alla
fermentazione e la rapidita con cui la porta a teem(Zambonelliet al., 2000).
Ciascun ceppo db cerevisiae si moltiplica con un proprio tempo di generazione,
cosicché lo sviluppo di ceppi differenti, a pantacondizioni, non avviene mai in
modo sincrono. Il vigore fermentativo € carattexeclii espressione non puo essere
messa in rapporto con una particolare reazionenme&imia 0 con un particolare
aspetto del metabolismo cellulare, ma pu0 esseleterminato solo per
comparazione fra ceppi (Zambonetlal., 2000).

L’anidride solforosa e un antisettico la cui azmulle cellule microbiche € molto
complessa.S cerevisiae € lievito che mostra una grande varieta di congpoento
verso I'anidride solforosa. In presenza di 100 regliro e con un valore di pH = 3,
circa il 30% dei ceppi sono in grado di dare omged una fermentazione il cui
andamento non risente (o risente poco) della presdel composto, mentre circa
altrettanti sono inibiti (Zambonelét al., 2000). Il carattere e di grande importanza
tecnologica e non e in rapporto né con il potemenéntativo né con il vigore
fermentativo.

Caratteri di qualital lieviti possono influire sulla composizione déni con due

differenti modalita:
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* per la capacita o lincapacita di produrre, durambe sviluppo e la
fermentazione, quantitd piu o meno elevate, det&tinicomposti che
agiscono sulla qualita dei vini;

e per la capacita di agire su alcune sostanze deti mosvocando quindi

cambiamenti nella composizione chimica.

| caratteri di qualita che possiamo riscontrareoson

produzione di glicerolo, acido succinico, acido tmwe aldeide acetica,
acetoino, alcoli superiori, composti dello zolfai@ solfidrico e anidride
solforosa);

e azione su acido malico (demolizione e sintesi);

e attivita enzimatiche (attivita 3-glucosidica, eatca, proteolitica);

» produzione di polisaccaridi, ammine biogene, urea.

5. Funghi fitopatogeni e qualita del vino

Lo stato fitosanitario delle uve, influenza le ¢tgastiche qualitative del vino. In
letteratura vengono citate numerose specie funfiiopatogene della vite. Alcuni
agenti di deperimento, come il Mal dellEsca (caasala Phaeomoniella
clamidospora, Phaeoacremonium aleophilum e Fomitiporia mediterranea), i cancri
di Botryosphaeraceae, Eutypa lata, i marciumi radicali dArmillaria mellea possono
,indirettamente, influire negativamente sulla pmdoe vinaria, in quanto la pianta
nel corso dell’invasione di questi patogeni, dieeptu sensibile all'attacco di altri

fitopatogeni (Mugnaet al, 1999; Burruanat al., 2008; Larignaet al, 1997; Gubler
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et al., 2004). Tra i principali funghi, che vengono tiigome patogeni obbligati, un
ruolo chiave é assunto daRsasmopara viticola, agente della peronospora della vite,
in grado di colpire foglie, tralci e grappoli, eusare dei rilevanti danni economici.
Una certa importanza rivestono anche le muffe dgiscono il grappolo, le quali
intervengono direttamente nella diminuzione dellalga del prodotto. Tra questi
funghi, in ordine di importanza vengono citati @ttératurafrysiphe necator (oidio
della vite),Botrytis cinerea (muffa grigia) e funghi appartenenti ai genspergillus

e Penicillium, che sono definite “muffe opportuniste” le qualseconda dello stato
fitosanitario della pianta e delle condizioni climche provocano i cosi detti
“marciumi secondari” dei grappoli. L'incidenza diepta sindrome, solitamente non
e elevata, ma il contenimento di tale specie e anaifiportante, in quanto numerose
di esse sono potenziali produttori di micotossiime,particolare producono una
sostanza nota come ocratossina A (OTA) che adteleeacentrazioni nel vino, puo

provocare tumori al fegato (Spadaal., 2010).

6. Metodi per I'identificazione dei lieviti vinari

Il processo di rilevamento, differenziazione ectifecazione dei microrganismi puo
essere effettuato mediante diversi metodi, esdemzde basati su osservazioni
fenotipiche e/o genotipiche. In generale, le tdwmifenotipiche studiano i caratteri
morfologici, fisiologici e biochimici che possoncssere facilmente soggetti a
misurazioni. Tali tecniche sono conosciute comeon@bgie “tradizionali”, le quali
costituiscono una parte fondamentale del riconoseionmicrobico, ma che da sole

risultano essere poco attendibili o addiritturafidabili (Settanniet al., 2005) Per
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superare i limiti dei metodi fenotipici, negli utti anni, I'identificazione microbica e
per lo piu basata sui metodi genotipici che sfndtée informazioni ricavabili dagli
acidi nucleici. Questi ultimi metodi, noti come “todi molecolari”, sono applicati in
maniera routinaria per distinguere tra vari isofaitcrobici e per I'identificazione dei
diversi ceppi a livello di specie.

Da un punto di vista ecologico, l'insieme delle ommhazioni relative alle
caratteristiche fenotipiche di un microrganismoeste un ruolo tutt'altro che
trascurabile, in quanto ogni conclusione trattdedme del genotipo deve mostrare
una certa concordanza con le osservazioni fenbgpicsoprattutto quando il
riconoscimento microbico € preliminare alla seleeiodi ceppi con determinate
attitudini metaboliche. Quindi, la combinazione d#ati genotipici con quelli
fenotipici, fornisce un’identificazione completaltre che affidabile ed univoca.
Quest'ultima strategia combinata rappresenta lappo “polifasico” per
I'identificazione microbica (Rossell6-Mora e Amar2901).

Le tecniche molecolari, benché non necessariandipendenti dalla “reazione a
catena della polimerasi” (PCR), spesso utilizzatamplificazione di specifici
frammenti di DNA per distinguere e riconoscere crarganismi. L’applicazione
della maggior parte di questi metodi richiede ldticazione dei microrganismi in
coltura pura e non puo prescindere dall'isolamedemli stessi dalle matrici
complesse di partenza. Questo limite puo esserentate superato impiegando i
metodi molecolari “coltura-indipendenti”, i qualiusliano il DNA o 'RNA totale
estratto dall’ecosistema in oggetto. Tale approcostituisce la “microbial ecology

imaging” ossia una fotografia istantanea della pagpone microbica in un dato
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momento e permette di superare i problemi dellaveddilita dei microrganismi. Tra
le matrici complesse oggetto di studi microbiologiielle alimentari, in particolare
quelle enologiche, rivestono un ruolo importania,per le implicazioni economiche
che per quelle igienico-sanitarie.

La conoscenza degli agenti di fermentazione alaolkc fondamentale per la
pianificazione della produzione di vini di alta ¢jteaed il processo di identificazione
e preliminare a qualunque indagine sulle attitudiecnologiche dei lieviti di
interesse vinario. E quindi essenziale conosceraetodi molecolari “coltura-
dipendenti” utilizzati per la differenziazione edentificazione dei lieviti enologici,
cosi come i metodi molecolari “coltura-indipendémter il rilevamento degli stessi

durante l'intero processo di vinificazione.

6.1. Strategie molecolari

In seguito all'avvento dei metodi genotipici, lenoscenze sulla diversita microbica
degli ecosistemi enologici € notevolmente migliaralCome precedentemente
accennato, i metodi molecolari per lo studio detl@munita microbiche sono
disponibili per approcci “coltura-dipendenti” e faara-indipendenti”. Entrambe le
strategie risultano essere importanti nello stuliithecologia microbica del vino, le
prime perché permettono di indagare e approforidicdnoscenze sulla complessita
tassonomica delle popolazioni e le seconde perblaigcono in tempi abbastanza
limitati i problemi relativi alla composizione inermini di specie, siano esse

coltivabili o meno.
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In generale, la ricerca della presenza, la quasatifone del numero ed Il
riconoscimento del tipo dei microrganismi nel mostael vino e di particolare
importanza e si distinguono tre maggiori applicaziodi tali indagini:
I'identificazione dei microrganismi starter; la denhinazione del numero totale dei
microrganismi; il rilevamento di particolari cepgfo biotipi. Inoltre, la qualita e la
garanzia sensoriale risultano essere rilevanten@ibduzioni vinarie. | consumatori
sSono sempre piu critici nei confronti di questogotio e per questo motivo, anche |l
rilevamento dei microrganismi indesiderati in quardlterativi o patogeni €
determinato ai fini dell'ottenimento di un prodottoqualita.

Le tecniche coltura-dipendenti prevedono l'isolatoettei lieviti; per questo motivo
si effettua generalmente, una conta in piastrairpigre (“conta vitale”). Questa
tecnica, oltre ad essere caratterizzata da un fioniee dovuto alla coltivabilita dei
lieviti comporta, inevitabilmente, una stima in eltb delle popolazioni
sottodominanti, quelle cioe presenti e che hannouato metabolico definito, ma
che si attestano a livelli di concentrazione imderia quelli degli organismi
dominanti. Questo & un limite insito nel metodolaleonta in piastra in quanto i
microrganismi non sono rilevabili, a meno che nea disponibile un terreno
specifico per il gruppo sottodominante.

Il vantaggio della metodologia coltura-dipendentejuello di poter allestire una
ceppoteca specifica per ciascun tipo di matricandn | metodi colturali permettono
I'identificazione microbica a livello di specie a tipizzazione a livello di ceppo.

Quest’'ultimo aspetto € molto importante poichéyellb intraspecifico, le differenze
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nelle caratteristiche fenotipiche si riflettono menotipo, rendendo cosi possibile il
riconoscimento ed il rilevamento dei soli ceppenaissanti.

| metodi genotipici possono essere complementatiesnativi ai metodi tradizionali
di differenziazione ed identificazione; essi, itifatriducono notevolmente la
soggettivita nell'interpretazione dei dati morfaltige biologici. Nella stragrande
maggioranza dei casi, i metodi genotipici sono thasalla molecola del DNA
genomico, la quale non varia durante il ciclo wtdl un dato microrganismo, a patto
che non venga sottoposto a stress ambientali ngbltermine, e per questo motivo i
metodi molecolari sono generalmente applicabilit¢®mi e Corsetti, 2007).

Le metodologie coltura-dipendenti genotipiche, siasse volte alla tipizzazione o
all'identificazione, si distinguono in tecniche g¢irima e seconda generazione
(Rossell6-Mora e Amann, 2001). La differenza etinedaall’uso della reazione a
catena della polimerasi (PCR): nei metodi di prigenerazione il DNA viene
analizzato dopo il taglio con enzimi di restrizipnmentre nel secondo caso,
qualunque analisi del DNA prevede I'amplificaziomediante PCR. In entrambi i
casi, comunque, si fa uso di un gel di agarosioepatenziare i polimorfismi tipici
per ciascun ceppo mediante elettroforesi.

L’applicazione delle varie tipologie di tecnicheltaoa-dipendente genotipiche ha
permesso di acquisire nuovi elementi filogenetgi gruppi tassonomici (Raton,
2004) e approfondire cosi le conoscenze sulledmteni e le comunita dei lieviti, dai

grappoli d'uva fino al vino.
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6.2. Tipizzazione dei lieviti enologici

6.2.1. Metodi basati sulla restrizione del DNA

E importante ricordare che, soprattutto negli gressati, le tecniche di molecular
typing venivano usate anche per lidentificazionelivello di specie mediante
comparazione con ceppi tipo o ceppi identificatipmecedenza, in quanto alcune
bande possono essere ritenute tipiche di una gataes oggigiorno, tale tendenza e
cambiata e questi metodi sono usati a tale scolpoirs@pprocci polifasici basati su
piu metodi.

L’analisi "restriction fragment length polymorphisfRFLP) prevede I'impiego di
endonucleasi che tagliano I'intero genoma e gemedan profili specifici per ciascun
ceppo. L'esame di tali profili permette la diffepgwzione degli isolati. Spesso pero,
I'elevato numero di prodotti di restrizione del DNfnomico puo rendere difficile la
distinzione dei ceppi, mentre risultati migliori plossono ottenere analizzando
soltanto il DNA mitocondriale (Queret al.,1992).

L’analisi mtDNA-RFLP e una delle tecniche molecokapiu ampia diffusione per la
valutazione delle differenze tra i lieviti di inemse enologico. Gia nel 1992, Querol e
collaboratori hanno messo a punto un metodo disardei profili di restrizione del
DNA mitocondriale che ha reso piu semplice la ¢arezazione dei ceppi db
cerevisiae. A questo proposito, si impiegano enzimi di regbre che riconoscono 4
o 5 basi nucleotidiche contenenti GC. Essi generanonumero discreto di
frammenti sul gel di elettroforesi, in quanto il BNmitocondriale dei lieviti ha un
minore contenuto in CG rispetto al DNA nucleareleT#ecnica risulta essere

caratterizzata da elevata rapidita di esecuzioper €uesto motivo, e stata applicata

23



CAPITOLO |

alla risoluzione di diverse problematiche nel gettwinario, soprattutto nella
differenziazione di ceppi db cerevisiae provenienti da diverse zone geografiche
(Lopes et al., 2002; Schulleret al., 2005; Barrajonet al., 2009). Schuller e
collaboratori (2005) hanno impiegato I'enzirkianfl come marcatore genetico per
distinguere 1650 isolati appartenenti alla sp&cirevisiae, isolati in tre vigneti siti
nel nord est del Portogallo. L'applicazione dellatadologia in esame ha permesso
la rilevazione di 297 diversi profili di restriziencorrispondenti ad altrettanti ceppi.
Il lavoro e risultato interessante perché ha pesmes valutare I'ampia distribuzione
temporale e geografica di 17 ceppiSdcerevisiae; in particolare, il ceppo ACP10 si
caratterizzava per la stabilita in tutto il territboggetto di studio. Inoltre, I'analisi
MtDNA-RFLP ha reso possibile la dimostrazione cheura ceppi commerciali
possono essere soppiantati da lieviti indigeni wligral processo di fermentazione
(Barrajonet al., 2009), che € possibile monitorare un ceppoestaitirante I'intero
processo di fermentazione (Cocodinal., 2002; Lope®t al., 2007) e che si possono
facilmente riconoscere i ceppi di lievito responkaltella fioretta (Castrejoret al.,
2002).

Interessanti applicazioni della tecnica mtDNA-RFLRanno riguardato la
differenziazione dei ceppi ad uso industriale aftemttraverso opportuni incroci
(Marullo et al., 2007). Riguardo quest’ultimo aspetto, infati|i€i e collaboratori
(2008), al fine di ottenere ibridi con le caratsédhe fermentative migliori, hanno
incrociato ceppi db. cerevisiae conS. uvarum. Gli ibridi ottenuti, tipizzati mediante
guesta metodologia, hanno mostrato una ereditaatenfale poiche caratterizzati

dello stesso mtDNA.
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Un’altra tecnica molto utile per la tipizzazione crubica € rappresentata dalla
“pulsed field gel electrophoresis” (PFGE). A ditfeza della RFLP, questa tecnica
impiega enzimi di restrizione che riconoscono siititaglio piu rari nel DNA
permettendo, cosi, la generazione di un numerocpinienuto di frammenti. Gli
impulsi elettrici a corrente alternata invertonalieezione di orientamento dei diversi
frammenti. Essenzialmente, i campi elettrici soppligati al gel alternativamente da
differenti angoli cosi che la migrazione di una ewolla dipenda dalla velocita con
cui essa cambia la direzione di movimento conselatesosi la separazione delle
molecole di DNA in base al peso molecolare. L'iméilo di grandezza delle
molecole che puo essere separato dipende dalléaadded impulso: brevi impulsi
separano molecole piccole, lunghi impulsi quelie giandi. Tale metodo permette,
quindi, di separare bene anche i frammenti ad @n molecolare, rendendo cosi
piu efficace il processo di tipizzazione.

In campo enologico, la PFGE e stata utilizzatad@h 1995 per diversi studi che
hanno messo in evidenza l'esistenza di un impartpotimorfismo cromosomico in
lieviti vinari della stessa specie (Deak, 1995)giOguesta metodica e stata piu volte
utilizzata e associata ad altre tecniche per @iatare la diversita genetica di
microrganismi vinari comeTorulaspora delbrueckii, individuato come possibile
starter fermentativo (Renaudt al., 2009), oltre che per ceppi Brettanomyces spp.
(Oelofseet al., 2009) e diS cerevisiae all'interno di un vigneto (Vilanovat al.
2007, Schulleret al., 2007). A tal proposito, Schullet al. (2007) hanno isolato
ceppi commerciali diS cerevisae in fermentazioni spontanee di uve raccolte in

prossimita di alcune cantine, ipotizzando un adatao di tali ceppi alle condizioni
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ambientali. La PFGE e stata anche impiegata peatteazzare gli ecosistemi
blastomicetici sulle superfici delle botti utilizzaper la vinificazione (Renoet al.,
2006). Lo studio ha rilevato che, in generaleegrio delle botti rappresenta una
nicchia ecologica per batteri e funghi, in quarstono stati distinti diversi ceppi di
microrganismi pro-tecnologici, quali cerevisiae ed Oenococcus oeni, ed alterativi,
quali Brettanomyces spp. eGluconobacter spp..

Oggi gli studiosi, attraverso i metodi di prima geazione applicati alla tipizzazione,
mirano allo sviluppo di strategie per la consergaei della biodiversita e delle
risorse genetiche di un territorio (Schuletral., 2005; Cappell@t al., 2004) e, allo
stesso tempo, alla caratterizzazione di ceppi emdigda impiegare durante la
fermentazione per esaltare le caratteristiche toeiali (Nikolau et al., 2007;
Cappelloet al., 2004).

In diversi studi, le tecniche appena descritte sstade impiegate in combinazione
per evidenziare meglio le differenze intraspec#idhma gli isolati (Schulleet al.,
2007; Renoutt al., 2006). Spesso pero, entrambe le metodologierammsgli stessi
risultati e si preferisce utilizzare la RFLP pergh@é veloce e meno laboriosa della

PFGE (Vilanoveet al., 2007).

6.2.2. Metodi basati sulla PCR

| metodi di seconda generazione comprendono taitéadlisi che hanno come target
gli acidi nucleici, in particolare il DNA. In campenologico, tali tecniche sono
spesso impiegate per la valutazione dei polimoifigemetici dei lieviti. La tecnica

piu utilizzata a questo proposito e la “Randomly phfred Polymorphic DNA”
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(RAPD)-PCR, la quale prevede l'impiego di primerpedfici con sequenza
nucleotidica di lunghezza compresa, generalmendelet 8 e le 12 basi e basse
temperature di appaiamento. Quest'ultime permetitaraplificazione casuale del
DNA genomico. Dato che il numero e la posizione siginucleotidici varia per i
differenti ceppi, gli ampliconi cosi ottenuti somaratteristici di un dato ceppo
(Alfonso et al., 2000; Paffettet al., 1995) e 'esame dei vari profili rende possiliile
monitoraggio sia delle dinamiche di popolazione dela dominanza di ceppi
all'interno di un ecosistema (Williame&t al., 1990). In seguito al basso “rigore”
dell’amplificazione, si pud osservare a volte ueda variabilita dei profili RAPD,
quindi, nel caso in cui la RAPD-PCR sia utilizzatame unica tecnica per la
tipizzazione, € suggerito 'uso di almeno tre prime

La RAPD rappresenta una delle piu rapide metodeldgdifferenziazione di ceppi
microbici e per questo motivo € spesso utilizzatamodo routinario per il
raggruppamento dei vari isolati da sottoporre aattamzzazione fisiologica e
tecnologica. In campo enologico, Francesca e amidbri (2010) hanno provveduto
all'isolamento di 124 lieviti da diversi ambientineatrici vinarie, rappresentati da
grappoli di uva e mosti, foglie e corteccia di yiterreno ed erba delle vigne ed
insetti ed uccelli frequentatori dei vigneti. Dolaodifferenziazione mediante RAPD,
fra gli isolati sono stati riconosciuti 44 divexgppi appartenenti ad un totale di 10
specie. Alcuni autori (Fernandez-Espirghral., 2003) hanno utilizzato i differenti
profili generati dopo amplificazione con sei pringedieci nucleotidi per distinguere

58 ceppi appartenenti alle specie del compl&ascharomyces sensu stricto.
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La tecnica RAPD puo0 essere facilmente applicata,brzeoni risultati, su un elevato
numero di isolati appartenenti alla stessa spd@emaggior parte delle volte, la
specie in questione e di elevato significato tesgicb come S. cerevisiae
(Sebastianiet al., 2004) che rappresenta il principale agente deltenentazione
alcolica. Spesso, perd, anche specie guadékkera bruxellensis e Pichia
guillermondii sono interessate da questo processo in quantduxino lieviti
alterativi molto rilevanti da un punto di vista @cmnico (Martorellet al., 2006). A
tal proposito, Lopes e collaboratori (2009) in whadio condotto in Patagonia hanno
utilizzato la tecnica sopra citata per carattereza ceppi di P. guillermondii
responsabili della produzione di alte concentrazdinfenolo volatile durante la
fermentazione.

Benché spesso ritenuta essere una tecnica cazdteri da bassa ripetibilita,
Martinezet al. (2007) hanno dimostrato che la RAPD risulta espar efficace della
tecnica mtDNA RFLP e della cariotipizzazione el#tiretica nel determinare la
correlazione tra polimorfismo genetico ed origirengyafica dei lieviti vinari. Gli
autori hanno inoltre ritenuto che tale tecnica relabe essere utile per valutare
I'evoluzione dei lieviti autoctoni e la reazione gllestessi ad una possibile
introduzione di lieviti commerciali. Questa metoolgh € stata adottata per
esaminare la biodiversita di 396 ceppiSlicerevisae (Romanoet al., 2008) con
l'ausilio del primer M13 (Stendidt al., 1994) per la produzione di un vino dolce
italiano. In questo modo si e valutato I'andamettitan ceppo commerciale durante
la fermentazione alcolica. Lo stesso primer € stéitzzato per la caratterizzazione

di 80 ceppi diS. cerevisiae selvatici, isolati da uve di varieta diverse. Tsiedio ha
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rilevato un elevato polimorfismo fra i ceppi, | duasono stati utilizzati
successivamente, per valutare la qualita fermematatia tecnica € spesso impiegata
al fine di rilevare preziose proprieta enologictee agppi di lieviti autoctoni di un
dato territorio (Tofalcet al., 2007; Nikolauet al., 2007; Lopandiet al.,2008).

| vantaggi che contraddistinguono la RAPD sono aatubbio la rapidita e la facile
applicazione.

Nel caso di lieviti appartenenti alla spe8ecerevisiae, altre tecniche sono ritenute
utili alla differenziazione a livello di ceppo, iparticolare il metodo basato sui
microsatelliti (Marinangeliet al., 2004) ed il metodo interdelta (Legras e Krast,
2003). La prima metodologia, conosciuta anche ctsimaple sequence repeats”
(SSR) prende in esame sequenze costituite daaorii (dinucleotidi, trinucleotidi e
tetranucleotidi) ripetute. Tali sequenze sono mditequenti nel DNA degli
organismi superiori e sono maggiormente distribnéle regioni non codificanti del
DNA stesso. Linteresse verso queste molecole tagedovuto all’elevato
polimorfismo nelllambito della stessa specie. A gjoe proposito, Legras e
collaboratori (2005) hanno analizzato e compaiagcaido di polimorfismo di ben 41
diversi loci microsatelliti nel genoma 8i cerevisiae.

L’analisi del polimorfismo dei microsatelliti € umetodo altamente riproducibile
perché sono utilizzati primer specifici ed alte pemature di annealing per
I'amplificazione. Vaudano e Garcia-Moruno (2008hha messo a punto una tecnica
basata sulla PCR-multiplex di tre loci microsatatii (SC8132X, YOR267C e
SCPTSY7) altamente polimorfici. L'amplificazionarsiltanea di questi tre loci ha

generato prodotti di amplificazione facilmente gapdi mediante elettroforesi su
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gel di agarosio e poliacrilamide. Recentementegrdivsono gli studi basati su analisi
PCR-multiplex microsatellitare che hanno differetaiun gran numero di ceppi di
lievito sia indigeni che commerciali (Schullet al., 2004, Legrast al., 2005,
Vaudano e Garcia-Moruno, 2008). Il potere discramdmio di questa tecnica,
assieme alla sua alta affidabilita ed al bassoocdatsi che esso sia uno dei metodi
attualmente piu utilizzato per la distinzione ispacifica diS. cerevisiae (Vaudano

e Garcia-Moruno, 2008).

I metodo interdelta, invece, sfrutta la divers&alizzazione cromosomica degli
elementi delta. Tali elementi fiancheggiano i retasposoni TY1 and TY2 dei
lieviti, ma possono anche ritrovarsi separati dsi ascostituire gli elementi delta
“solo”. Nel genoma del cepp8. cerevisiae S288C sono stati descritti circa 300
elementi delta e, per questo motivo, costituiscdeiobuoni target per la valutazione
dei polimorfismi cellulari (Lavalleet al., 1994). Infatti, la posizione e/o il numero
degli elementi delta varia per i differenti cepmjuindi, i prodotti generati
dall’amplificazione saranno differenti a secondaappi (Nesst al., 1993). Fino a
poco tempo fa, tale metodo era ritenuto meno disodtorio, quantunque piu veloce
ed economico, della PFGE (Vezinleetl., 1994). Tuttavia, nel 2003 Legras e Karst
hanno ottimizzato questa metodologia e, recentesnentstata riportata in auge

(Charpentiegt al., 2009).
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6.3. ldentificazione dei lieviti enologici

6.3.1. Metodi basati sulla restrizione del DNA

L’identificazione genetica dei lieviti puo essefféetuata in vario modo, spesso piu
tecniche sono utilizzate assieme. Una delle teenielpplicate a tale scopo,
soprattutto negli anni passati, e l'analisi deli@gyo. Tale analisi € condotta
mediante PFGE. Esteve-Zarzoso e collaboratori (RB&hno utilizzato tale tecnica
identificando diverse specie di lieviti apiculatj | particolare,Hanseniaspora
guilliermondii, H. uvarum, H. valbyensis, H. occidentalis, H. osmophila e H. vinae. |
ceppi diHanseniaspora spp.sono stati dapprima classificati in due gruppi gipali

e, successivamente, nelle diverse specie in baseiméro e alla posizione delle
bande ottenute nel gel, in seguito alla separazitmyh interi cromosomi. Questo
tipo di analisi ha, inoltre, permesso lidentific@e di un ceppo indigeno @&
cerevisae ed uno diS uvarum con elevate prestazioni enologiche. Lo studio
condotto da Tosi e collaboratori (2009) ha permedisadentificare, durante le
microvinificazioni del vino “Amarone”, diversi cepm@mppartenenti alla specig.
cerevisiae che mostravano un cariotipo caratterizzato da 365 kb. Altri studi
scientifici hanno impiegato queste analisi per &igpile dinamiche dei ceppi &
cerevisiae durante le fermentazioni spontanee di vino Malvg3emeet al., 2001).
La sperimentazione é stata utile per l'identificewa dei cariotipi presenti durante le
diverse fasi della fermentazione: all'inizio defeamentazione dominava il cariotipo
L1 seguito poi dal cariotipo L4 ed ancora dal mmdel2 (Jemeet al., 2001).

L’ identificazione mediante metodi di prima geneéoaz permette, non solo di

determinare le dinamiche delle popolazionBdterevisiae durante la fermentazione,
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ma €& anche un utile strumento per l'identificaeian la separazione di ceppi di
lievito non ricombinanti o ibridi interspecifici @®unovics et al., 2005). Altre
indagini, hanno messo in evidenza la segregazioe®tita nelle colonie db
cerevisiae (Spiczkiet al., 2009 ed il rischio legato ad un elevato grado di ingitab

genetica che puo compromettere I'esito finale dellenentazione.

6.3.2. Metodi basati sulla PCR

L’analisi dei geni RNA ribosomiali comprende diverdecniche e consiste
nell’esame dei seguenti frammenti: gene 18S rRNgRedh.8S rRNA, circondato da
2 frammenti nucleotidici trascritti (ITS1 e ITS2White et al., 1990), gene 26S
rRNA, contenente i domini D1/D2, gene 5S rRNA, coeso tra due sequenze di
DNA non trascritte (NTS1 e NTS2) (Mustegs al., 1990; Welsh e McClelland,
1992) e dal gene 18S rRNA. Le regioni ITS che idoho il gene conservato
codificante per la subunita 5.8S rRNA e le dueaegspaziatrici interne, ITS1 e
ITS2, non codificanti e variabili, mostrano un’akariabilita interspecifica ed una
bassa mobilitd intraspecifica (Granclet al., 1999). Le sequenze altamente
conservate dei geni rRNA fiancheggianti le regibht permettono l'utilizzo di
primer specifici. Tali frammenti di DNA consentonquindi, I'identificazione a
livello di specie mediante I'impiego di primer spespecifici o la differenziazione a
livello di ceppo (fingerprinting) quando I'amplicenviene digerito con enzimi di
restrizione.

In generale, la metodologia piu comune per l'ide#@zione dei lieviti vinari

prevede I'amplificazione dei geni rRNA e la sucoessligestione con gli enzimi di
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restrizioneCfol, Hinfl, Haelll e Ddel. | frammenti generati sono caratteristici di una
sola specie (Esteve-Zarzoset al., 1999). Il risultato e confermato dal
sequenziamento del gene 5.8S-ITS o della regioril®Ddel gene 26S rRNA e dal
confronto delle sequenze in banca dati. Quest’altiecnica ha permesso di valutare
e di caratterizzare i lieviti noSaccharomyces durante il processo di fermentazione
(Baleiras Coutcet al., 2005). La disponibilita di dati presenti nel VBLAST2 ha
permesso, inoltre, di comparare le sequenze D1ili2witi ancora sconosciuti e di
identificarli (Carrascoset al., 2005).

Gli ITS tra i geni rRNA sono stati spesso utilizzagr I'identificazione delle specie
di lievito dimostrando I'utilitd di questi targetatecolari per la descrizione veloce
della composizione di specie nell’ecologia deiiliew'analisi dei geni ribosomiali &
stata utilizzata in recenti studi scientifici anchger identificare le specie di lieviti
dominanti negli ambienti delle vigne e durantea it fase della lavorazione (Sabate
et al., 2002). In questo lavoro, gli autori hanno ridcato nel terreno la dominanza
di Filobasidium capsuligenum per circa il 60%, sui grappoli le colonie di ligyiiu
ricorrenti erano differenti ed infine, nei tini fiermentazione, la specie piu isolata
(circa il 76%) era&Candida sorbosa.

| ceppi di S cerevisiae isolati erano gia stati identificati dallo stesBno in
precedenti annate di fermentazione (Sabetteal., 2002). Studi orientati alla
distribuzione geografica dei lieviti hanno evidextai che la composizione delle
popolazioni dei lieviti enologici pud mantenersistante in annate successive

(Pramateftaket al., 2000).
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6.4. Monitoraggio dei lieviti enologici

I metodi coltura-indipendenti sono stati svilupppér superare le limitazioni dei
metodi coltura-dipendenti per la descrizione delenunita microbiche complesse
(Vaughanet al., 2002). Il metodo piu utilizzato a tal proposétdasato sulla PCR ed
e noto come “PCR-denaturing gradient gel electroggis” (PCR-DGGE) introdotto
nel 1993 da Muyzer eollaboratori Questa tecnica permette la separazione dei
frammenti di PCR dello stesso peso molecolare, roa diversa sequenza
nucleotidica (Muyzer, 1999). Essa prevede I'amgdifione del DNA bersaglio
mediante PCR seguita, successivamente, da untétetisi degli ampliconi in gel di
poliacrilamide in presenza di agenti denaturanitinati (urea e formamide). | primer
impiegati per la PCR amplificano, in genere, pamnzidei geni RNA ribosomiali.
Uno dei due contiene all’'estremita terminale 5 weguenza di 40 bp di guanina e
citosina, denominata GC clamp. Quest’ultimdiviene parte integrante
dell’amplicone e svolge un ruolo importante nelscodella DGGE. Gli ampliconi
vanno incontro alla denaturazione durante la cdasgiale provoca un cambiamento
nella conformazione molecolare e ne rallenta lacil di migrazione sul gel. La
concentrazione di agenti denaturanti che deterroin@pertura della doppia elica
varia in funzione della sequenza nucleotidica. L Glamp ha un’elevatissima
energia di legame (Myerst al., 1985) ed ha il compito di impedire che la
denaturazione dell’amplicone sia completa. In quasibdo i vari ampliconi Si
arresteranno in posizioni diverse del gel. L’idBodizione dei microrganismi
avviene per confronto diretto con i ceppi noti, oggper confronto tra le sequenze

ottenute e quelle di riferimento presenti in badat.
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Negli ultimi anni la PCR-DGGE e comunemente appéicsia per determinare la
composizione speciografica dei lieviti che per tale la biodiversita dei lieviti che
intervengono nel corso di fermentazioni spontanageoulate (Cocoliret al., 2001).
Tale tecnica e stata utilizzata da Renetudl. (2007) per valutare I'evoluzione delle
popolazioni di batteri e di lieviti di vini Bordeawall’'uva fino alla bottiglia. Nel
2006, Renouf e collaboratori, hanno pubblicato tit@o sull’'identificazione delle
popolazioni microbiche presenti sulla superficidleddarrique prima e dopo il
travaso. La stessa tecnica é stata utilizzata aocime strumento molecolare per
valutare la biodiversita e monitorare le dinamichepopolazioni blastomicetiche
negli ambienti vinari (Francesca al., 2010) e durante la produzione di vino
(Francescat al., 2010; Urscet al., 2008). La DGGE e risultata particolarmente utile
anche per la valutazione degli effetti di vari mtmnti tecnologici (Andorreet al.,
2008) e per registrare I'interazione Bacerevisiae e Brettanomyces bruxellensis a
fine fermentazione (Renow al., 2007). La tecnica in questione ha, infatti, ores
possibile la determinazione dell’adattamentoBdibruxellensis nella comunita dei
lieviti. Negli ultimi anni, alcuni ceppi di questapecie sono stati studiati ed
identificati perche presentano ottime qualita egigloe sia in termini di quantita di
fenoli volatili presenti (Oelofset al., 2009), sia in termini di resistenza ad elevate
concentrazioni di alcol che a ridotte limitazioniczherine (Renoudt al., 2007). La
metodologia PCR-DGGE e risultata meno utile peemeinare I'ecologia dei lieviti
quando le loro concentrazioni sono basse. Prakiteltana e collaboratori (2004)
hanno dimostrato che alcune specie dei geRbadutorula, Rhodosporidium e

Cryptococcus sono state rilevate anche se presenti a concantradi circa 10
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UFC/g. Al contrario, quando le uve erano mature anmkggiate, sono state
identificate altre specieMetschnikowia spp.e Hanseniaspora spp.).

La tecnica“fluorescence in situ hybridizatibn(FISH) permette di analizzare
popolazioni microbiche attraverso I'impiego di seraligonucleotidiche fluorescenti
specie-specifiche. Queste si legano al segmentopleomentare del DNA delle

cellule bersaglio, le quali sono, successivameptservate al microscopio ad
epifluorescenza. Xufre e collaboratori (2006) hammalizzato le popolazioni dei
lieviti Saccharomyces e nonSaccharomyces isolati da vini mediante I'impiego di

sonde oligonucleotidiche marcate con fluorescemaando i domini D1/D2 della

regione 26S rRNA. Tali domini costituiscono unioii base per le sonde FISH
grazie all’elevato grado di variazioni di sequeierspecifiche. Negli ultimi dieci

anni, la tecnica FISH é stata impiegata semprdrpguentemente per il rilevamento
e lidentificazione diretta dei microrganismi in apuio essa combina la

visualizzazione diretta con l'affidabilita dei meitonolecolari (Xufreet al., 2006).

6.5. Applicabilita dei metodi molecolari per la caatterizzazione dei lieviti
enologici

Nellultimo ventennio, gli studi delle comunita mabiche sono realizzati
principalmente mediante l'ausilio di metodi molear@l Molti dei recenti sviluppi
nelle dinamiche di popolazioni e di evoluzione jpeésie e ceppi in un dato ambiente
sono stati resi possibili grazie a nuove applicaizdella PCR. Da un punto di vista

ecologico, tali metodologie sono di estrema utilgar la comprensione della
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biodiversita e dei cambi speciografici. Essi sogojndi, fondamentali per la
pianificazione di strategie di interventi con deterati lieviti per specifiche funzioni.

In ambito vinario, le varie metodologie molecolsoino state applicate con successo
allo studio delle comunita blastomicetiche durdatearie fasi della trasformazione,
al riconoscimento dei ceppi responsabili dei difelél vino, alla verifica della
persistenza dei ceppi starter inoculati ed all&riiszione geografica di taluni ceppi.
In futuro, si prevede l'applicazione delle strategnolecolari anche alla piccole
produzioni ed alle produzioni di nicchia per le [jlialta qualita e la tipicita possono
essere garantite solo attraverso un controllo atoudei ceppi impiegati in

fermentazione.

7. | batteri lattici

7.1. Origine dei batteri lattici nel settore viticdo

Il gruppo dei batteri lattici (BL) include divergjeneri, a loro volta raggruppabili
sulla base di diversi caratteri morfologici, figigici e biochimici. | BL sono batteri
Gram positivi, non sporigeni, immobili e microaelipfcioe sviluppano a basse
concentrazioni di ossigeno. Sono privi di cataldsiitrato riduttasi e di citocromo
ossidasi, infatti non hanno catena respiratorialerd@ metabolismo e fermentativo.
Si possono definire quindi microrganismi eterotrefichemiorganotrofi, adattati a
vivere su substrati complessi e che necessitansolondi carboidrati come fonte di
energia, ma anche di aminoacidi, nucleotidi e vitem Il principale prodotto
metabolico dalla fermentazione dei carboidratiagitio lattico. Per questo tollerano

bene un’elevata acidita, dato che alcune specgeon® anche a pH = 3.
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Data la loro importanza, alcuni studiosi hanno gata sull'origine o la fonte dei
batteri lattici nel processo di vinificazione.

Il succo d'uva appena estratto, in genere contiivierse specie diactobacillus,
Pediococcus e Leuconostoc presenti ad una concentrazione di circa 1@ UFC/m
(Costelloet al., 1983; Pardo e Zuniga, 1992; Fugelsang, 1997)ti&ne che questi
batteri provengono dalla superficie delle uve o eauntaminanti delle attrezzature
di cantina utilizzate nel processo di vinificaziomdcune specie di BL sono stati
isolati da diverse varieta di uve raccolte da vigire Spagna (Sieirat al., 1990;
Suarezet al., 1994) , in Francia (Lafon-Lafourcad al., 1983) e in Germania
(Weiller e Réadler, 1970). Nello specifico sono istetlati Lactobacillus plantarum,
Lactobacillus casei, Lactobacillus brevis, Lactobacillus hilgardii, Lactobacillus
curvatus, Lactobacillus buchneri, Leuconostoc dextranicum e Leuconostoc
mesenteroides. Sorprendentemente, in letteratura, non viene rtapm alcuna
pubblicazione che afferma la presenzaQ#nococcus oeni associato a grappoli,
principale specie responsabile della fermentazinallattica dei vini.

Studi condotti in Australia su varieta a bacca aofSabernet Sauvignon, Merlot,
Pinot Nero, Shiraz e Tyrian) e tre varieta di uvdacca bianca (Chardonnay,
Sauvignon Blanc e Semillon), hanno confermatarésgnza di BL sulle uve (Ba&e
al., 2005). | grappoli danneggiati hanno restituitora@ggior numero di BL rispetto
a quelli integri e le frequenze d’isolamento soisultate maggiori su uve a bacca
bianca rispetto a quelle a bacca rossa (Yanagidal., 2008). | ceppi isolati
appartengono ai gendractobacillus, Lactococcus, Weissella ed Enterococcus e le

specie maggiormente riscontrate sui grappoli sdabe:sLactobacillus lindneri,
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Enterococcus durans, Lactococcus lactis e Lactobacillus Kunkeei, mentre non é stata
rilevata la presenza @ienococcus oeni (Baeet al., 2006).

Inoltre, sono stati effettuati isolamenti di BL dee “Koshu” in Giappone (Yanagida
et al., 2008) riscontrando solo alcune delle spete actis, Lb. plantarum e W.

paramesenteroides) identificate in Australia.

7.2. Classificazione dei batteri lattici presenti ai mosti e nei vini

| BL presenti nei mosti e nei vini appartengongemeriLactobacillus, Leuconostoc

e Pediococcus. Per la classificazione si ricorre, oltre che aattari morfologici,

anche a proprieta fisiologiche come il caratteref@mmentante o eterofermentante. |

batteri omofermentanti producono piu dell’85% didadattico a partire da glucosio;

gli eterofermentanti producono acido lattico, aigidr carbonica, alcol e acido

acetico. Tra i cocchi, i batteri del genétediococcus sono omofermentanti e quelli

del genere_euconostoc eterofermentanti. | lattobacilli possono esserasdin tre

gruppi:

1. omofermentanti strettip. mali, P. damnosus, P. parvulus, P. pentosaceus);

2. eterofermentanti facoltativi Lb. casei, Lb. plantarum, Lb. pentosus, Lb.
paracasei, O. oeni);

3. eterofermentanti obbligati Lb. brevis, Lb. hilgardii, Lb. fermentum, Lb.
fructivorans, Lb. buchneri);

Gli omofermentanti non fermentano i pentosi e pomtiw due molecole di acido

lattico da una di glucosio, gli eterofermentantidiativi producono acido lattico da

glucosio, ma sono in grado di fermentare i pengasierando acido lattico e acido
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acetico. Infine gli eterofermentanti obbligati, @usa della mancanza della fruttosio-
1,6-difosfato aldolasi, generano sia dal glucos$ie dai pentosi, acido lattico, acido
acetico, anidride carbonica ed etanolo. In genem#tisne che sia assente attivita
catalasica.

La descrizione dei tre generi di batteri lattic@gpenti nel vino € la seguente:

Generel euconostoc. | BL appartenenti a tale genere sono caratteriztatcellule

sferiche o poco allungate, riunite in coppie o pleacatenelle, di diametro compreso
fra 0,5-0,7 um, lunghezza da 0,7 a 1,2 um, non Imabksenza di sporulazione; sono
batteri anaerobi facoltativi, mesofili e chemiorganfi ovvero necessita di un
glucide fermentescibile nel mezzo; dalla degradazidel glucosio, attraverso la
fermentazione eterolattica formano acido D-(-)itattanidride carbonica ed etanolo.
L’arginina e idrolizzata d@®enococcus oeni, il test € negativo per altkieuconostoc.
Inoltre il contenuto in G + C di questa specie havalore di 37-39 (moli%).

GenerePediococcus. Le specie del geneffeediococcus hanno cellule sferiche, mai

allungate, da 1 a 2 um di diametro, disposte irpeop in tetradi in seguito alla
divisione che avviene su due piani ortogonali égmeo non formano catenelle. Sono
microrganismi mesofili, anaerobi facoltativi, ch@mganotrofi ossia necessitano di
un glucide fermentescibile nel mezzo; inoltre, sqmoduttori di acido D-L o L-
lattico, senza produzione di anidride carbonicaolitenuto in G + C ha un valore
che varia da 34 a 42 (moli %).

Generelactobacillus. | BL del genereLactobacillus presentano cellule allungate

regolari di 0,5-1,2 um per 1,0-10 um, sovente lumgistoncelli. Alcuni tuttavia

sono molto corti simili @ euconostoc spp, accoppiati o in piccole catenelle, non
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presentano sporulazione e sono non mobili. Sonoonganismi mesofili, anaerobi
facoltativi, chemiorganotrofi cioe necessitano di glucide fermentescibile nel
mezzo. Almeno la meta dei prodotti del metabolistied glucosio e costituito da
acido lattico (il metabolismo omofermentativo genequest’unica molecola); il
metabolismo eterofermentativo conduce alla prochezianche di acido acetico,

etanolo e anidride carbonica; il contenuto in G vaQlal 36 al 47%.

7.3. Ruolo dei batteri lattici in enologia

| batteri lattici svolgono un ruolo fondamentale pelaborazione dei vini (Renoet
al., 2005) soprattutto mediante la fermentazione hattica (FML) che si verifica in
vinificazione generalmente dopo la fermentaziowelaa.

La reazione di trasformazione dell’acido L-malico acido L-lattico € una
decarbossilazione diretta, cioé senza un intermeti® possa seguire altre vie
metaboliche. La FML €& poco esoergonica, tuttaviatitosce indirettamente una
fonte di energia reale per le cellule. L’enzimapaessabile di tale reazione, detto
appunto enzima malolattico, é stato purificatolpgarima volta inLb. plantarum.
Oenococcus oeni (sinonimo) di Leuconostoc oenos, € la  principale specie
responsabile della FML anche se altri batteri dgttcome Lb. plantarum e Ln.
mesenteroides, possono effettuare tale reazione. L'attivita @i nel vino puo
esplicarsi anche attraverso la rimozione dell’axssina A (Del Pretet al., 2007),
mediante il metabolismo del diacetile (Nielsen ehelieu, 1999) e dell'acetaldeide
(Jussieret al., 2006). La FML influisce sull’acidita, sul sapoeesulla stabilita

microbiologica del vino (Lonvaud-Funel, 1999).
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Nei climi caldi, la FML é spesso sgradita perché portare a vini piatti, privi del
nerbo acido che contrasta la grande maturita detofr Il clima caldo favorisce
fermentazioni spontanee e incontrollate; devoneresgquindi adottati accorgimenti
al fine di evitare la FML e I'attacco degli acidireco e tartarico, della glicerina e
degli zuccheri, per non incorrere, rispettivameni|e ben note e gravi alterazioni
del girato, amaro, filante e spunto lattico o au®ti

Molte specie di batteri lattici, sia omofermentanite eterofermentanti, sono in grado
di degradare I'acido citrico. Tra le specie piu cm@mente riscontrate nel vinioh.
plantarum, Lb. casei, O. oenos e Ln. mesenteroides utilizzano rapidamente 'acido
citrico presente nel mezzo. Al pH enologico l'aciditrico indissociato permea
liberamente attraverso le membrane batteriche, aserecessita di trasportatori
specifici. Le specie che non riescono a degradaestq substrato sono quindi carenti
almeno del primo enzima della via metabolica (RebérGayoret al., 2003). Una
volta entrato nella cellula I'acido citrico e sa@sdalla citrato liasi in una molecola di
ossalacetato e in una di acetato. L’enzima é s&@tb nei mezzi poco zuccherini
ove sia presente acido citrico, il glucosio infattisce da repressore. @ oeni,
I'ossalacetato viene successivamente decarbossilptnuvato che a sua puo essere
coinvolta in numerose altre vie metaboliche. Ilpato € pienamente coinvolto nella
formazione di diacetile, acetoino e 2,3-butandiotoa i quali il primo é
particolarmente rilevante per il carattere del viQuesta molecola e responsabile
dell’'aroma di burro ed ha una bassa soglia olfatthe altre due molecole, che si
originano dal diacetile, hanno soglie olfattive velie, dimostrandosi spesso non

influenti sul bouquet del vino (Lounvaud-Furehl., 1999).
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Per il diacetile sono state proposte due vie diesin Nella prima il diacetile si
origina dalla reazione fra una molecola di ace@ACe 'etanale-TTP. Nella seconda
si forma acetoino da due molecole di piruvato, eguto I'acetoino stesso genera
acetile, grazie ad un’ossidazione. Questa via ebéea. Oltre a sostanze acetoniche,
le molecole di piruvato possono generare lattatanao, acidi grassi e lipidi
(Lounvaud-Funekt al., 1999). | prodotti finali del metabolismo dell’acidutrico
possono essere quindi diversi ma certamente sinteeuvata produzione di acido
acetico.

L’acido tartarico puo essere degradato dai balatici (Lb. plantarum, Lb. brevis)
generando I'alterazione del “girato”, gia descrdtPasteur nel XIX secolo. L’acido
tartarico e essenziale per I'equilibrio gustativel dino e la sua scomparsa porta a
vini piatti e stucchevoli. Il prodotto della ream®mé I'acido acetico, che a sua volta
compromette irreparabilmente la qualita complessighvino. Questa alterazione
puo essere prevenuta con la normale igiene dir@etcon adeguate dosi di anidride
solforosa. | vini con elevati valori di acidita & e bassi pH sono meno sensibili
all'attacco di batteri che possono metabolizzaaeidlo tartarico. Il carattere non
riguarda una specie sola ma sono coinvolti ceppilwdspecie. Per altro il numero di
questi ceppi, sul totale dei batteri presenti aolignte in cantina, e piuttosto basso.
La degradazione del glicerolo e ritenuta dannosal peodotto finito, sia per le sue
buone caratteristiche organolettiche, sia per dpttd di questo metabolismo. Alcuni
ceppi batterici I(b.brevis, Lb. buchneri), convertono il glicerolo in precursori
dell'acreolina, molecola che combinandosi con intan genera [alterazione

conosciuta come “amaro dei vini”. Come nel casogiedto, alcuni ceppi di varie
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specie sono portatori del difetto ma la loro inoizk sulla popolazione totale € bassa.
Il glicerolo puo essere anche degradato a pirueatla qui ad acetato e a sostanze
acetoniche, come prima descritto. Questa via € pestsamente utilizzata nei vini.
La degradazione del glicerolo e quindi generalmédintéata, tranne che nel caso
dell’'alterazione dell’amaro prima descritta.

Gli amminoacidi sono utilizzati dalle cellule baithe per la produzione di molte
sostanze fra cui ammine, acidi, alcoli e aldeidin émportanti ripercussioni sulla
qualita e sulla salubrita del vino (Liet al., 2002). In particolare, alcuni
amminoacidi, tra cui l'istidina, possono essererdégti generando ammine biogene
come listamina, sostanze tossiche e ritenute fattorischio per l'insorgenza di
malattie tumorali. Oggi € ormai chiaro che anchgpcselezionati dO. oeni sono in
grado di produrre tali sostanze, mentre per matopo si € ritenuto che solo i
pediococchindigeni fossero responsabili di tale sgradito rneliamo. L’aumento di
tali sostanze avviene in particolare alla fine alefermentazione malolattica,
probabilmente a causa della scarsita di substnatigetici ormai presenti nel mezzo
che spinge i batteri ad utilizzare gli amminoagdr produrre energia (Leita al.,
2005). E owvio che la produzione di ammine biogaomenta con la disponibilita
nel mezzo di amminoacidi o peptidi. A questo prajpodeve essere posta particolare
attenzione alle dosi di amminoacidi presenti nabviL’arginina & I'aminoacido piu
rapidamente degradato fra quelli presenti nei mdsiva e questattivita € stata
osservata anche i@. oeni. La via utilizzata e quella dell’arginina deamnsnahe
porta alla produzione stechiometrica di ornitin@remonio. Tuttavia una piccola

quantita di citrullina e liberata nel mezzo, funderda precursore per la sintesi di
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etilcarbammato, un’altra sostanza ritenuta can@&raglLe jaunest al., 1995). La
presenza dPediococcus spp. durante la fermentazione dei mosti € StpessD
rilevata (Weiller e Radler, 1970; Benedwtel., 2004). In particolare, i ceppi della
specieP. parvulus, P. damnosus e P. inopinatus sono stati isolati da mosti di uve e
da vini (Peynaud e Domercq, 1967; Weiller e Radlér,0; Edwards e Jensen, 1992;
Rodaset al., 2003; Beneducet al., 2004). | | pediococchi, anche se possono essere
coinvolti nella FML del vino, sono indesiderati pbé spesso sono responsabili della
formazione di composti metabolici, come diacetileaeetoino, che, in certe
concentrazioni hanno un impatto negativo sullaitpudel prodotto finito.

Anche l'alterazione del vino, conosciuta come fitiel’ 0 “grasso”, € attribuibile ai
BL a causa di un’eccessiva sintesi di polisaccasticellulari. Isolamenti effettuati
negli anni '80 hanno dimostrato clRediococcus damnosus € la principale specie
responsabile di quest’alterazione (Lounvaud, 200Rpolisaccaride prodotto € un
glucano, omopolimero del glucosio con strutturaifigata, inerte agli enzimi oggi
utilizzati in enologia. L'esame visivo del vino &inica osservazione efficace per
stabilirne l'alterazione. | ceppi alterativi d. damnosus, rispetto a quelli “non
filanti”, presentano una capsula intorno alla paellulare visibile al microscopio
ottico e generano veri flamenti se le colonie spirzicate con un’ansa. Le cellule
manifestano una maggiore adattabilita a condizzenierse del vino e in particolare
ad elevati titoli alcolimetrici e a dosi massicdeS®,. L'alterazione si manifesta in
particolare quando la concentrazione battericaivagg le 10 UFC/ml o quando la
crescita avviene in presenza di glucosio. Fruttesigentosi, al contrario, non

permettono la sintesi del polisaccaride (Llaubésteal., 1990). L’alterazione puo
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manifestarsi in vasca ma anche parecchi mesi dopdbdttigliamento. Questo
concorda con l'osservazione che i ceppi sviluppaedla forma piu adatta a
sopravvivere in un mezzo povero come il vino. Imtipalare e stato osservato che
carenze di glucosio e di azoto favoriscono la pramhe di polisaccaridi (Ribéreau-
Gayonet al., 2003).

Il carattere filante € portato su un plasmide orn@d che i ceppi filanti tendono a
perdere facilmente se trasferiti su un mezzo diucalprivo di etanolo (Ribéreau-
Gayonet al., 2003). Se i trattamenti enzimatici per eliminquesto difetto risultano
inutili, nei vini ancora in vasca una vigorosa ga#fione, con dosi di SQibera di
almeno 30 mg/L, ed un’accurata filtrazione stezdéiate garantiscono I'eliminazione
dei batteri lattici. Contemporaneamente un’azionececanica per sbattimento é
efficace nel diminuire la viscosita del vino. Ledazione del filante non causa

solitamente alcun altro difetto sensoriale (Ribar€ayonet al., 2003).

7.4.Fattori influenzanti I'attivita dei batteri lattici nel vino

Il clima prevendemmiale e lo stato sanitario dalke influenzano la carica iniziale,
che generalmente risulta piu scarsa in annate sersh uve in buono stato sanitario.
In ogni caso, in fase di vendemmia avviene unadeapblonizzazione sia dei mosti
che della cantina da parte dei batteri e dei liemt le condizioni di vinificazione
sono tali da non consentirne lo sviluppo durantefelanentazione alcolica. La
composizione del mezzo ricco di zuccheri, di ammaidi, di vitamine sarebbe
idoneo alla crescita dei batteri lattici, ma néllampetizione”tra lieviti e batteri

sono i primi a vincere in quanto capaci di adaitarsglio allambiente di crescita
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(Lonvaud, 2002). In particolare la solfitazione aalpigiatura, I'aumento della
concentrazione alcolica e la rapida crescita @eitlifanno regredire la popolazione
batterica fino a 1910° UFC/ml (Ribéreau-Gayoet al., 2003) E’ stato osservato che
le specie di batteri lattici potenzialmente danngeessono rimanere latenti a
concentrazioni inferiori a FOUFC/ml anche per parecchi mesi causando poi, una
volta che le condizioni ambientali lo permettar@alterazioni di cui si € accennato
(Ribéreau-Gayost al., 2003)

I mezzo “occupato” dalla popolazione dei lievitifermentazione diventa quindi piu
ostile ai batteri. La varieta iniziale di specielieceppi diminuisce e la popolazione
regredisce fino alla fine della fermentazione at@l A questo punto il vino ospita,
oltre alla popolazione di lieviti in fase di dedire di autolisi, una popolazione di
batteri lattici debole ma resistente ai numero#ibfaselettivi comparsi durante la
fermentazione alcolica. La composizione del mezaontioua a cambiare perché,
nonostante I'arresto della fermentazione alcoksastono altri fenomeni biochimici,
quali I'autolisi dei lieviti che libera fattori direscita e sostanze nutritive per i batteri
lattici. Da parte loro i batteri, per azione delpgoteasi e delle glucanasi,
contribuiscono alla trasformazione del materialdutage di origine micetica in
substrati assimilabili. Un insieme di fenomeni fagoe, quindi, la crescita dei batteri
fino a quando la popolazione non arriva & W&C/ml (Lonvaud, 2002)Questa fase
di latenza ha durata molto variabile: puo non esssservata affatto o durare alcuni
mesi, secondo le condizioni ambientali del vino.

Il pH del vino & certamente il fattore piu impotiare poco modificabile in grado di

controllare lattivita dei BL. Il suo valore, neino, dipende essenzialmente dal tipo e
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dalla quantita di acidi prodotti dalla pianta ergliidal grado di maturazione dell’'uva
che a sua volta e legata al’'andamento stagioRaledipendendo fortemente sia dal
clima che dal grado di maturazione delle uve, oxali pH nei mosti italiani vanno
da un valore di pH = 3-3,2 (nord lItalia) fino a pt8,8-4.0 (sud ltalia).

Il pH svolge un’azione selettiva nei confronti deppi di batteri; in particolare al di
sopra di pH 3,5 si possono sviluppare, oltre @d oeni, vari lattobacilli e
pediococchiO. oeni € comunque la specie di BL piu resistente a badesri di pH,
pur trovandosi in difficolta se il valore di pH sk al di sotto di 3 (Rost al.,
2003). Vini con pH elevati presentano quindi unardl batterica piu ricca e
differenziata ma che puo contenere ceppi respadnsiilterazioni sia in fase post-
fermentativa che in fase di affinamento. Il pH el®v favorisce infatti la
sopravvivenza di molte specie LAB, alcune delle liquannose per il vino
(Luonvaud, 2002). Il pH influisce anche sulla pex#a della FML e sul suo regolare
andamento (Bousbouras e Kunkee, 1971), oltre clee szelta della via metabolica
attraverso cui il microrganismo si procura enerdib.di sopra di pH=40. oeni
degradera preferibilmente glucosio e citrato catugpo di elevata acidita volatile
Infine, e interessante ricordare che il valore pEl influisce anche sull’attivita
antisettica dell’anidride solforosa: essa svolg®ttnla sua funzione sotto forma
molecolare e questa aumenta proporzionalmente’abbassarsi del pH. Particolare
cura andra rivolta a mosti con pH elevati dovevsaaina rapida crescita di specie
indigene e potenzialmente dannose (Luonvaud, 20@2%uesti casi un’adeguata

solfitazione risulta fondamentale.
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La temperatura influenza il tasso di crescita d&BLlnel vino.O. oeni, in condizioni

di laboratorio ha una temperatura ottimale di dtascompresa tra 27 e 30 °C, ma
nel vino a causa della presenza di etanolo, I'optndi temperatura scende a valori
di 20-23 °C. Queste variazioni sono correlabiliaattapacita di far variare la
composizione della membrana, adattandola alle skvéasi della crescita o alla
presenza nel mezzo di fattori limitantino degli effetti meglio conosciuti sulla
composizione della membrana €& quello della tempexat basse temperature, per
compensare I'aumento di rigidita, si ha una dimonez della lunghezza delle catene,
un aumento delle insaturazioni e degli acidi grassatena ramificata. Con I'aumento
della temperatura si manifestano fenomeni esatt@mepposti. La crescita dei
pediococchi e dei lattobacilli risulta favorita @enperature prossime a 25 °C.

Nella pratica, dopo la pigiatura, un raffreddamerdel mosto facilita le
chiarificazioni con possibilita di eliminare una gggore quota di batteri lattici.
Terminata la fermentazione alcolica, una rapidaedia della temperatura sotto i 10 -
15°C, se accoppiata a filtrazioni e solfitazioneg garantire la stabilita del vino fino
all'imbottigliamento.

L’etanolo, quando e presente a concentrazioni motai 10 gradi alcoliciha un
effetto tossico accertato sui batteri lattici, amde la sensibilita a tale composto é
molto variabile a seconda della specie e dei singggpi. L’etanolo e in grado di
provocare un aumento della permeabilita della manmdrcitoplasmatica (Tourdot-
Maréchalet al., 2000)causando un eccessivo flusso di protoni versoefimd della
cellula con perdita di materiale intercellularealiro canto, € ormai assodato che le

cellule batteriche hanno la capacita di adattdtai @esenza dell’etanolo e piu in
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generale all'ambiente del vino. In generale, i pedcchi e i lattobacilli mostrano
una maggiore tolleranza rispett®@aoeni e si sviluppano nel vino anche in presenza
del 13% (v/v) di etanolo. Non e raro, quindi, radciare batteri lattici anche in vini
ad alta gradazione, liquorosi e non. Infatti, ceppipartenenti alle specieb.
fructivorans, Lb. brevis e Lb. hilgardii, sono stati isolati anche da vini liquorosi,
contenenti fino a 20 gradi alcolici. Alcuni cepgisponsabili dell'alterazione detta
“filante”, manifestano meglio di altri questa capac grazie alla capsula
polisaccaridica che li avvolge. Esperimenti condb&#nno dimostrato che cellule
cresciute all’8% di alcol mostrano un adattameiio stress da etanolo di tre volte
superiore ad un testimone qualora poste in un artéoen 10% di alcol e pH 3,5
Passando all'influenza dei composti fenolici suftacroflora lattica, € ormai
accertato che alcuni di essi siano inibitori deliascita dei BL, mentre altri stimolino
I'attivita di tali batteri. Si ritiene che i tannienologici, gli antociani condensati, gli
acidi fenolici, I'acido vanillico, le procianidindei semi e gli ellagiotannini derivati
dalle querce svolgano un’azione antibatterica. ttdaparte, I'acido gallico e gl
antociani liberi avrebbero invece un’azione stimtdasull'attivita batterica. Per
esempio,Lb. hilgardii, coltivato in mezzo contenente acido gallico eecline, in
concentrazioni pari a quelle presenti nei vini,rhastrato una piu rapida crescita
nonché un aumento della relativa carica microliia.é attribuibile alla capacita di
tali ceppi di metabolizzare questi composti durdatéase di crescita utilizzandoli
come ulteriore fonte di energia (Alberbal., 2001).

D'altro canto, concentrazioni piu elevate di tadimposti determinano un effetto

negativo sullo sviluppo battericoO. oeni, sembra essere piu sensibile alle
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inattivazione da composti fenolici rispettoLd. hilgardii (Campost al., 2003). Gli
acidi idrossicinnamici liberi sembrano influenzanegativamente la crescita di
alcune specie di lattobacilli, tra dub. plantarum. L’acido ferulico sembra essere piu
efficace dell’acido p-cumarico, anche se alcuneigpgono piu sensibili di altre.
Alcuni studi riportati in letteratura dimostranoechin termini di crescita media,
l'attivita antimicrobica di diversi composti fengliottenuti da prodotti enologici
ottenuti dai vinaccioli (Papadopoudtial., 2005) o piu in generale dai vini (Baydar
et al., 2004) possono inibire la crescita di alcuni bapetogeni. Gli estratti fenolici,
contenenti principalmente acidi fenolici, hanno trat® maggiore attivita contro la
crescita di batteri rispetto ai lieviti.

L’anidride solforosa e il pit comune antisetticdizzato in enologia. Un uso oculato
di tale prodotto garantisce, oltre alla stabilitaicnobiologia, la protezione
dall'ossidazione dei mosti e dei vini e I'estrazaihi pigmenti dalla buccia dell'acino
durante la macerazione (Ribéreau-Gagbml., 2003). Il meccanismo di azione e
stato studiato nei leviti ma si suppone sia ddbtstmile nei batteri. La molecola,
nella forma non dissociata, entra per diffusioné ai®plasma dove si dissocia a
causa del pH piu elevato e quindi reagisce con cot#deessenziali come proteine
enzimatiche, vitamine e coenzimi, a livello dei padisolfuro, generando l'arresto
della crescita e la morte cellulare (Ribéreau-Gagah., 2003). Oltre I'effetto sulla
crescita cellulare, I'S@inibisce l'attivita dell’enzima malolattico. Altréorme con
proprieta antisettiche sono l'aldeide bisolfit&G©, legata con i composti carbonilici

e lo ione completamente dissociato.
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| batteri lattici, dal canto loro, possono sviluppauna resistenza all’anidride
solforosa, soprattutto se pre-coltivati in terreoin leggere dosi di anidride solforosa
che faciliterebbero la trascrizione dei geni pantatiella resistenza. Inoltre, e stato
osservato che le dosi di $Presenti nel vino hanno spesso un azione battatics

e non battericida, giustificando cosi la presenzBML tardive riscontrante, anche
dopo mesi, in bottiglia.

L’attivita dei BL pu0 essere influenzata anche alg@tesenza e/o relazioni con altri
altri microrganismi presenti nel mezzo di cresdiastato osservato che le specie di
batteri lattici potenzialmente dannose possono nére latenti (1 UFC/mI) anche
per parecchi mesi causando poi, una volta che ledizioni ambientali lo
permettano, le alterazioni sopra descritte (Rihéx@ayonet al., 2003). Il mezzo
“occupato” dalla popolazione dei lieviti in fermartone, diventa quindi piu ostile ai
batteri. La varieta iniziale di specie e di cepipniduisce e la popolazione regredisce
fino alla fine della fermentazione alcolica (FA).qesto punto il vino ospita, oltre
alla popolazione di lieviti in fase di declino e alitolisi, una popolazione di batteri
lattici debole, ma selezionata per la tolleranzaumerosi fattori selettivi comparsi
durante la FA. La composizione del mezzo continearabiare perché, nonostante
I'arresto della FA, esistono altri fenomeni biociemmportanti, come l'autolisi dei
lieviti, in grado di liberare fattori di crescitasestanze nutritive per i BL. Da parte
loro, i batteri, per azione delle proteasi e dajlecanasi, contribuiscono alla
trasformazione del materiale cellulare di origineetica in substrati assimilabili.
Alla fine della fermentazione alcolica, I'autolidei lieviti € quindi accelerata dai

batteri, la cui crescita € a sua volta stimolatglidautolisati. Questi fenomeni si
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amplificano e conducono, infine, ad una rapida dumione dell'attivita e della
vitalita dei lieviti. Tutto cio concorre al rallearhento o persino all’arresto della
fermentazione alcolica. | batteri probabilmentedumno anche inibitori del lievito.
Infatti, mosti d’'uva precoltivati con batteri, cduco bacilli, omofermentativi o
eterofermentativi, sono meno fermentescibili dateadel lievito del mosto
testimone. | vini ottenuti contengono diverse decidi g/L di zuccheri non
fermentati. Tuttavia deve essere sottolineato alawi Lb. plantarum, in grado di
inibire non soltanto i batteri ma anche i lieviteldgenere Saccharomyces,
Zygosaccharomyces e Schizosaccharomyces. La sostanza inibitrice € una proteina
extracellulare stabile, ma inattivata dal caloren ldsieme di fenomeni, quindi,
favorisce la crescita dei batteri fino a quandpdgpolazione non arriva a Y0FC/ml
(Lonvaud, 2002). Questa fase di latenza ha duratiéonvariabile: pud non essere
osservata affatto o durare alcuni mesi, secondondizioni di temperatura del vino.
Oltre alle interazioni fra i lieviti e i batteri, @ile considerare anche le interazioni fra
i vari ceppi di BL. Osservazioni compiute nell'irgttia casearia hanno messo in
evidenza I'attivita battericida o batteriostatidavdri composti prodotti dalle cellule
batteriche. Si tratta o di piccole molecole comeopsido d’'idrogeno e di acidi
organici o di vere e proprie batteriocine piu coesgk che, in molti casi sono state
anche isolate. Un ruolo, importante, in grado dntoalare la fermentazione
malolattica e svolto dalle batteriocine, che soogli polipeptidi, prodotti da alcuni
BL, inibenti altri batteri. La nisina € un esempiioquesti composti ed e stata usata

per inibire la fermentazione malolattica e elimam@aompletamente i BL nei vini e
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nei mosti. Fino ad oggi pochi studi sono statitédifti sulle batteriocine prodotte dai
BL di origine enologica.

Oltre alla produzione di acido lattico, alcuni cemp P. acidilactici producono
composti antibatterici tra cui batteriocine (Albamb al., 2007); Leuconostoc
mesenteroides sub.cremoris risulta avere un elevata produzione di batteri@cin
Muffe e batteri acetici possono produrre, analogamei lieviti, acidi grassi e
polisaccaridi con effetti simili nell’attivare odatcare la FML. Il loro effetto € pero

modesto nella maggior parte delle produzioni enoloey

7.5. Effetto del “lisozima” sullo sviluppo dei bateri lattici nel vino

Il lisozima e dotato di una attivita muramidasotee provoca la disgregazione della
struttura della parete cellulare dei batteri Grawsifvi, quali sono i batteri lattici.
Largamente impiegato nell’industria casearia gia1@85, all'inizio degli anni 90 e
divenuto oggetto di ricerche anche nel campo enabodd differenza dell’anidride
solforosa, il lisozima non € in grado di svolgerg’attivita anti-ossidasica e
antiossidante, percio il suo impiego in vinificazi@ alquanto ridotto. L'impiego di
lisozima deve essere oculato ed associato alfmtilidi ulteriori tecniche in grado di
contenere l'aspetto ossidativo e preservare laidin@z polifenolica del vino, che
rappresenta una parte preponderante del patrimung@nolettico ed antiossidante
del prodotto finito. Il pH riveste una certa imgporkza per il lisozima, in quanto una
bassa acidita ne aumenta I'efficacia. La componpaoliéenolica interferisce, invece,
negativamente sull’attivita del lisozima, per cei nini rossi la sua azione € meno

duratura rispetto a quella espressa nei vini biametseguito alla nota capacita delle
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molecole polifenoliche di coordinarsi alle pro&irtome il lisozima. In particolare
Bartowksy e collaboratori (2004), hanno addiziond®-300 mg/L di lisozima ad
un vino bianco “Riesling” registrando, dopo sei mdall'aggiunta, un’attivita
residua dell'enzima di circa 1'80%. Diversamenteegi rvini rossi “Cabernet
Sauvignon” e “Shiraz” l'attivita del lisozima € ukata nulla gia dopo due giorni
dalla sua aggiunta. Recentemente Tirelli e De N@®07) hanno sottolineato
I'instabilita del lisozima impiegato nei vini rosgiovani, nutrendo, di conseguenza,
dubbi sulla sua efficacia nel controllare la fermagione malolattica. Altri studi sono
stati effettuati per valutare gli effetti del lisom sulla composizione chimica e
sensoriale dei vini (Bartowslet al., 2004)

Nei vini rossi addizionati con lisozima, rispetto cuelli non trattati, e stata
evidenziata una riduzione dell'intensita del coledk una diminuzione quantitativa
della frazione polifenolica. Nei vini bianchi, isbzima non ha prodotto variazioni
della composizione chimica e sensoriale.

Inoltre, e stata testatay vitro, la sensibilita (o resistenza) di alcuni ceppi di &
lisozima, isolati da differenti specie di uve, daca o da vino, ricorrendo
all'impiego di mezzi colturali sintetici e mostiqe e senza bucce) addizionati di
diverse quantita dell’enzima (Delfiei al., 2004)

| risultati hanno dimostrato che, sul terreno ditwa sintetico, i lattobacilli e i
pediococchi hanno una resistenza al lisozima maggispetto adO. oeni. Nello
specifico numerosi ceppi dib. brevis, Lb. buchneri, Lb. casei, Lb. hilgardii, Lb.
plantarum e Lb. sakel ed un ceppo dP. parwulus hanno mostrato, dopo cinque

giorni di incubazione, una crescita medio-alta sezzmo sintetico addizionato di

55



CAPITOLO |

lisozima in quantita pari a 50, 100, 200 e 500 mggelativamente alla spect@.
oeni, solo il 33% dei ceppi ha mostrato crescita, dopgue giorni di incubazione,
in presenza di 100 mg/L di lisozima. Di questi 298 dei ceppi si € sviluppato dopo
16-20 giorni; per il restante 55% la crescita éastaulla. Lo sviluppo dD. oeni in
presenza di 200 e 500 mg/L e stata, rispettivamdatesissima e nulla. | test sopra
descritti sono stati eseguiti anche su mosti dir@t@nay (senza bucce) e di Barbera
(con bucce) (Delfiniet al., 2004). E’ stata cosi confermata la resistenza.ldi
hilgardii a dosi di lisozima pari a 500 mg/L in entrambiast; invece lo sviluppo di
O. oeni e stato inibito da 100 mg/L in mosto senza bucda 200 mg/L in mosto con

bucce.

7.6. Gestione della vinificazione in bianco in Sia per ostacolare I'attivita dei
batteri lattici

Preservare le caratteristiche di un vino biancqudilita ed eliminare eventuali difetti
organolettici dovuti all’azione dei batteri lattionplica accorgimenti tecnici in grado
di bloccarne l'attivita. Queste operazioni sonofahidamentale importanza per la
gestione della vinificazione e dell’affinamento degini prodotti nelle aree
mediterranee, come quella vitivinicola sicilianagueste zone, I'elevate temperature
estive, nonché le miti temperature invernali possdavorire I'attivazione e la
crescita dei BL nel mezzo. Cio puo causare I'awdiifermentazioni non controllate
che possono deperire il prodotto a causa dell’atondell’acidita volatile e della
diminuzione dell’acidita malica generando, quindni squilibrati e poco serbevoli

nel tempo. Inoltre I'elevato pH che spesso e aasoeille produzioni di vini siciliani,
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rende ancor piu complicata la gestione della FMiEatti, con pH elevati I'inibizione
della BL non puo essere affidata esclusivamente &l). Ben sapendo che la
frazione molecolare della $@ara minima, occorrera comunque aggiungerla kEa al
pigiatura sia dopo la FA, dato che quest'ultintuce sensibilmente il contenuto di
SO, presente nel vino. Tuttavia, altri additivi somogrado di controllare I'attivita
dei batteri lattici, quali i sorbati e il lisozimH.primo & impiegabile esclusivamente
in vini fermi, dato che la loro azione inibitriceeficace anche sui lieviti. Il secondo,
ha un’azione particolarmente interessante nei ootifdei batteri: essendo efficace
solo su batteri Gram positivi, quindi sui BL, eg300 essere usato per impedire
I'azione alterativa delle speciBediococcus e Lactobacillus. L'assoluta innocuita
verso i lieviti consente l'aggiunta in caso di atoedi fermentazione o nei vini
spumanti. Fondamentale, specialmente in annate,caldna corretta gestione delle
temperature. Gia alla pigiatura un raffreddamergoviho facilita le chiarificazioni
con possibilita di eliminare una maggiore quothatteri lattici. Terminata la FA una
rapida discesa della temperatura al di sotto deiSP@, se accoppiata a filtrazioni e
solfitazione, puo garantire la stabilita del vinoof allimbottigliamento. Per le
filtrazioni buoni risultati possono essere otteragttoponendo i vini a passaggi su
membrane con pori di 0.22-0.45 pum in grado di elamé tutte le cellule batteriche
presenti nel mezzo. In ogni caso sara indisperesabilitare contaminazioni
successive ai trattamenti di stabilizzazione mimiolgica dato che I'atmosfera di

cantina risulta ricca di batteri lattici.
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Abstract

The oenological interest in the autochthonous yapptications has increased
since they represents an important supplement toe wguality. Yeast
populations harboured in musts of “Grillo” graperigty were isolated and
analyzed. In order to obtain a first blastomycetiapping of Marsala wine
production area, nine vineyards were chosen orbdises of different climatic
and agronomic parameters. Analysis of blastomyceipulations was
performed by cell counts on specific culture meftia yeasts. Furthermore,
during  micro-fermentations  noBaccharomyces populations  were
distinguished from presumptiv@accharomycespp. based on the appearance
of colonies after growth onto Wallerstein Laborgt¢wL) nutrient agar. A
total of 98 isolates were collected from unfermdnteusts and during must
microfermentations after 3 and 13 days.

Species differentiation was carried out by ampificn of ITS-5.8S rRNA
region. The representative isolates of each groene wentified by sequencing
of D1/D2 region of 26S rRNA gene obtaining the daling species/genus:
Candida vinj Kluyveromyces thermotolerandletschnikowia pulcherrima
Pichia guilliermondij Saccharomyces cerevisja@orulaspora delbrueckii
Torulasporaspp. andZygosaccharomycespp..

Moreover, the study was specifically oriented t@ Baccharomycespp.
strains, which were isolated from musts fermented 21 days using a
“modified ethanol sulphite agar” (MESA), preparedm ESY medium. A total

of 24 cultures were collected then evaluated byosimopic observation and
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confirmed to beS. cerevisiaethrough amplification of ITS-5.8S rRNA region
and randomly amplified polymorphic DNA (RAPD-PCRhadysis. All the
isolates were typed at strain level by amplificatiand analysis of intei-
regions. TheS. cerevisiaestrains were characterized for technological grait
with interest in wine production such as hydrogelplside production, ethanol
tolerance and potassium metabisulphide resista®itains showing the best
performance were used to carry out “Grillo” mustrafermentations lasting
13 days to select yeast starter cultures. Tworstrahowed a technological
traits better than commercigb. cerevisiaestrain performance that was
employed as reference. The other nine strains wieagacterized by a good
technological performance comparable to commestialn profile.

Keywords: Wine yeastsSaccharomyces cerevisja@rillo grapevine; Marsala

wine.
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Riassunto

Negli ultimi anni I'interesse da parte del mondmlegico verso I'impiego dei
lieviti autoctoni & fortemente cresciuto. Numeroserche hanno dimostrato
che I'impiego di ceppi indigeni puo portare a demivcon caratteristiche
sensoriali uniche e di elevata qualita.

Lo scopo del presente lavoro e stato quello diizxee la complessita
blastomicetica relativa a diversi habitat dellatigar “Grillo” utilizzando
metodiche tradizionali e molecolari e selezionaeppt autoctoni diS.
cerevisiaeper un successivo impiego in fermentazioni suasaaiendale. In tal
senso, sono stati prelevati nove mosti di uva &rila vigneti con diverse
caratteristiche pedo-climatiche all'interno delardi produzione del Marsalsa
D.O.C..

La popolazione blastomicetica €& stata analizzateavarso la conta e
I'isolamento di lieviti da mosti tal quali e da ntios corrispondenza del 3° e
13° giorno di microfermentazione spontanea, impiegail terreno di crescita
Wallerstein Laboratory (WL) nutrient agar.

Sono stati isolati un totale di 98 lieviti, i quadiono stati raggruppati e
identificati a livello di specie mediante amplifmane del gene 5.8S-ITS
rRNA e successivo sequenziamento della regione DHE gene 26S rRNA.
Le specie e/o generi identificati sono sta@andida vinj Kluyveromyces
thermotolerans Metschnikowia pulcherrima Pichia  guilliermondij
Saccharomyces cerevisjadorulaspora delbrueckii Torulaspora spp. e

Zygosaccharomycespp..
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Inoltre, e stata rivolta particolare attenzione 'islamento e alla
caratterizzazione dei ceppi 8i cerevisiaeln tal senso dai mosti al 21° giorno
di microfermentazione spontanea sono stati isalatitotale di 24 lieviti,
utilizzando il terreno di crescita “modified ethasolphite agar” (MESA). Le
suddette colture, previa osservazione microscopétia morfologia cellulare,
sono state presuntivamente ascritte al gene8accharomyces e
successivamente identificate cofecerevisiaattraverso I'amplificazione del
gene 5.8S-ITS rRNA e successiva analisi “randonmplédied polymorphic
DNA” (RAPD-PCR).

Tutti gli isolati S. cerevisiaesono stati successivamente analizzati a livello di
ceppo mediante amplificazione ed analisi delle amiginters. Quindi, un
totale di 17 ceppi sono stati caratterizzati allovéecnologico mediante la
valutazione della produzione di idrogeno solforattella resistenza all’etanolo
e all'anidride solforosa. | ceppi che hanno mostratrticolari attitudini
tecnologiche sono stati inoculati in mosti di uvallG per la valutarne la
capacita di portare a termine una fermentazioneliei (durata 13 giorni),
allestita su scala di laboratorio. Due ceppi awatoictli S. cerevisiae hanno
mostrato caratteristiche tecnologiche superiori aellg di un ceppo
commerciale usato come riferimento. | restanti capigeni hanno fornito dei
risultati paragonabili a quelli ottenuti con il gapdi riferimento.

Parole chiave:Lieviti vinari; Saccharomyces cerevisjaeultivar Grillo; Vino

Marsala.
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1. Introduzione

1.1. Qualita del vino e lieviti autoctoni

La qualita, negli ultimi anni, ha assunto unimpoga sempre maggiore, al
punto che, in tutte le aree del mondo industriakmesviluppate, essa
rappresenta un obiettivo del sistema produttivandiggior peso rispetto alla
quantita: ultimamente, infatti, si mira ad un ampaorso a sistemi di garanzia
e certificazione della qualita. Nel caso dei préidalimentari, la qualita € un
requisito che puo essere riferito a diverse caistiehe, quali la genuinita, la
freschezza, la tipicita, il valore nutritivo, larbevolezza, la sicurezza d'uso ed
e determinata da diversi fattori che coinvolgononiaterie prime e la loro
origine, le tecnologie di trasformazione, nonchénledalita di conservazione,
condizionamento, distribuzione e consumo.

Con riferimento alla qualita dei prodotti dell'irattia enologica, € ben noto che
nella fermentazione dei mosti d'uva, la rapidita cuoi il processo fermentativo
viene avviato, la regolarita del suo andamento ®ud completamento sono
influenzati dal tipo di lievito presente (Castelll,954; Delfini, 1995;
Zambonelli, 1998). Inoltre, e altrettanto ben ncite le attivita metaboliche del
lievito, come la produzione di alcuni composti drissformazione di specifiche
componenti del mosto o del vino, possono contréouirmaniera significativa
alla definizione dell'aroma e delle caratteristices flavour del prodotto finito
(Pretorius, 2000).

La diffusione crescente dell'uso dei lieviti setewti, se da un lato presenta il

vantaggio di un maggior controllo del processo elinfentazione alcolica,
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dall'altro pone il problema del rischio di standardzione o di deriva della
tipicita dei prodotti, legato all'uso di un numdnmmitato di ceppi, alcuni dei

quali possono presentare problemi di adattamergalblerse materie prime. E
opinione abbastanza diffusa tra gli operatori ecnici del settore enologico
che la presenza e lattivita dei lieviti indigenbsgono influenzare le
caratteristiche di qualita e tipicita del vino poti, al punto che molti di essi
non intendono rinunciare alla fermentazione spadaad al concorso dei
lieviti indigeni nell’intento di conseguire il rist@ato di un prodotto con

caratteristiche uniche.

Altrettanto diffusa e I'opinione secondo la quadetipicita e talvolta anche la
qualita superiore di molti vini sia dovuta, oltreeca numerosi altri fattori,

anche alla presenza sul territorio (o addirittuelencantine) di ceppi di lieviti

particolarmente adatti per la fermentazione di reiteati vitigni.

Questi lieviti, detti “autoctoni”, sarebbero il fta di una selezione naturale
svolta da vari fattori legati allambiente, alladizione, alle pratiche di campo
e alle pratiche di cantina. Da questa ipotesi nésciehiesta di eseguire, caso
per caso, selezioni di lieviti autoctoni capaci efialtare e valorizzare le
caratteristiche proprio del vitigno.

Pertanto, il presente lavoro ha avuto I'obiettivoadalizzare la microflora

blastomicetica presente sulle uve e nei mosti prievel dalle diverse zone di

coltivazione del vitigno Grillo, con l'intento dialutare la diversita di specie
riscontrabili in uno delle cultivar piu importandiella produzione del vino

Marsala DOC. Inoltre, lo stesso lavoro é stat@lizzato alla selezione di
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colture starter autoctone appartenenti alla sp8eiecharomyces cerevisjae
mediante caratterizzazione molecolare e tecnoladgegi isolati, con I'intento

di un successivo impiego in fermentazioni di md§€dllo” su scala aziendale.

1.2. La cultivar Grillo

Il Grillo e un vitigno a bacca bianca presente inili@ e proveniente dalla
Puglia, da dove sarebbe stato importato come vitenghiazzo per favorire la
ricostruzione post fillosserica nella zona di MésdTrapani, Italia) e
successivamente diffuso nelle altre province d8iklia. L'uva Grillo € gia
largamente presente nel Trapanese verso la fink8@€l, conosciuta anche con
il sinonimo “Riddu”. Nel 1930 costituiva circa ilO86 delle viti dell'isola.
Questa quota si ridusse progressivamente a cir&®@ &ttari negli anni '50, e
la sua presenza e andata lentamente diminuendaafimeta degli anni '90,
0ggi, conta poco piu di 6.500 ettari e la maggipoma di produzione e |l
lungomare tra Marsala e Trapani. Presenta fogliadiamepentagonale,
pentalobata o quasi intera; grappolo medio, cilomo conico, a volte alato,
spargolo o mediamente compatto; acino medio o gratisforma sferoidale;
ha buccia leggermente pruinosa, consistente e agptasparente, di colore
giallo dorato con chiazze color ruggine; la polpashpore dolce e semplice. La
produzione e buona e costante; i sistemi d'alleméongiu idonei sono quelli a
scarsa espansione con potatura corta o mista. Bapgdabastanza bene le alte
temperature ed € mediamente resistente alle palnaialattie crittogamiche e

alle avversita climatiche. Il Grillo ha la pecultardi offrire il meglio di sé
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quando € allevato nel classico alberello, puo ragggre un alto tasso
zuccherino (22-30%), bassa acidita totale e maliaayigoria € ottima,
raggiunge piena maturazione tra la seconda mesatthmbre e la fine dello
stesso mese. Storicamente e usato come comporeifiarsala conferendo la
giusta alcolicita al vino liquoroso. Il grande irégsse e la ricerca in campo
enologico in questi ultimi anni di rinascita quativa della viticoltura siciliana,
hanno rivalutato e valorizzato il Grillo per la duezione di vini bianchi secchi.
Tale vitigno se utilizzato in purezza fornisce uitall'aroma caratteristico che
ricorda l'ortica, il pepe verde e il gelsomino.dssemblaggio con altri vitigni
autoctoni siciliani mostra la sua capacita di ¢aragzare vini di corpo con una
grande e particolare dote di profumi ed interessartmi citrini, oltre che

reggere bene |"affinamento in botte.

2. Materiali e metodi

2.1. Campionamento delle uve e isolamento dei ligvi

Gli acini d’'uva sono stati prelevati durante I'atmm&@008-2009 da vigneti
impiantati con la cultivar “Grillo” nell'areale vttolo Marsala DOC (TP)

(Figural). Sono state individuate un totale di navee vitate con differenti

caratteristiche pedoclimatiche (Tabellal) le cuordinate geografiche sono
qui di seguito riportate:

Triglia Scaletta, Petrosino (TP): 37°43'01.53"N 32°36.49E;

San Nicola, Mazara del vallo (TP): 37°37'06.93”R°B7'33.07"'E;

Musciuleo, Marsala (TP): 37°50°43.40”"N 12°33'26.&;
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Pispisia, Marsala (TP): 37°51'02.78"N 12°29°'11.28"E

Tre Fontane, Campobello di Mazara (TP): 37°34'1INc22°35'31.98"E;
Madonna Paradiso, Mazara del vallo (TP): 37°392IN312°35’31.98"E;
Mazara del Vallo Nord (TP) 37°42’03.61"N 12°35'35"E;

Mazara del Vallo Sud (TP): 37°35'21.62"N 12°39'0%'F;

Mothia, Marsala (TP): 37°51'42.80"N 12°28'45.50"E.

In ogni vigneto sono stati prelevati un totale digldi acini d’uva da grappoli
in diverse condizioni fitosanitarie e in diversesooni del vigneto, cercando
cosi di ottenere la massima rappresentativita aeitaoflora blastomicetica. |
campioni sono stati conservati in contenitori $tezi trasportati nei nostri
laboratori a 4 °C, cercando di minimizzare le corniteazioni microbiche.

| campioni sono stati omogeneizzati mediante sttmaottenendo cosi dei
mosti simil- pressati (mosti tal quale). Inoltréigaote di 200 ml di ciascun
mosto sono state versate in beute sterili da 250 eméddizionate di
metabisolfito di potassio (MBSK) (0,02 % p/v). Leute cosi ottenute sono
state chiuse con tappi forati, montati con pipeteasteur per la
decarbonicazione avviando cosi delle micro-fermaaita spontanee condotte
per 21 giornia 17 °C e U.R. 60%.

La conta e I'isolamento della microflora blastontice totale e stata effettuata
in corrispondenza dei mosti tal quale e dalle mfersnentazioni spontanee al
3° e 13° giorno. Una quantita pari a 1 ml di ciascampione e stata inoculata,

previa diluizione decimale seriale in soluzionéolfisgica (0,8% p/v, NacCl), su
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terreno di coltura Wallerstein Laboratory (WL) neint agar (Oxoid, Milano,
Italia) il quale é stato successivamente incubatodg-72 ore a 28°C.

La conta e lisolamento dei lieviti presuntivamerdscrivibili al genere
Saccharomyces stata effettuata in corrispondenza del 21° giakelle micro-
fermentazioni spontanee su terreno colturale Mediftthanol Sulphite Agar
(MESA) (Francesceet al, 2010), previa diluizione decimale seriale dei
campioni e incubazione per 72 ore a 28°C.

Per ogni campione analizzato, dalle piastre di Witriant agar sono state
selezionate e successivamente purificate circac@it8re di lieviti in base alla
diversa morfologia della colonia su piastra (Cawgssizal, 1992; Pallmanret
al., 2001) ed un rappresentante di ciascuna morfmlégstato sottoposto ad
identificazione molecolare.

Dalle piastre di MESA, per ogni campione analizzawmno state selezionate
circa 2-3 colture microbiche, purificate su WL mert agar e sottoposte ad
osservazione microscopica della morfologia cellautti gli isolati
morfologicamente ascrivibili al genef&accharomycesono stati identificati

geneticamente.

2.2. ldentificazione molecolare degli isolati

2.2.1. Estrazione del DNA

L'estrazione del DNA dagli isolati € stata condateguendo il protocollo

suggerito dai laboratori Bio-Rad (Bio-Rad LaborasrS.r.I, Milano, Italia) e
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richiedente I'utilizzo di una particolare matrickjamata InstaGeA® Bio-Rad

Matrix .

2.2.2.Amplificazione del gene 5.8S-ITS rRNA

L’amplificazione del gene 5.8S-ITS rRNA é stataltvatilizzando i primers:

forward ITS1 (5 TCCGTAGGTGAACCTGCGG 3)

reverse ITS4 (5 TCCTCCGCTTATTGATATGC 3)

La reazione e stata eseguita sulla base del pitiospecificato da Esteve-

Zarzosoeet al (1999), come qui di seguito riportato:

Componenti Sol. Stock Conc. in reazione Quantiteeazione
DNA templato 2,5ul

Buffer Tag-Polimerasi 10 X 1X 2,5ul

MgCl, 50 mM 3,5mM 1,25yl

Mix dNTP 25 mM 0,4mM 0,25l

Taq Polimerasi 5 U/ul 25U 0,075ul

Primer ITS1 0,1 mM 0,0006 mM 0,0625pl

Primer ITS4 0,1 mM 0,0006 mM 0,0625pl

H.O a 25ul

| cicli di amplificazione sono stati effettuati corfausilio di un
termociclizzatore (PTC-100 MJ-Research Inc., Watent MA; USA) dotato
di controllo rapido della temperatura. Il programdiamplificazione, prevede:
denaturazione iniziale a 95°C per 5 min; 35 cicliehaturazione a 94°C per 1
min, annealing a 55.5°C per 2 min, estensione aC7p&r 2 min e

un’estensione finale a 72°C per 10 min. La visuazone degli ampliconi
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stata possibile grazie ad una corsa elettroforeticgel di agarosio 1,5% (p/v)

per 90 minuti in tampone 1x TBE (89mM Tris-boré&mM EDTA pH 8).

2.2.3. Amplificazione del dominio variabile D1/D2 dl gene 26S rRNA
La regione amplificata e successivamente sottappstequenziamento diretto

e di circa 560 pb e il set di primer utilizzatoiéeguito riportato:

forward primer NL1 5-GCATATCAATAAGCGGAGGAAAAG-3’

reverse primer NL4 5'-GGTCCGTGTTTCAAGACGG-3'.

La miscela di reazione mostra la composizione tgtarin tabella (O’'Donnell,

1993):

Componenti Sol. Stock Conc. in reazione Quantit@azione
DNA templato 5ul

Buffer Tag-Polimerasi 10 X 1X 5ul

MgCl, 50 mM 25mM 2,5ul

Mix dNTP 25 mM (ciascuno)  25Q0uM (ciascuno) 0,5

Taq Polimerasi 5 U/l 2,5 U/50u 0,5ul

Primer NL1 0,1 mM 0,2uM 0,1ul

Primer NL4 0,1 mM 0,2uM 0,1 ul

H,O a 50pl

| cicli di amplificazione sono stati effettuati inggando il termociclizzatore
PTC-100 della MJ-Research Inc., Watertown, MA, U$Atato di controllo

rapido della temperatura.

Il programma di amplificazione ha previsto un ialeiciclo di denaturazione a
95°C per 5 minuti, seguito da complessivi 30 aitlamplificazione, ciascuno

comprendente i seguenti step: 95°C per 1 minutdC §ier 45 secondi, 72°C
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per 1 minuto. I cicli sono stati quindi conclusncon trattamento a 72°C per 7
minuti per favorire I'estensione finale. La visaalzione e stata ottenuta dopo
corsa elettroforetica su gel di agarosio 1,5% (p&r)45 minuti in tampone 1x

TBE (89mM Tris-borate, 2mM EDTA pH 8).

2.2.4. Analisi RAPD-PCR

L’amplificazione random del DNA ¢é stata realizzatatilizzando

alternativamente 4 differenti primers:

XD5 (5-CTGGCGGCTG-3);
XD4 (5-AGCAGCGTGG-3);

M13 ( GAGGGTGGCGGTTCT).

La miscela di reazione mostra la composizione tgtarnella tabella seguente

(Francescat al., 2010; Tofalcet al, 2009):

Componenti Sol. Stock Conc. in reazione Quantit@azione
DNA templato 5ul

Buffer Tag-Polimerasi 10 X 1X 2,5ul

MgCl, 50 Mm 3,5mM 1,754l

Mix dNTP 25 mM 0,4mM 0,4ul

Taq Polimerasi 5 Ulul 25U 0,5ul

Primer (XD5 0 XD4 0o 0,1 mM 0,0006 mM 0,15ul

M13)

H.O a 25ul

| cicli di amplificazione sono stati effettuati corfausilio di un
termociclizzatore (PTC-100 MJ-Research Inc., Watent MA; USA) dotato

di controllo rapido della temperatura. Il programdaiamplificazione, prevede
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un iniziale ciclo di denaturazione a 94 °C per humd, seguito da complessivi
40 cicli di amplificazione, ciascuno comprendenseguenti step: 94 °C per 1
minuto, 31 °C per 1 minuto,72 °C per 7 minuti.

| cicli vengono quindi conclusi con un trattameteomico a 72 °C per 7 minuti
per ottenere I'estensione finale. La visualizzazidei profili di amplificazione
RAPD e stata possibile grazie ad una corsa eletgti€a su gel di agarosio
1,5% (p/v) per 45 minuti in tampone 1x TBE (89mMssiborate, 2mM EDTA

pH 8).

2.2.5. Analisi delle sequenze interdelta

L’amplificazione delle sequenze interdelta € stdtanuta utilizzando la coppia
di primers:

forward delta 12 (5-TCAACAATGGAATCCCAAC-3Y);

reverse delta 21 (5'-CATCTTAACACCGTATATGA-3)).

La miscela di reazione é riportata nella seguetielta (Legras e Karst, 2003):

Componenti Sol. Stock Conc. in reazione Quantit@&azione
DNA templato 5ul

Buffer Tag-Polimerasi 10 X 1X 2,5ul

MgCl, 50 mM 3,5mM 0,5ul

Mix dNTP 25 mM 0,4 mM 0,25ul

Taq Polimerasi 5 U/ul 25U 0,2l

Primer deltal2 0,1 mM 0,0005 mM 0,125ul

Primer delta21 0,1 mM 0,0005 mM 0,125ul

H.O a 25ul
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Le reazioni di amplificazione sono state effettuad@ uno Stratagene cycler
termale usando il programma seguente: 4 min a $&YDito da 35 cicli di 30
secondi a 95°C, 30 secondi a 46°C e 90 secondiCag&2ina fase finale di 10
minuti a 72°C . La comparazione dei patterns otiedall'amplificazione delle
sequenze interdelta é stata possibile grazie adansa elettroforetica su gel di
agarosio 2,0% (p/v) per 90 minuti in tampone 1xET@9MM Tris-borate,

2mM EDTA pH 8).

2.2.6. Sequenziamento dei domini variabili D1/D2 dgene 26S rRNA

Una quantita pari a 2 pl di DNA amplificato € stajoantificato mediante
lettura spettrofotometrica a 230 nm utlizzando ugpettrofotometro

NanoDrop ND 1000.

II sequenziamento del frammento d'interesse e sta@izzato presso i
laboratori della Primm (DNA sequencing, Milano) @& sono stati inviati, per
ciascun campione, 20 pul DNA amplificato, 10 pl nper NL1 (1uM), 10 pl

primer NL4 (1uM) e foto della corsa elettroforetidel gel di agarosio 1,5%
(p/v), su cui sono stati caricati 1 ul DNA ampliio e 1 pl 1-Kb Plus DNA
Ladder. La sequenza nucleotidica cosi ottenuta aga sstata comparata
mediante programma BlastN (Altschat al, 1997) con quelle presenti in

banca dati NCBI sul sito http://www.ncbi.nlm.nihwgo
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2.3. Selezione tecnologica dei ceppi @accharomyces cerevisiae
2.3.1. Test per la produzione di idrogeno solforatqH,S)

La capacita da parte dei cedpi cerevisiaali produrre idrogeno solforato é
stata valutata mediante crescita degli isolati teuteno nutritivo Bismuth
Sulfite Glucose Glycerin Yeast extract (BiGGY) a¢@xoid) (Mortimeret al,
1994). Il substrato e stato sciolto a bagnomariame riportato sulla
confezione, e versato in piastre sterili. Sullaestipie del terreno sono stati
strisciati i vari isolati ed incubati a 28°C pe#-28 h. La produzione di4$ sul
Biggy agar viene evidenziata dal grado di imbrunmitoedella patina di lievito.
Le cellule si scuriscono con intensita crescentéunzione della quantita di
idrogeno solforato prodotta: 1 = bianco crema, 2narrone chiaro, 3 =
marrone, 4 = marrone scuro, 5 = nero.

In base al grado di imbrunimento della patina tasgtaidenziata la diversita fra
gl isolati, prendendo come riferimento cromatie dolonie di un ceppo
Candida albicans noto produttore di idrogeno solforato, coltivaielle
medesime condizioni. Gli isolati che sono risulidsere bassi produttori di
idrogeno solforato sono stati caratterizzati peeridri parametri di interesse
enologico, quali resistenza all’etanolo, all’anidri solforosa e crescita in

presenza combinata di etanolo e di anidride sadforo
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2.3.2. Test di resistenza all'etanolo e all'anidrid solforosa

La resistenza dei cepfi. cerevisiaall’'etanolo e stato valutata impiegando |l
terreno di crescita Yeast Exstract Medium (YEM) raee la seguente
composizione: estratto di lievito 5 @, Ipeptone batteriologico 5 g,lglucosio
20 g I', agar 5 gt, pH 5.5.

Ad esso e stata aggiunta acqua deionizzata in iteuaatiabile in funzione del
volume di etanolo (95% v/v) addizionato al terrehase (YEM), dopo
sterilizzazione in autoclave a 121°C per 15 min@&ono state impiegate
diverse concentrazioni di etanolo: 12, 14, 16 e 1@84.

La resistenza all’anidride solforosa S@ki ceppiS. cerevisia@ stata saggiata
su terreno YEM sterile addizionato di metabisolfito potassio (MBSK) in
diverse quantita ottenendo le seguenti concenmafiwali: 0,10 mg/ml, 0,15
mg/ml e 0,20 mg/ml.

La resistenza dei cepfi. cerevisiaén presenza combinata di etanolo e dp,SO
é stata valutata usando il terreno YEM addiziommat®BSK e di alcol etilico
(99% v/v), modificando il volume di acqua distilatin funzione delle
concentrazioni dei selettivi impiegati. Le conceaatoni testate di metabisolfito
di potassio e di etanolo sono state: etanolo 12% ¢on MBSK (0,24 mg/ml);
etanolo 14% (v/v) con MBSK (0,24 mg/ml); etanolo?dgv/v) con MBSK
(0,24 mg/ml); etanolo 18% (v/v) con MBSK (0,24 m¢)m

Tutti i test sono stati condotti in doppio e i ceppno stati inoculati in piastra

tramite spot, corrispondenti a i0di brodo coltura (19 cellule/ml).
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Dopo incubazione a 28°C per 48-72 h, e stata valla@aresistenza degli isolati
alle diverse concentrazioni degli inibenti testaib. sviluppo delle colture e
stato confrontato con la crescita di un ceppo ®ocerevisiagChallenge,

Enartis), coltivato nelle medesime condizioni, @ cpuello degli stessi isolati,

inoculati su YEM non addizionato degli inibenti.

2.3.3. Valutazione della capacita fermentativa

Gli isolati che hanno mostrato una resistenza maffeoall’etanolo e all'S©
sono stati ulteriormente caratterizzati impiegandah prove di
microfermentazioni di mosti d’'uva Grillo.

Sono state allestite delle beute, opportunamergeliztate in autoclave a
121°C per 15 minuti, impiegando 100 ml di mostotgazszato d’'uva Grillo,
addizionati di metabisolfito di potassio a due dbee concentrazioni, 0,10
mg/ml e 0,20 mg/ml, e di un attivante di fermentaz 0,20 mg/ml| (Booster
activ premium, Vason, Milano, Italia).

Le beute cosi preparate sono state inoculate cbnotko colture degli isolati
selezionati, in quantita tale da ottenere una aumaeione di 10cellule/ml di
mosto e chiuse con tappo forato montato con pip@steur per la
decarbonicazione dei mosti in fermentazione.

Il test e stato condotto a due differenti tempewatd3°C e 17°C con U.R.

60%.
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Durante la fermentazione si forma anidride cart@nche, svolgendosi,
provoca un calo di peso (CP) di tutto il sistemdandamento della
fermentazione e stato seguito con pesate quotidiaael tredicesimo giorno
dall’inoculo.

Parallelamente alle microfermentazioni delle c@ttestate, nelle medesime
condizioni, & stata monitorata la microfermentagiaondotta da un ceppo di
S. cerevisiag(Challenge, Enartis) presente in commercio e camante
impiegato nell’areale vitivinicolo Marsala DOC parfermentazione di mosti

d’'uva Grillo.

3. Risultati

3.1. Conta e isolamento dei lieviti

La carica blastomicetica dei mosti tal quale éltésa compresa fa 1.2 x 16
3.8 x 16 UFC/g, relativamente piu alta & risultata quelléemita dalle
microfermentazioni spontanee al 3° giorno (1.1 X 2®04 x 16 UFC/ml) e
13° giorno (8.2 x 10 — 2.4 x 16 UFC/ml). La carica dei presunti
Saccharomycespp., valutata dopo 21 giorni di microfermentagian stata
compresa fra 2.6 x £@ 1.9 x 16 UFC/m.

Da tutti i campioni analizzati sono stati isola® Beviti di cui 68 dai mosti tal
quale e dalle prime fasi delle microfermentazigmorganee (3° e 13° giorno)
per un’analisi dell’ecologia blastomicetica delldtivar Grillo. Le restanti 24
colture sono state isolate in corrispondenza del® Zfiorno di

microfermentazione, identificate presuntivamente llasu base delle
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caratteristiche morfologiche della colonia e celtal comeSaccharomyces

spp., per la selezione di ceppi indigenBdicerevisiae.

3.2. Identificazione molecolare dei lieviti presuritnon-Saccharomyces

Un totale di 68 isolati sono stati sottoposti adreesone del DNA e ad
amplificazione del gene 5.8S-ITS rRNA.

Tutti gli isolati sulla base del peso molecolaré rééativo amplicone ITS sono
stati raggruppanti in 8 differenti clusters (Figu2a Un rappresentate di
ciascun profilo ITS e stato identificato a livelldi specie mediante
sequenziamento del dominio variabile D1/D2 del g@&S rDNA, i cui
risultati sono riportati in tabella 2. La composizé della comunita
blastomicetica in funzione delle specie di lievéoriportata in figura 3. La
distribuzione delle differenti specie di lievitceidtificate in funzione della zona
di campionamento € esplicitata in tabella 3 e gaaéi in figura 4. La
distribuzione delle diverse specie di lievito rég® in funzione della sorgente
d’isolamento e riportata in tabella 4.

Nel presente lavoroTorulaspora delbrueckiie risultata essere la specie
maggiormente riscontrata rispetto al totale dsgliati (Figura 3) e rilevata in
tutte le zone campionate oltre che essere partioelse presente in entrambi i
siti di Mazara del Vallo (Figura 4) e in corrispemza nelle
microfermentazioni (3° e 13° giorno) (Tabella 4 EpecieMetschnikowia

pulkerrimae i generiZigosaccharomycespp.e Torulasporaspp. sono stati
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riscontrati con diverse percentuale d’isolamentaleyati in gran parte delle
zone di campionamento.

Metschnikowia pulkerrima stata isolata maggiormente in mosti tal quale e
raramente nelle prime fasi di microfermentazione.

Diversamente dalle altre speci&gosaccharomycespp. € stato ritrovato in
piu alta percentuale in corrispondenza del 13fngiai micro-fermentazioni.

Tra le specie riscontrate con la piu bassa perantiisolamento rispetto al
totale delle colture identificamergondCandida vinie Pichia guilliermondii
Sono state rilevate nei mosti tal quale e nelle faxiali delle micro-
fermentazioni.

Soltanto due colture sono risultate ascrivibiliaaipecieS. cerevisiaeche
nellambito della microflora blastomicetica totake risultata di difficile
rilevazione cosi come molto bassa € stata la peralend’isolamento della
specieK. thermotoleransriscontrata esclusivamente nel mosto ottenuto dal

vigneto di Mazara del Vallo Nord.

3.3. Identificazione molecolare e strain typing dSaccharomyces cerevisiae

Un totale di 24 isolati sono stati sottoposti adrazsone del DNA e
all'amplificazione del frammento 5.8S-ITS del rRNA.

Tutte le colture analizzate hanno fornito un angaifo pari a 880 pb e pertanto
ascrivibili al generé&accharomycespp. (Tabella 5 e Figura 5a).
Relativamente a tale genere, I'analisi diretta%85-ITS rRNA non consente

di valutare le relazioni interspecifiche, in quanibte le specie ascrivibili al

85



CAPITOLO Il

gruppo deiSaccharomyces sensu strictstituiscono un prodotto ITS di pari
dimensioni (880 pb). Pertanto tutti gli isolati,ceassivamente, sono stati
sottoposti ad amplificazione RAPD-PCR impiegandieraativamente, tre
differenti primers (XD4, XD5 e M13). Tutti gli isati hanno mostrato un
profilo RAPD uguale a quello del ceppo tifocerevisiael94Z (Figura 5b) e
pertanto riuniti in un unico cluster. Due isolatelezionati come rappresentanti
del suddetto cluster, sono stati sottoposti al eegiamento dei domini
variabili D1/D2 del gene 26S rRNA confermando |etiga appartenenza alla
specieS. cervisiaecon un’omologia pari al 99%, dopo confronto deéative
sequenze nucleotidiche in BlastN database.

D’altro canto, nessuno dei tre primers impiegatiato in grado di discriminare
tali isolati a livello di ceppo. Pertanto le 24 ttoé sono state, successivamente,
sottoposte ad analisi delle sequenze interdelemetido un’elevata variabilita
dei polimorfismi genetici. Tale tecnica ha permegsdiscriminare i 24 isolati
S. cerevisiaén 17 ceppi (Figura 5c¢). In

corrispondenza di tutte le microfermentazioni, mite con mosti provenienti
dai nove vigneti campionati, sono stati isolatiegi S. cerevisia¢ranne che
per le localita San Nicola e Trefontane (Figural®)orrispondenza delle zone
vitate Mothia, Mazara del Vallo Nord e Pispisia aastati isolati differenti
biotipi dalla medesima microfermentazione e quiagpartenenti alla stessa
zona di campionamento. L’isolamento dalla microfentazione mMGR2,
effettuata con mosto della localita Pispisia, hit@to la piu alta biodiversita

in termini di ceppi diS. cerevisiae
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3.4. Caratterizzazione tecnologica dei ceppi @. cerevisiae

E stata osservata una produzione medio bassaSdda parte di 15 ceppi 8i.
cerevisiaesu un totale di 17. Tali ceppi sono stati ulteriente testati per la
loro resistenza all’'etanolo e MBSK. Un totale di Aibtipi hanno mostrano
resistenza medio-alta ad entrambi gli inibenti,henim presenza combinata di
etanolo e MBSK. Tali ceppi sono stati successivaemésstati come starter in
mosti di uva Grillo per valutarne la relativa cajpeadermentativa.
Microfermentazioni a 17 °C e 0,10 mg/ml di MB&Kandamento fermentativo
degli isolati non e stato omogeneo (Figura FFja le colture autoctone, CS182
ha mostrato il piu alto CP sia al 3° che al 13°rgio rispettivamente pari a
9,76 g e 13,60 g, superiori 0 in linea con il ceppmmerciale di riferiment8.
cerevisiae. Gli isolati CS133, CS147, CS128, CS160 hanno awuto
andamento fermentativo paragonabile al controllo.

Microfermentazioni a 17 °C e 0,20 mg/ml di MBS isolati hanno mostrato
un andamento fermentativo pressoché omogeneo iminierdi CP
raggiungendo valori (da 12,76 g a 13,94 g) simileggermente inferiori a
quelli del controllo (14.23 g) (Figura 8). | ceppb5147, CS155, CS180 sono
gli unici S. cerevisiaghe hanno presentato un CP nettamente inferigpettd
agli altri isolati e al ceppo di riferimento.

Microfermentazioni a 13 °C e 0,10 mg/ml di MBSl figura 9 mostra una
differente distribuzione dei valori in termini diPC1 biotipi CS165 e CS160

hanno mostrato il piu alto CP al 3° giorno (6,2 &,29 g) e al 13° giorno
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(15,03 g e 14,79 g), nettamente superiore al chmtréS147 e CS162 hanno
presentato il peggior andamento fermentativo
pari a 3.20 e 11.02 g, rispettivamente. Il cepgd &) pur mostrando un CP al
3° giorno di microfermentazione al di sotto dell@dia, nella seconda parte
della fermentazione é risultato superiore al cdiatron termini di CP.
Microfermentazioni a 13 °C e 0,20 mg/ml di MB3}a figura 10 mostra un
andamento fermentativo abbastanza diversificatprastutto fra il 4° e 8°
giorno in cui i campioni CS147, CS155 e CS180 bapresentano il minor
calo peso. Infine CS165 ha raggiunto valori di &periori al controllo e ai
restanti ceppi.

Sulla base dei dati ottenuti, CS182 e CS165 possssere ritenuti i ceppi &.
cerevisiae caratterizzati dalle migliori “performance” tecngiche,

rispettivamente a 17°C e 13°C.

4. Discussione

Tra i produttori di vino, sta divenendo semprefoide I'interesse per I'ecologia
e l'evoluzione dei lieviti durante I'intero procesproduttivo, con l'intento di
correlare l'avvicendarsi delle popolazioni micrdtdc ai tipi e alle
concentrazioni delle sostanze responsabili deftiarodel vino. Inoltre la
conoscenza e il controllo della composizione e'@alluzione della flora

microbica, nel corso della fermentazione alcolisa,rende necessaria nel
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momento in cui ci Ssi pone come obiettivo la costagmalitativa e la stabilita
microbiologica del prodotto finito.

Il primo obiettivo del presente studio € stato tueli valutare I'ecologia
microbica dell’ambiente vitivinicolo della cultivéiGrillo” e di un areale di
produzione, quello del “Marsala D.O.C.”, entramhkairsoggetti a questo tipo
di analisi.

La presenza delle molte specie riscontrate e indiicena buona diversita nella
popolazione degli isolati sia da mosti tal quale udia “Grillo” che da
microfermentazioni, cosi come dimostrato da Tosgjaal. (2001). Dalla
letteratura si evince che la maggior parte dellecgpidentificate sono state
ritrovate anche in altre regioni geografiche, seleba differenti frequenze
(Fleetet al, 1984; Schitz e Gafner, 1993; Versavahdl, 1995; Pramateftaki
et al, 2000).

T. delbrueckiié stata senza dubbio la specie piu diffusa in tutigneti e
specificatamente nelle localita di Mazara del ValloP), come se in
quell’anno, tale specie facesse parte di un poabilst di microrganismi
caratterizzanti quella specifica zona di produziolf@uesto risultato ha
confermato I'idea che la posizione geografica edmbiamenti microclimatici
possono influenzare la diversita a livello di speesistente in vigna e quindi
nel mosto (Raspaat al.,2006).

Numerosi studi hanno sottolineato I'impatto pogtidi alcuni ceppi diT.
delbrueckiisul profilo organolettico dei vini (Ciani e Macedlr, 1998; Ciani e

Picciotti, 1995; Herraizt al, 1990; Morencet al, 1991) . Tale specie, infatti,
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se impiegata in processi fermentativi, restituisceprodotto finale con una
bassa quantita di composti indesiderati quali #beide, acetoino, acido
acetico ed acetato di etile (Peynaud, 1956; Calatead, 1988; Herraizt al,
1990; Ciani e Picciotti, 1995; Ciani e MaccarelD98; Plataet al, 2003;
Viana et al, 2008). Hernandez-Orte e collaboratori, in unotavdel 2008,
hanno sottolineato la capacita di tale specie diifieare, significativamente,
per via enzimatica, la concentrazione degli aronairietali nei mosti
(norisoprenoidi, terpenoli, benzonoidi, fenoli vilae lattoni) attraverso
I'idrolisi dei rispettivi precursori aromatici. N&l009, Renault e collaboratori,
hanno ulteriormente valutato le attitudini enoldgicdi tale specie. Infatti,
numerosi ceppi hanno mostratma tolleranza ad elevate concentrazioni di
glucosio e fruttosio (fino a 350g/1), una produzaglevata di glicerolo (fino a
16 g/l), una resistenza all’etanolo fino al 10%vjvw una produzione di un
fattore Killer inibente numerose specie MdaecharomycesSulla base di tali
dati, gli stessi autori hanno proposto un nuovetetacommerciale formato
dalle specid’. delbrueckii e S. cerevisae .

La speciesM. pulkerrimaé stata maggiormante isolata in mosti tal quale e
raramente nelle prime fasi di microfermentazionenalUsua caratteristica
fisiologica e quella di crescere in presenza drake concentrazioni zuccherine
(50-60% glucosio p/v) e di avere un basso potereligeno (Vincenzingit al,
2005). La presenza di alcol nel mosto determinalemato stress fisiologico
che induce tale specie ad una sintesi piu 0 meaxvat di esteri, formati da

alcoli superiori ed acidi grassi a 10-12 atomialibonio, la cui concentrazione
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arricchisce il vino di aromi fruttati (ananas, mekxde, banana) (Fernandeiz
al., 2000; Gonzalez-Pombet al, 2008). Recenti studi hanno dimostrato e
quantificato la sintesi di questi aromi, tanto ghm®pongono di affiancare
questa specie &. cerevisiaemediante la formulazione di un unico starter
commerciale (Parapaladt al, 2010) .

Diversamente dalle altre specieZigosaccharomycesspp., € stato
maggiormente ritrovato in corrispondenza  del 13dbrrp di micro
fermentazioni confermandone la buona tolleranzdaletlol etilico e
all'anidride solforosa (Vincenzinet al., 2005). Diverse specie ascrivibili a
questo genere, tra cud. bailii e Z. rouxii, se presenti nel mosto possono
arricchirne il bouquet aromatico nei primi giornifdrmentazione, mentre con
'aumentare della concentrazione di etanolo, ilatieb stress fisiologico
determina un aumento di acido acetico nonché Ipiissidori sgradevoli
(Martorell et al, 2007).

Tra le specie riscontrate con la piu bassa perantiisolamento rispetto al
totale delle colture identificate emergo@ovini e P. guilliermondii Esse sono
state rilevate nei mosti tal quale e nelle fasziali delle micro-fermentazioni;
hanno caratteristiche fisiologiche molto simili fiaro, entrambe presentano
una ridotta o assente capacita di fermentare gicleeri (Vincenziniet al,
2005) oltre che una scarsa tolleranza all’'etanaloaé’anidrite solforosa
(Heard e Fleet, 1988; Gao e Fleet, 1988; Erten2R00n’altra caratteristica
comune ad entrambe le specie € la produzione diifealatili, tra cui i piu

importanti risultano il 4-etil-fenolo e il 4-etilugicolo, responsabili di

91



CAPITOLO Il

importanti difetti olfattivi nei vini (Jollyet al, 2006; Fugelsang e Edwards,
2007). Inoltre tali specie, sviluppandosi in presedi ossigeno sulla superficie
dei vini in affinamento, sono responsabili di urgle piu frequenti alterazioni,
la “fioretta”. La relativa ossidazione dell’etanpldella glicerina e degli acidi
non volatili produce elevate concentrazioni di altktide, di acetato di etile ed
esteri inficiando la qualita organolettica dei vini

La specieK. thermotoleranse stata riscontrata esclusivamente nel mosto
ottenuto dal vigneto di Mazara Nord. Tale specieagatterizza da una
moderata tolleranza all’alcol etilico (7,50 % v/v etanolo), da una scarsa
produzione di acido acetico (inferiore a 0.25 gd@ una bassa o assente
produzione di off-flavour e dalla capacita di certire I'acido malico in acido
L-lattico. Soprattutto sulla base di questo ulticarattere di qualita, diversi
studi hanno approfondito il ruolo di tale specie @mbito enologico.
Kapsopoulouet al, nel 2005, hanno proposto uno starter commerciale
composto dalle speclke. thermotolerans e S. cerevisae.

Dunque, le differenze quali-quantitative riscorgratnella comunita
blastomicetica tra i diversi vigneti risultano esidi. Cio consolida I'idea che |l
“terroir” influisca sul profilo sensoriale di un vino anchdivello microbico
(Renoufet al, 2006).

La possibilita di legare maggiormente l'identitaush vino alla propria zona di
origine ha spinto numerosi produttori ad abband®rlampiego di starter
commerciali, isolati altrove, affidandosi a delé&grhentazioni spontanee con |l

rischio di una notevole incostanza qualitativa pledotto finito. Pertanto, &
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possibile ritenere che una fermentazione condodtaurmh coltura starter di
lievito indigeno, impiegata nel medesimo arealsaamento, possa condurre
a dei risultati enologici migliori rispetto ad uri@mentazione spontanea o
all'impiego di uno starter commerciale di altragimie geografica.

In tal senso, la seconda parte del lavoro e sgaaifscatamente indirizzata
verso la caratterizzazione molecolare e tecnologicaeppi indigeni diS.
cerevisiae,ottenendo cosi una ceppoteca costitutita da 1&rsliwiotipi, con
differenti capacita fermentative.

La presente ricerca, allo stato attuale dei riulp@o rappresentare uno studio
iniziale per lidentificazione della mappa dell’émgia blastomicetica della
cultivar Grillo. Per quest'ultimo scopo, sarebbenecessarie analisi e
monitoraggi di numerose altre zone vitate oltre dbleprocesso produttivo del
vino Marsala DOC, in tutte le fasi di vinificaziomeper piu anni consecutivi.
Quanto all'ottenimento di uno starter autoctonmosstati selezionati numerosi
ceppi dalle interessanti caratteristiche tecnologjiche, ad oggi, se pur testati
soloin vitro, garantiscono un loro futuro impiego in vinificaai sperimentali,

nonché un possibile utilizzo su scala aziendale.
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5. Tabelle e figure

Tabella 1.Caratteristiche pedoclimatiche delle zone di cam@mento

Triglia Scaletta San Nicola Tre Fontane MadonrRispisia

Musciuleo Mothia  Mazara del Vallo Mazara del Vallo

Paradiso Nord Sud
Altitudine 10 100 5 180 15 200 50 50 20
Esposizione nord-sud nord-est  sud-ovest  nord-estt-ovest est-ovest  est-ovest nord-est nord-est
Suolo terre rosse limoso sabbioso argilloso  sabbioargilloso  sabbioso argilloso argilloso
Eta del vigneto (anni) 10 20 30 90 25 3 15 10 15
Biotipo Grillo A B B B B B B A A
Sistema di allevamento  éts cts cts alberello  cts cts cts cts cts
Vigoria vegetativa elevata media bassa elevata atdev bassa media  elevata elevata
Potatura guyot guyot guyot guyot guyot  guyot guyot guyot guyot
Potatura verde Si no no no no no no S| Si
Produzione Kg uva/pianta 10 15 12 5 6 4 3 12 10
Stato fitosanitario buono cattivo buono ottimo  boion buono buono  buono buono
Irrigazione si Si no no no no no no Si
Vicinanze zone boschive  no Si no no Si no Si no no

@ Controspalliera
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Tabella 2. Identificazione molecolare degli isolati della noftora blastomicetica

Codice isolato PR Genere/specie di lievito Identita (%) in
BlastN
cs3 400 Metschnikowia pulcherrima 99
csl5 500 Candida vini 99
cs27 880 Saccharomyces cerevisiae 100
cs52 780 Zygosaccharomycespp. 95
cs72 850 Torulasporaspp 96
€s96 800 Torulaspora delbrueckii 100
cs74 700 Kluyveromyces thermotolerans 100
cs40 600 Pichia guilliermondii 100

& PA, prodotto di amplificazione del gene 5.8S-IRNA

Tabella 3. Specie di lieviti identificate nelle diverse zatiecampionamento

Zona di Numero totale  Genere/specie di lievito (numero di isolati)
campionamento  di isolati

M. pulcherrima(4), S. cerevisag€l), Zygosaccharomycespp. (2),

Pispisia 16 Torulosporaspp. (6),T. delbrueckii(2), P. gulliermondii (1)
Trefontane 6 M. pulcherrima(1), C. vini (3), T. delbruecki(2)

Mothia 7 Zygosaccharomycespp (5), Torulosporaspp. (1),T. delbruecki{1)
Mad. Paradiso 7 M. pulcherrima(5), Torulosporaspp. (1),T. delbruecki(1)

M. pulcherrima(1), Zygosaccharomycespp (1), Torulosporaspp. (2)
T. delbrueckii(6), K. Thermotolerang1)

M. pulcherrima(1), C. vini (1), Zygosaccharomycespp. (2)

Mazara Nord 11

Mazara Sud ! T. delbrueckii(3)

Musciuleo 6 S. cerewsae{l__), Zygosacgharomygwp. (1),Torulosporaspp. (1),
T. delbrueckii(2), P. gulliermondii (1)

Triglia Scaletta 5 Zygosaccharomycespp. (1),Torulosporaspp. (1),T. delbruecki(3)

San Nicola 3 T. delbruecki(3)
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Tabella 4.Specie/genere di lieviti in funzione della sorgediteolamento

Codice Specie/genere PA* Sorgente ¢

isolato isolamento

csl2 Candida vini 500 mosto t.q.

csl15 Candida vini 500 mosto t.q.

csl7 Candida vini 500 mosto t.q.

cs53 Candida vini 500 microferm. (3°g)

cs74 Kluyveromyces thermotolerans 700 mosto t.q.

cs3 Metschnikowia pulcherrima 400 mosto t.q.

cs10 Metschnikowia pulcherrima 400 mosto t.q.

cs24 Metschnikowia pulcherrima 400 mosto t.q.

cs83 Metschnikowia pulcherrima 400 mosto t.q.

cs84 Metschnikowia pulcherrima 400 mosto t.q.

cs85 Metschnikowia pulcherrima 400 mosto t.q.

cs86 Metschnikowia pulcherrima 400 mosto t.q.

cs87 Metschnikowia pulcherrima 400 mosto t.q.

cs35 Metschnikowia pulcherrima 400 mosto t.q.

cs51 Metschnikowia pulcherrima 400 microferm. (3°g)

cs62 Metschnikowia pulcherrima 400 microferm. (3°g)

cs61 Metschnikowia pulcherrima 400 microferm. (3°g)

cs40 Pichia guilliermondii 600 mosto t.q.

cs46 Pichia guilliermondii 600 microferm. (3°g)

cs27 Saccharomyces cerevisae 880 mosto t.q.

cs71 Saccharomyces cerevisae 880 mosto t.q.

cs81 Torulaspora delbrueckii 800 mosto t.q.

cs75 Torulaspora delbrueckii 800 mosto t.q.

cs76 Torulaspora delbrueckii 800 mosto t.q.

cs78 Torulaspora delbrueckii 800 mosto t.q.

cs33 Torulaspora delbrueckii 800 mosto t.q.

cs49 Torulaspora delbrueckii 800 microferm. (3°g)

cs50 Torulaspora delbrueckii 800 microferm. (3°g)

cs44 Torulaspora delbrueckii 800 microferm. (3°g)

csa7 Torulaspora delbrueckii 800 microferm. (3°g)

cs63 Torulaspora delbrueckii 800 microferm. (3°g)

cs64 Torulaspora delbrueckii 800 microferm. (3°g)

csb4 Torulaspora delbrueckii 800 microferm. (3°g)

cs55 Torulaspora delbrueckii 800 microferm. (3°g)

csb56 Torulaspora delbrueckii 800 microferm. (3°g)

cs60 Torulaspora delbrueckii 800 microferm. (3°g)

cs96 Torulaspora delbrueckii 800 microferm. (13°9g)

cs97 Torulaspora delbrueckii 800 microferm. (13°Qg)

cs1l23 Torulaspora delbrueckii 800 microferm. (13°9)

cs118 Torulaspora delbrueckii 800 microferm. (13°9g)

cs99 Torulaspora delbrueckii 800 microferm. (13°Qg)

cs103 Torulaspora delbrueckii 800 microferm. (13°9)

cs104 Torulaspora delbrueckii 800 microferm. (13°Qg)

cs1l26 Torulaspora delbrueckii 800 microferm. (13°Qg)

cs31 Torulasporaspp. 850 mosto t.q.

cs36 Torulasporaspp. 850 mosto t.q.

cs73 Torulasporaspp. 850 mosto t.q.

cs72 Torulasporaspp. 850 mosto t.q.

cs34 Torulasporaspp. 850 mosto t.q.

cs68 Torulasporaspp. 850 mosto t.q.

cs70 Torulasporaspp. 850 mosto t.q.

csl1l15 Torulasporaspp. 850 microferm. (13°Q)

csl1l17 Torulasporaspp. 850 microferm. (13°Qg)

csl1i4 Torulasporaspp. 850 microferm. (13°Qg)

cs100 Torulasporaspp. 850 microferm. (13°Q)

cs107 Torulasporaspp. 850 microferm. (13°Qg)

csl22 Zygosaccharomycespp. 780 microferm. (13°Qg)

cs82 Zygosaccharomycespp. 780 mosto t.q.

cs28 Zygosaccharomycespp. 780 mosto t.q.

cs30 Zygosaccharomycespp. 780 mosto t.q.

cs65 Zygosaccharomycespp. 780 mosto t.q.

cs67 Zygosaccharomycespp. 780 mosto t.q.

cs69 Zygosaccharomycespp. 780 mosto t.q.

csb2 Zygosaccharomycespp. 780 microferm. (3°9g)

csl1l16 Zygosaccharomycespp. 780 microferm. (13°Q)

cs93 Zygosaccharomycespp. 780 microferm. (13°Q)

cs113 Zygosaccharomycespp. 780 microferm. (13°Q)
i cs89 Zygosaccharomycespp. 780 microferm. (13°Q)

& Prodotto di amplificazione del gene 5.85-ITS rRNA
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Tabella 5. Ceppi diSaccharomyces cerevisie®lati dalle microfermentazioni (21° giorno)

Codice Sorgentedi  Zona di pAP Specie di lievito Biotipo
isolato isolamentfb  campionamento

cs127 mMMGR1 Mothia 880 Saccharomyces cerevisiae scgrepl
cs128 mMGR1 Mothia 880 Saccharomyces cerevisiae scgrep2
cs129 mMMGR1 Mothia 880 Saccharomyces cerevisiae scgrep3
cs182 mMGR1 Mothia 880 Saccharomyces cerevisiae scgrep3
csl161 mMMGR1 Mothia 880 Saccharomyces cerevisiae scgrep3
cs136 mMGR4 Mazara del Vallo Sud 880 Saccharomyces cerevisiae scgrcpé
cs179 mMMGR4 Mazara del Vallo Sud 880 Saccharomyces cerevisiae scgrcp4d
cs180 mMGR4 Mazara del Vallo Sud 880 Saccharomyces cerevisiae scgrcpé
cs162 mMMGR4 Mazara del Vallo Sud 880 Saccharomyces cerevisiae scgrcp4d
cs133 mMMGR3 Mazara del Vallo Nord 880 Saccharomyces cerevisiae scgreps
csl34 mMMGR3 Mazara del Vallo Nord 880 Saccharomyces cerevisiae scgrcp6
cs154 mMMGR3 Mazara del Vallo Nord 880 Saccharomyces cerevisiae scgrep?
cs155 mMMGR3 Mazara del Vallo Nord 880 Saccharomyces cerevisiae scgrcp8
cs160 mMMGR2 Pispisia 880 Saccharomyces cerevisiae scgrep9
cs148 mMMGR2 Pispisia 880 Saccharomyces cerevisiae scgrep9
cs153 mMMGR2 Pispisia 880 Saccharomyces cerevisiae scgrepl0
csl77 mMMGR2 Pispisia 880 Saccharomyces cerevisiae scgrepll
csl178 mMMGR2 Pispisia 880 Saccharomyces cerevisiae scgrepl2
cs46 mMMGR2 Pispisia 880 Saccharomyces cerevisiae scgrepl3
cs71 MMGR2 Pispisia 880 Saccharomyces cerevisiae scgrcpld
cs139 mMMGR5 Triglia scaletta 880 Saccharomyces cerevisiae scgrepl5
cs165 mMMGR5 Triglia scaletta 880 Saccharomyces cerevisiae scgrepls
cs147 mMGRS8 Madonna paradiso 880 Saccharomyces cerevisiae scgrepl6
cs27 MMGR9 Musciuleo 880 Saccharomyces cerevisiae scgrepl?

#mMGR, microfermentazioni (21° giorno) ottenute é¢enosti di uva Grillo
®PA, prodotto di amplificazione del gene 5.8S-ITSIFR
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Figura 1. Areale di produzione del Marsala D.O.C. soggeitampionamento.
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Figura 2. Profili di amplificazione del gene 5.8S-ITS rRNA.

M 1 23 4 M 567 8 M )
. Corsie:

1, Torulaspora spp. (12 isolati)

2, Torulaspra delbruecki{23 isolati)

3, Metschnikowia pulcherrimél?2 isolati)
4, Saccharomyces cerevisié2isolati)

5, Pichia guilliermondii(2 isolati)

6, Candida vini(4 isolati)

7, Kluyveromyces thermotoleralis isolato)
8, Zygosaccharomycespp. (12 isolati)

M, marker molecolare 1kb Plus Ladder
(Invitrogen, Milano, Italia)

Figura 3. Composizione della comunita blastomicetica in fane delle specie di lievito.
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Figura 4. Composizione della comunita blastomicetica in fone delle zone di campionamento.
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Figura 5. Identificazione molecolare e strain typingS#iccharomyces cerevisiae

&1 2 3 45 6 7 8 910 11 12 1314 1516 17 18 i
INTER-delta-PCR

23 45 6 7 8 910 11 M
RAPD-PCR

S. cerevisiae
C e g e W . e I

Strain typing

el Randhandl o

S. cerevisiae
(YC1492T)

Fig. 5a Fig. 5b. Esempi di profili RAPD-PCR Fig. 5c.Profili interdelta-PCR ottenuti con i primer ddifadelta21.
5.8S-ITS ottenuti con i primer XD4, XD5 e M13 Corsie:
PCR Corsie: M, marker molecolare 1kb Plus Invitrogen

M, marker molecolare 1kb Plus Invitrogen 1-18, ceppi dB. cerevisiae

1, ceppo tipd. cerevisiady C1497
2-11, isolati diS. cerevisiae
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Figura 6. Distribuzione dei ceppi &. cerevisia@elle diverse zone di campionamento.
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Figura 7. Monitoraggio del calo peso delle microfermentazmondotte a 17°C e
in presenza di 0,10 mg/ml di MBSK.
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Figura 8. Monitoraggio del calo peso delle microfermentazmondotte a 17°C e
in presenza di 0,20 mg/ml di MBSK.
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Figura 9. Monitoraggio del calo peso delle microfermentazmondotte a 13°C e
in presenza di 0,10 mg/ml di MBSK.
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Figura 10. Monitoraggio del calo peso delle microfermentazamndotte a 13°C
e in presenza di 0,20 mg/ml di MBSK.

—C.p.
- s180

csl182
s/l
- CS128
- cs133
—— csl47
— cs148
— cs155

csl165

cs160
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 cs162

giorni di fermentazione

104



CAPITOLO Il

6. Bibliografia

Altschul, S.F., Madden, T.L., Schaffer, A.A., Zhadg, Zhang, Z., Miller, W., Lipman, D.J.. (1997).
Grapped BLAST and PSI-BLAST: a new generation oftgin database search programs.
Nucleic Acids Research, 25: 3389-3402.

Cabrera M. J., Moreno J., Ortega J. M., Medina M88). Formation of ethanol, higher alcohols,
esters, and terpenes by five yeast strains in nfikgts Pedro Ximenez grapes in various degrees
of ripeness. American Journal of Enology and Vitiae, 39: 283-287.

Castelli T. (1954). Les agents de la fermentatimaive. Archives of Microbiology, 20: 323.

Cavazza A., Grando M. S., Zini C. (1992). Rilevamodella flora microbica di mosti e vini.
Vignevini, 9: 17-20.

Ciani M., Maccarelli F. (1998). Oenological propestof nonSaccharomycegeasts associated with
wine-making. World Journal of Microbiology and Béahnology, 14: 199-203.

Ciani M., Picciotti G. (1995). The growth-kineticand fermentation behavior of some non-
Saccharomycegeasts associated with wine-making. Biotechnologiyers, 17: 1247-1250.

Delfini C. (1995). Scienza e Tecnica di MicrobioclgEnologica. 1 Edizione. Casa Editrice Il
Lievito, Asti.

Erten H. (2002). Relations between elevated tentpers and fermentation behaviour Kibeckera
apiculata and Saccharomyces cerevisiassociated with winemaking in mixed cultures. Worl
Journal of Microbiology and Biotechnology, 8: 37823

Esteve-Zarzoso. (1999). Identification of yeastdRfL P analysis of the 5.8S rRNA gene and the two
ribosomal internal transcribed spacers. Internatidournal of Systematic Bacterioloy, 49:; 329-
337.

Fernandez-Espinar, M.T., Esteve-Zarzoso, B., QueXgl Barrio, E., 2000. RFLP analysis of the
ribosomal transcribed spacers and the 5.8S rRNA gegion of the genuSaccharomyces fast
method for species identification and the diffeiatidn of flor yeasts. Antonie van Leeuwenhoek,
78: 87-97.

Fleet G. H., Lafon-Lafourcade S., Ribereau-Gayon1@84). Evolution of yeasts and lactic acid
bacteria during fermentation and storage of Borgeanes. Applied and Environmental
Microbiology, 48: 1034-1038.

Francesca N., Chiurazzi M., Romano R., Aponte Mtte®ini L., Moschetti G. (2010). Indigenous
yeast communities in the environment of “Rovellario” grape variety and their use in
commercial white wine fermentation. World Journ&lMicrobiology and Biotechnology, 26:
337-351.

Fugelsang K. C., Edwards C. G. (2007). Wine Miootdigy: Practical Applications and Procedures,
second ed. Springer Science and Business Media,Yeky

Gao C., Fleet G. H. (1988). The effects of tempeeatand pH on the ethanol tolerance of the wine
yeasts,Saccharomyces cerevisjg@andida stellataand Kloeckera apiculataJournal of Applied
Bacteriology, 65. 405-409.

Gonza P., Pombo L., Perez G., Carrau F., Guisan BMista-Viera F., Brena B. M.. (2008). One-
step purification and characterization of an indthdar b-glucosidase fromMetschnikowia
pulcherrima Biotechnology Letters, 30:1469-1475.

Heard G. M., Fleet G. H. (1988). The effects of penature and pH on the growth of yeast species
during the fermentation of grape juice. Journalpplied Bacteriology, 65: 23-28.

Hernandez-Orte P., Cersosimo M., Loscos N., CachGadrcia-Moruno E., Ferreira V. (2008). The
development of varietal aroma from non-floral gapey yeasts of different genera. Food
Chemistry, 107: 1064-1077.

Herraiz T., Reglero G., Herraiz M., Martin-AlvarBz J., Cabezudo M. D. (1990). The influence of the
yeast and type of culture on the volatile compositbf wines fermented without sulfur dioxide.
American Journal of Enology and Viticulture, 41.33318.

Jolly N. P., Augustyn O. P. H., Pretorius I. S.@8R The role and use of n@accharomycegeasts in
wine production. South African Journal of Enolognda/iticulture, 27: 15-39.

105



CAPITOLO Il

Kapsopoulou K., Kapaklis A., Spyropoulos H. (2008yowth and fermentation characteristics of a
strain of the wine yeadtluyveromyces thermotolerarisolated in Greece. World Journal of
Microbiology and Biotechnology, 21:1599-1602.

Legras J.L., Karst F.(2003). Optimisation of intdtd analysis foiSaccharomyces cerevisiatrain
characterisatio. Letters in Applied Microbiology:323-328.

Martorell P., Stratford M., Steels H., FernandepiBar M.T., Querol A. (2007). Physiological
characterization of spoilage strains &fgosaccharomyces bailéind Zygosaccharomyces rouxii
isolated from high sugar environments. Internatidoarnal of Food Microbiology, 114: 234-242.

Moreno J. J., Millan C., Ortega J. M., Medina M.991). Analytical differentiation of wine
fermentations using pure and mixed yeast cultudesirnal of Industrial Microbiology and
Biotechnology, 7: 181-189.

Mortimer R.K., Romano P., Suzzi G., Polsinelli M904). Genome renewal: a new phenomenon
revealed from a genetic study of 43 strainsSatcharomyces cerevisiakerived from natural
fermentation of grape musts. Yeast, 10: 1543-1552.

O’Donnel K. (1993). Fusarium and its near relativies Reynolds D. R., Taylor J. W. (eds) The
fungal anamorph: mitotic, meiotic and pleomorpheaation in fungal systematics. CAB
international, Wallingford, pp 225-233.

Pallmann C. L., Brown J. A., Olineka T. L., Cocolin Mills D. A., Bisson L. F. (2001). Use of WL
Medium to Profile Native Flora Fermentations. Angar Journal of Enology and Viticulture, 52:
198-203.

Parapaloli M., Hatziloukas E., Drainas C., PerigymaA. (2010). The eVect of Debina grapevine
indigenous yeast strains dfletschnikowiaand Saccharomyce®n wine Xavour. Journal of
Industrial Microbiology and Biotechnology, 37: 83-9

Peynaud E. (1956). Sur la formation d'acétate yi&tpar les levures de vin. Industries Agricoles et
Alimentaires, 73: 253-257.

Plata C., Millan C., Mauricio J. C., Ortega J. N200Q3). Formation of ethyl acetate and isoamyl
acetate by various species of wine yeasts. Foodoldiclogy, 20: 217-224.

Pramateftaki P. V., Lanaridis P., Typas M. A. (2DOBlolecular identification of wine yeasts at
species or strain level: a case study with straim® two vine-growing areas of Greece. Journal
of Applied Microbiology, 89: 236-248.

Pretorius I.S.. (2000). Tailoring wine yeast foe thew millennium: novel approaches to the ancient
art of winemaking. Yeast, 16: 675-729.

Renault F., Miot-Sertier C., Marullo P., Hernande#e P., Lagarrigue L., Lonvaud-Funel A., Bely
M. (2009). Genetic characterization and phenotypégiability in Torulaspora delbrueckii
species: Potential applications in the wine indudinternational Journal of Food Microbiology,
134: 201-210.

Raspor P., Milek D. M., Polanc J., Mozina S.&gdez N. (2006). Yeasts isolated from three vasetie
of grapes cultivated in different locations of thelenjska vine-growing region, Slovenia. Int. J.
Food Microbiol., 109: 97 102.

Renouf V., Miot-Sertier C., Strehaiano P., Lonvdudiel A. (2006). The wine microbial consortium:
a real terroir characteristic. Journal Internatlates Sciences de la Vigne et du Vin, 40: 209-216.

Schiutz M. Gafner J. (1993). Analysis of yeast ditgrduring spontaneous and induced alcoholic
fermentations. Journal of Applied Bacteriology, 851-558.

Tofalo R., Chaves-Lépez C., Di Fabio F., Schirone Rélis G.E., Torriani S., Paparella A., Suzzi G.
(2009). Molecular identification and osmotolerambffle of wine yeasts that ferment a high,
sugar grape must. International Journal of Fooddhimlogy, 130: 179-187.

Torija M. J., Rozés N., Poblet M., Guillamoén J .Mlas A. (2001). Yeast population dynamics in
spontaneous fermentations: Comparison between f¥ereht wine-producing areas over a
period of three years. Antonie van Leeuwenhoek348-352.

Versavaud A., Courcoux P., Roulland C., Dulau Hallet J. N. (1995). Genetic diversity and
geographical distribution of wil&accharomyces cerevisiatrains from the wine-producing area
of Charentes, France. Applied and Environmentalrdbiology, 61: 3521-3529.

106



CAPITOLO Il

Viana F., Gil J. V., Genovés S., Vallés S., ManzasaP. (2008). Rational selection of non-
Saccharomycesvine yeasts for mixed starters based on esterdiom and enological traits.
Food Microbiology 25: 778-785.

Vincenzini M., Romano P., Farris G.A., (2005). Mibiologia del vino, Casa Editrici Ambrosiana,
Milano.

Zambonelli C. (1998). Microbiologia e biotecnologiei vini. Edagricole-Edizioni Agricole.

Zambonelli C., Tini V., Castellari L. (2000). Guiddl'uso dei lieviti selezionati in enologia. A reu
del Centro Ricerche Produzioni Vegetali, Ed. Cafddfd. Agricole.

107



CAPITOLO Il

“La diffusione ambientale di lieviti vinari e di muffe potenzialmente

fitopatogene attraverso la migrazione degli uccelin Sicilia”

Il lavoro riportato in questo capitolo e in prodrdi sottomissione alla

seguente rivista:

FEMS Microbiology Ecology

“Dissemination of oenological yeasts and potential phytopatogenic moulds through
bird migration in Scily”

Nicola Francesca Emanuela Canale, Luca Settanni, Antonio Alfor@iop Sannino,
Paolo Lucido, Santella Burruano, Bruno Massa, Gidndvioschetti
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Abstract

The composition of yeast communities on grapesh timo musts, depends on
several factors, including geographical locatiorthe vineyard, type of soil, age of
the vineyard, grapevine variety and harvesting rigpke. Moreover, insects and
birds were in part responsible for the dissemimatod fermentative yeasts and
phytopathogenic moulds during their feeding. Ineortb evaluate the dissemination
of fermenting yeasts and phytopathogenic mouldgrating birds were caught and
ringed in four experimental sites: “Riserva Natarhitegrale Lago Preola e Ghorghi
Tondi” (Mazara del Vallo, TP) and the Sicilian istts of Lampedusa, Ustica and
Linosa. These sites represent important stop-awemigrating birds. A total of 349
birds were captured with a Mist-nets placed ingheximity of woody areas in each
site of ringing. Bird species more frequently cauglere Sylvia cantillans Sylvia
borin, Muscicapa striataSaxicola rubetraandHippolais icterina.Bird cloacae were
plugged with sterile cotton swabs and streaked OMédlerstein Laboratory (WL)
nutrient agar for yeast isolation and onto maltaottagar for the isolation of fungi.
Microbial isolates were collected as follows: 12&agts and 2702 moulds.

Yeast identification was preliminary carried out dryzymatic digestion of 5.8S-ITS
rRNA region and, subsequently, by D1/D2 regionhaf 26S rRNA gene sequencing.
Aureobasidium pullulans Candida albicans Candida glabrata Candida
inconspicua Candida spp., Candida stellimalicola Cryptococcus aureus
Cryptococcus carnescens Cryptococcus magnus Debaromyces hansenii
Hanseniaspora guilliermondii Issatchenkia orientaljs Issatchenkia terricola

Metschnikowia pulcherrima Pseudozyma aphidisRhodotorula mucilaginosa
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Saccharomyces cerevisiaad Sporisorium pennisetwere recognizedVoulds were
subjected to dichotomous key analysis that idexttifi5 species:

Alternaria alternata, Aspergiullus flavus, Aspengis niger, Aspergiullus
ochraceus, Aspergiullus versicolor, Botrytis cireereCladosporium herbarum,
Fusarium oxysporum, Geotrichum candidum, Penicillichrysogenum, Penicillium
griseofulvum, Penicillium notatum, Phoma glomer&hjzoctonia solare Rhizopus
stolonifer.

Furthermore, the study was focused on theSa8charomyceserevisiaeisolates
that were typed at strain level by interdelta-P@Ritiplex-PCR and minisatellities-
PCR. The strains 0. cerevisiaavere characterized for technological traits with
interest in wine production such as hydrogen sdihproduction, ethanol and
potassium metabisulphide resistance. Strains slgpwia best performances were
used to carry out sterile must micro-fermentatitanselect yeast starter cultures.

To our knowledge, this research showed a new fgqdegarding the ecology of
vineyards: for the first time it has been provealt ®accharomyces cerevisiagains
can be disseminated by migrating birds. Among tlseme strains with oenological
potential were found.

Keywords: Migratory birds; Sicily; Wine yeasts;Sacharomyces cerevisiae

Phytopathogenic moulds.
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Riassunto

La struttura della comunita blastomicetica presesutée uve, e quindi nei mosti,
dipende da numerosi fattori tra cui la posizioneggafica e I'eta del vigneto, la
tipologia del suolo, la cultivar e le tecniche dccolta delle uve. In aggiunta, gli
insetti cosi come gli uccelli, durante la loro \até di alimentazione, possono
rappresentare dei veicoli di lieviti vinari e di ffaufitopatogene. Con lo scopo di
valutare la diffusione ambientale di questi funglono stati catturati ed inanellati
uccelli migratori in corrispondenza di 4 siti speentali: la “Riserva Naturale
Integrale Lago Preola e Ghorghi Tondi” (Mazara dallo, TP) (sito densamente
vitato con la cultivar Grillo), Iisola di Usticalisola di Lampedusa e l'isola di
Linosa. | suddetti siti rappresentano degli impatitéuoghi di sosta per gli uccelli
migratori.

Sono stati catturati un totale di 349 uccelli adaiindo delle “reti foschia” (Mist-nets)
posizionate in prossimita delle aree boschive asaino dei siti d’inanellamento. Le
specie di uccelli maggiormente catturati sono :stylvia cantillans Sylvia borin
Muscicapa striata Saxicola rubetrae Hippolais icterina.L’isolamento dei lieviti e
delle muffe e stato realizzato strisciando i tampdoacali, rispettivamente, su
Laboratory (WL) nutrient agar e su agar malto.olialie sono stati isolati 125 lieviti e
2702 muffe. | primi sono stati identificati mediandigestione enzimatica del gene
5.8S-ITS rRNA e successivo sequenziamento delliomegD1/D2 del gene 26S
rRNA ottenendo le seguenti specikureobasidium pullulansCandida albicans
Candida glabrata Candida inconspicuaCandida spp., Candida stellimalicola

Cryptococcus aureys Cryptococcus carnescegns Cryptococcus — magnus

111



CAPITOLO 1l

Debaromyces hansenpiiHanseniaspora guilliermondii Issatchenkia orientaljs
Issatchenkia terricola Metschnikowia pulcherrima Pseudozyma aphidis
Rhodotorula mucilaginosaSaccharomyces cerevisiaand Sporisorium penniseti
were recognized

Le muffe, invece, sono state identificate attrawdianalisi delle chiavi dicotomiche
ottenendo un totale di 15 speciélternaria alternata, Aspergiullus flavus,
Aspergiullus niger, Aspergiullus ochraceus, Aspdigs versicolor, Botrytis
cinerea, Cladosporium herbarum, Fusarium oxysporuggotrichum candidum,
Penicillium chrysogenum, Penicillium griseofulvuenicillium notatum, Phoma
glomerata, Rhizoctonia solagiRhizopus stolonifer

Inoltre, il presente studio € stato incentrato esudaratterizzazione molecolare e
tecnologica di tutti gli isolati d&. cerevisiaeTali colture sono state geneticamente
discriminate fra loro impiegando diverse tecnichelauolari: interdelta-PCR,
multiplex-PCR e minisatellities-PCR. | ceppi cosfeauti sono stati valutati per la
loro capacita di produrre idrogeno solforato e efiistere all’etanolo e all’anidride
solforosa. | ceppi che hanno mostrato particoldtitudine tecnologica sono stati,
successivamente, inoculati in mosti d’'uva per ldutaane le relativa capacita di
portare a termine una microfermentazione alcoliedlestita in condizioni
sperimentali. Tre ceppi &. cerevisiaasolati da uccelli migratori hanno presentato
delle caratteristiche tecnologiche superiori a lgueiostrate da un ceppo

commerciale dB. cerevisiagimpiegato come controllo.
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Questo studio fornisce delle nuove informazioni’'sablogia dei funghi legati al
mondo viticolo ed enologico. Per la prima volta @ostati isolati, da uccelli
migratori, lieviti vinari dalle interessanti carmtistiche tecnologiche.

Parole chiave: Uccelli migratori; Sicilia; Lieviti vinari;Sacharomyces cerevisiae

Muffe fitopatogene
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1. Introduzione

L’ecologia microbica associata agli uccelli ha naggentato I'oggetto di diverse
lavori in campo microbiologico (Maelt al, 2005). Negli ultimi anni l'interesse
verso questo tipo di ricerche e aumentato, lo sépoello di valutare lo stato di
salute e/o il rischio di malattie degli uccelli i&inoseet al, 2001), cosa che
potrebbe avere una limitata rilevanza ecologica, soprattutto approfondire la
conoscenza sulle infezioni umane veicolate dagiellic(Omenn, 2010; Tsiodrast
al., 2008). E stato dimostrato che gli uccelli setjagncluso le specie migratorie,
possono essere dei vettori, anche a lunga distadizanicrorganismi patogeni
trasmissibili alluomo (Nuttall, 1997). Particolargtenzione € stata rivolta alla
diffusione di batteri attraverso gli uccelli migoat D’altra parte pochi studi sono
stati incentrati sulla diffusione di lieviti e meffad opera di uccelli migratori
(Cafarchiaet al, 2006; Janssoet al, 2008).

Poiché questi animali fungono da vettori di micamigmi, I'analisi della microflora
da essi trasportata puo essere importante peravalla diversita microbica degli
habitat da essi visitati.

In tal senso, Francesea al (2010) hanno recentemente indagato sulla diffiesidi
lieviti enologici attraverso gli uccelli (sedenjarirequentatori di un vigneto,
principalmente attraverso tordl'frdus merula Con il medesimo scopo, gli stessi
autori hanno esaminato uccelli migratori senza piscontrare la presenza di lieviti

tecnologicamente interessanti.
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Inoltre, ad oggi non & presente nessun dato satisigtenza (temporale) di un lievito
presente nella faringe o nella cloaca di un ucceltuindi nessun dato e disponibile
sulla

“durata” della diffusione ambientale dei funghi@akera di uccelli.

Il presente lavoro ha avuto lo scopo di isolar@ntdicare e caratterizzare lieviti
d’interesse enologico e muffe potenzialmente fitogane veicolati da uccelli
migratori per ottenere nuove informazioni sull’exgih dei funghi, fornire ulteriori
informazioni sul reale rapporto lieviti autoctmurgente d’isolamento e
caratterizzare lieviti di particolare rilevanzanetogica isolati da habitat/sorgenti ad

0ggi non indagate.

2. Materiali e metodi

2.1. Siti di campionamento e analisi degli uccelli

Il presente lavoro € stato svolto in collaborazieoe“Progetto Piccolo Isole” della
regione Sicilia (ltalia). Grazie al supporto di egpornitologi, gli uccelli sono stati
catturati durante la loro migrazione in quattro giinanellamento presenti in Sicilia:
la Riserva Naturale Integrale Lago Preola e Goilgindi (Mazara del Vallo, TP),
I'isola di Lampedusa, Iisola di Ustica e lisola ldnosa. Tali siti rappresentano dei
luoghi importanti per la sosta degli uccelli dugaiitperiodo migratorio, sia estivo
che invernale. La Riserva Naturale Integrale LageoR e Gorghi Tondi, rispetto
agli tre siti d’'inanellamento, risulta densament&ata con elevata presenza della

cultivar Grillo.
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Gli uccelli sono stati catturati attraverso delpedfiche reti denominate mist-nets
(reti foschia) a quattro tasche, alte 3 m e lunihen, posizionate in prossimita delle
aree boschive in ciascuno dei siti di inanellamernta cattura degli uccelli e
avvenuta nel rispetto delle norme specificate datituto Superiore per la
Protezione e la Ricerca Ambientale” (ISPRA). Tugtii uccelli catturati sono stati
rapidamente inanellati, identificati a livello dpecie attraverso un’analisi delle
caratteristiche fenotipiche (Mullarnest al, 1999) classificati in base alla relativa
strategia di migrazione (migratori trans-sahar@mpiarziali o irregolari) (Svenssat
al., 1992) e soggetti ad una valutazione visiva dakgp sub-cutaneo addominale
(GSA) (Kaiser, 1993; Bairlein, 1995). Immediataneedbpo le analisi, gli uccelli
sono stati liberati nelle vicinanze dei relatii gi cattura.

Gli uccelli sono stati analizzati per la rilevazéodella presenza di colture di lieviti e
muffe seguendo la procedura descritta da Cafaethéd (2006). Specificatamente,
sono stati effettuati dei tamponi cloacali i qusdno stati successivamente strisciati
su due diversi substrati: Wallerstein LaboratoryLjWutrient agar (Oxoid, Milano,
Italia) addizionato con cloramfenicolo (0,5 g/Lpienile (1 g/L); malt extract (ME)
agar (Oxoid) addizionato di cloramfenicolo (0,5 g/Le piastre cosi ottenute sono
state incubate per 2-4 giorni a 28 + 2 °C. Tu#teahalisi sono state eseguite in

doppio.
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2.2. Isolamento e identificazione dei funghi

Sulla base della morfologia del micelio o dellactod, gli isolati sono stati suddivisi
in due gruppi: muffe e lieviti. Tutte le coltureolate sono state successivamente
purificate su ME agar.

Le muffe sono state raggruppate sulla base ditear&tnotipici e successivamente
identificate a livello di specie attraverso I'imgi delle chiavi dicotomiche cosi
come descritto da Barnett e Barry (1998).

Gli isolati blastomicetici sono stati identificadttraverso metodiche genotipiche. I
DNA delle cellule e stato estratto impiegando it kistaGene Matrix (Bio-Rad
Laboratories, Hercules, CA). Per ottenere una pdiffarenziazione dei lieviti, tutti
gli isolati sono stati sottoposti ad una restrieigrer via enzimatica del gene 5.8S-
ITS rRNA per valutarne i relativi polimorfismi (regtion fragment length
polymorphism -RFLP- analysis). La regione oggettellad restrizione e stata
amplificata impiegando la coppia di primer ITS1/T@&Esteve-Zarzoset al, 1999)
mediante I'utilizzo di un termociclizzatore T1 (Bietra, Gottingen, Germania). Gli
ampliconi cosi ottenuti sono stati digeriti corskguenti endonucleasi di restrizione:
Cfol, Hadll e Hinfl (MBI Fermentas, St. Leon-Rot, Germania) e martieam37 °C
per circa 8 ore. Tutti gli isolati presuntivameagrivibili al generdHanseniaspora
sono stati ulteriormente digeriti con I'enzima dstrizioneDdel (MBI Fermentas). |
prodotti di amplificazione ITS cosi come i relatimmenti di digestione sono stati
caricati su un gel di agarosio a due diverse cangeioni: 1.5 e 3% (p/v) realizzati
in tampone 1x TBE (89mM Tris-borato, 2mM EDTA pH. 8) gel e stato

addizionato di SYBER safe DNA gel stain (Invitrogéilano, Italia), visualizzato
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attraverso un transilluminatore UV e la relativariagine € stata acquisita attraverso
Gel Doc 1000 Video Gel Documentation System (BigRRidhmond, USA). Per la
quantificazione delle masse molecolari, € statoieggto come riferimento il
marcatore 1kb Plus Ladder 50 pb (Invitrogen).

Circa 3 isolati rappresentativi di ciascun grupfagolato nel caso di gruppi poco
numerosi) sono stati sottoposti ad una ulterio@isindi restrizione che avuto come
gene target il 26S rRNA. Tale regione e stata diogta impiegando la coppia di
primer NL1/LR6 cosi come riportato da Baleiras-@oet al (2005). | prodotti di
amplificazione sono stati digeriti con le endonasle Hinfl, Msd e Apa (MBI
Fermentas) e visualizzati come sopra descritto.

Con lo scopo di confermare il raggruppamento otieeon la tecnica RFLP-ITS, un
isolato per ciascun gruppo € stato ulteriormentdizzato mediante sequenziamento
dei domini variabili D1/D2 del gene 26S rRNA, il ajla e stato amplificato con
lausilio dei primer NL1/NL4 (O’Donnell, 1993). Neicasi con risultati
insoddisfacenti, e stata sequenziata la region®-B.8 rRNA, previa amplificazione
con i primer ITS1/ITS4 (Esteve-Zarzost al, 1999). | prodotti PCR sono stati
visualizzati come sopra descritto. Il sequenziameigi prodotti di amplificazione é
stato realizzato presso la PRIMM S.r.l. (Milan@lil). Le sequenze cosi ottenute

sono state caricate in banca dati (http://www.mbivi.nih.goy e analizzate mediante

il programma BlastN (Altschuét al,, 1997).
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2.3. Persistenza sperimentale di un cepg@accharomyces cerevisiae negli uccelli
Sulla base delle metodiche sopra descritte, somati satturati tre pettirossi
(Erithacus rubecolpe mantenuti in condizioni di cattivita per undietdi 11 giorni.
Nei primi due giorni, necessari per I'adattamenliGarabiente di laboratorio, gli
animali sono stati nutriti con alimenti specificieperiti in commercio e
opportunamente sterilizzati ai raggi UV, per esehedl'apporto di contaminanti
microbici. In corrispondenza del terzo giorno, wticelli sono stati nutriti con cibo,
preventivamente sterilizzato, inoculato {10FC/g) con il cepp&. cerevisiadsR1
(ottenuto dalla collezione del nostro laboratoricgratterizzato da ottime attitudini
enologiche (Francesaa al, 2010). Dal quarto giorno in poi, gli uccelli sostati
nuovamente nutriti con cibo trattato ai raggi Udnnnoculato. Gli uccelli sono stati
sottoposti a tamponi faringei e cloacali subito@dmoculo e a distanza di 1, 3, 6 e
12 ore. Dal giorno successivo all'inoculo del cepp®1, i tamponi sono stati
effettuati ad intervalli di 12 ore per un periodtaie di 8 giorni.

Tutti i tamponi sono stati strisciati su piastreVdi agar e incubati per 48-72 ore a
28 £ 2 °C. Il monitoraggio del ceph cerevisia&R1 e stato effettuato comparando
il profilo interdelta ottenuto dalle colonie is@asu WL agar con quello della coltura

mantenuta in condizioni di purezza.

2.4. Strain typing degli isolati diSaccharomyces cerevisiae
La valutazione delle relazioni intraspecifiche @faisolati appartenenti alla specte
cerevisiaeé stata realizzata mediante un approccio genetigiplo: analisi delle

sequenze interdelta con l'impiego dei primer détal delta21l (Legras e Karst,
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2003); impiego di minisatelliti [Simple Sequence pRats (SSR) analysis] per
I'amplificazione (differenziata) dei geni DAN4, AGAe SED1 (Marinangekt al.,

2004); analisi multiplex-PCR dei loci SC8132X, YORZ e SCPTSY7 (Vaudano e
Garcia-Moruno, 2007). Tutti i prodotti di amplifi@ne sono stati visualizzati come

sopra descritto.

2.5. Screening tecnologico dei ceppi &accharomyces cerevisiae

| diversi ceppi ascrivibili alla speci8. cerevisiaesono stati valutati per una loro
possibile applicazione in campo enologico. La pmaie di idrogeno solforato
(H2S) da parte dei ceppi € stata valutata sul terdemoescita BIGGY agar (Oxoid)
(Mortimer et al, 1994). | ceppi caratterizzati da una bassa miode di HS sono
stati valutati per la loro resistenza all'etan@bMBSK e per la capacita di portare a
termine una microfermentazione alcolica. Le metioeliseguite sono quelle riportate
nel capitolo Il paragrafo 2.3 della presente tesi.microfermentazioni sono state
monitorate per 13 giorni alla temperatura di 18 Titte le analisi sono state

condotte in doppio.

3. Risultati

3.1. Specie di uccelli catturate

Sono stati catturati e analizzati un totale di 3#&@elli appartenenti a 32 specie
riunite in 10 famiglie. La famiglia delle Sylviidae risultata quella con il piu alto
numero di individui catturatin(= 42): 90 capinereSjylvia borir); 1 bigiarella Sylvia

curruca); 1 canapino Hlippolais polyglotty; 24 canapini maggioriHippolais
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icterina); 12 cannaiole Acrocephalus scirpacels3 cannareccioniAcrocephalus
arundinaceuy 2 capinere SQylvia atricapilld; 6 forapaglie Acrocephalus
schoenobaenyis7 lui grosso Phylloscopus trochilys 1 lui piccolo Phylloscopus
collybita); 5 Iui verde Phylloscopus sibilatri)x 15 occhiocotti $ylvia
melanocephalp 8 sterpazzole Sylvia commun)s 40 sterpazzoline Sylvia
cantillang; 2 usignoli di flume Cettia cett). Il numero di uccelli appartenenti alla
famiglia Muscicapidae e stato pari a 58: 1 balinabdlare Ficedula albicollig; 6
balie nere Ficedula hypoleuca 51 pigliamoscheMuscicapa striata

Le specie appartenenti alla famiglia delle Turdifftae 42) sono state: 12 codirossi
(Phoenicurus phoenicuryis1 tordo bottaccio Turdus philomelgs 1 pettirosso
(Erithacus rubeculg 4 usignoli [uscinia megarhynch@s 1 passero solitario
(Monticola solitariug; 23 stiaccini (Saxicola rubetrp La famiglia delle
Hirundinidae € stata rappresentata solo dalla spemdine 1§ = 12) @Hirundo
rustica). La famiglia delle Passeridae € stata rappresemnta 1 passera mattugia
(Passer montanjse 8 passere sardPgsser hispaniolengisAltri uccelli catturati
sono stati: 2 averle capirosskafiius senatgr per la famiglia delle Laniidae; 3
rigogoli (Oriolus oriolug per la famiglia delle Oriolidae; 2 prispolonArfthus
trivialis) per la famiglia delle Motacillidae; 2 cincialleg®arus majoj per la
famiglia delle Paridae e 2 fanellCérduelis cannabinga per la famiglia delle

Fringillidae.
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3.2. Isolamento e identificazione dei microrganismi

Lieviti e muffe sono stati isolati dalla cloacarimerosi uccelli (32,66 e 56,45%,
rispettivamente) inanellati nei quattro siti ditoah (Tabella 1). Soltanto il 21.21%
degli uccelli analizzati ha mostrato una presenzaulganea di lieviti e muffe. Le
famiglia che hanno fornito il piu alto numero dicedli positivi allisolamento dei
funghi sono state: Passerideae (44,44%), Musciaapi(b0,34%) e Turdidae
(26,19%).

Quanto alle colture microbiche isolate, sono statlizzati un totale di 125 lieviti, i
quali dopo restrizione enzimatica della regioneS5BS rRNA sono stati suddivisi
in 18 gruppi (Tabella 2). Tale suddivisione & statacessivamente confermata
attraverso la restrizione del gene 26S rRNA efétiisugli isolati rappresentativi dei
precedenti cluster.

L’identificazione a livello di specie, ottenuta cdinsequenziamento dei domini
variabili D1/D2 del gene 26S rRNA, é stata possilsblo per 17 dei 18 cluster
ottenuti con le sopracitate analisi di restriziemezimatica. Gli isolati appartenenti al
gruppo V, infatti, sono stati identificati solo i@dllo di genere a causa di una bassa
identita (95%) con il gener€andida Gli stessi isolati sono stati sottosposti ad un
secondo sequenziamento riguardante, in questo dasgene 5.8S-ITS rRNA,
ottenendo nuovamente un basso livello di ident®2%) con il genereCandida
(GenBank accession number JF292448) . E interessenéare che i profili RFLP-
5.8S-ITS 1l Candida glabraty IV (Candida inconspicuaV (Candidaspp.), VI
(Candida stellimalicol®y VII (Cryptococcus aureds VIII (Cryptococcus

carnescens Xl (Issatchenkia oriental)s XV (Pseudozyma aphidis XVII
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(Saccharomyces cerevisjae XVIII (Sporisorium pennisgtinon sono mai stati
riportati in letteratura scientifica (Esteve-Zaraes al,1999; Korabecnat al, 2003;
Baleiras Couteet al, 2005; Raspoet al, 2007; Liet al, 2010; Rodriguez-Gomet
al., 2010; Valmorreet al, 2010; Ocoret al,, 2010).

Sulla base delle analisi svolte con le chiavi dicathe, un totale di 2702 muffe
isolate sono state suddivise in 15 gruppi e idieaté a livello di specie
confrontando le caratteristiche morfo-biometriatilevate sui nostri isolati con
quelle presenti in letteratura (Barredtal, 1965; Domsclet al, 1995; Von Arxet
al., 1974). Quindi, le specie di muffe identificatene state:Alternaria alternata,
Aspergiullus flavus, Aspergiullus niger, Aspergisll ochraceus, Aspergiullus
versicolor, Botrytis cinerea, Cladosporium herbarunfFusarium oxysporum,
Geotrichum candidum, Penicillium chrysogenum, Rénim griseofulvum,

Penicillium notatum, Phoma glomerata, Rhizoctomikasi e Rhizopus stolonifer

3.3. Biodiversita e distribuzione delle specie furige

Le specie di lieviti maggiormente riscontrate (Tl&be3) sono state:H.
guilliermondii (17,60%) seguita d&. albicang16,00%),S. cerevisia€14,40%) €A.
pullulans (12,00%). Tra tutti i lieviti isolati, 71 coltureoso risultate ascrivibili a
specie A. pullulans D. hansenii H. guilliermondii I. orientalis I. terricola, M.
pulcherrimg R. mucillaginosa S. cerevisidedi interesse enologico.

La distribuzione delle varie specie di lieviti fghi uccelli analizzati € riportata in
tabella 3. Il pit alto numero di isolati e specidigliti e stato riscontrato nei gruppi

di uccelli caratterizzati da un maggior numero wdividui catturati. Le specie
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beccafico e sterpazzolina, infatti, hanno fornita biu alta biodiversita
blastomicetica. In ogni caso, alcuni lieviti d'inkese enologico (LIE), quals.
cerevisiae sono stati ugualmente distribuiti tra diversecgpeli uccelli, ovvero fra
beccafico, canapino maggiore, codirosso, sterpaz&ikrpazzolina e saltimpalo;
mentre ben sette isolati di tale lievito sono statienuti esclusivamente da
pigliamosche.

Quanto alle muffe identificate nel presente lavofbabella 4), le specie
maggiormente rappresentate sono stdfe: herbarum (67,77%), A. alternata
(13,45%) A. niger(6,12%)e F. oxysporuni4,40%). Anche per questi funghi, il piu
alto numero di isolati e di specie sono state agso@gli uccelli appartenenti ai
gruppi piu numerosi.

Tutte le specie di uccelli da cui sono stati isdlgtiu alto numero di lieviti e muffe
sono caratterizzate da una strategia migratortgpdi“trans-sahariana” (Svenssen

al., 1992) (vedi simbolo “” in tabella 3 e 4).

3.4. Biodiversita dei funghi fra gli uccelli con dverse quantita di grasso sub-
cutaneo

Il 58.20% del totale dei lieviti isolati e gran padei LIE (63,39%) sono stati isolati
da uccelli aventi un valore di GSA compreso fra (Fabella 5). Alcune specie di
lievito, quali D. hansenii M. pulcherrimae R. mucillaginosasono state isolate
esclusivamente da uccelli con 0-1 GSA. Inoltrétafaccezione per la spedit
guilliermondii (45,45%), le specie LIE piu numerosg. [pullulans(66,66%)e S.

cerevisiag66,67%)] sono state isolate da individui con baakri di GSA.
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Anche le specie di lieviti di interesse non enatogfLInE) (58,50%), fra cui la piu
numerosa e risultat@. albicans(55,00%), sono state isolate da uccelli con basso
GSA.

Quanto alle muffe, tutte le specie sono state teal@ uccelli con 0-1 GSA, fatta

eccezione per la spedre solani(Tabella 5).

3.5. Persistenza sperimentale di un cepg@accharomyces cerevisiae negli uccelli

Il ceppoS. cerevisiad5R1 e stato isolato dalla faringe degli uccellalazati fino
alla sesta ora successiva all'inoculo. D’altra @am questo intervallo temporale il
ceppo target non é stato riscontrato nei tampaaicelli. In corrispondenza della 12°
ora dall'inoculo, i tamponi faringei sono risultategativi mentre quelli cloacali
hanno rilevato la presenza del ceppo GRL1. Lidieatzione diS. cerevisiadsR1 e
stata eseguita mediante paragone dei profili ieteaddelle colonie isolate su WL

agar con quelli del medesimo ceppo coltivato irepaa.

3.6. Strain typing degli isolati diSaccharomyces cerevisiae

| 18 isolati appartenenti alla spe@e cerevisiaesono stati discriminati a livello di

ceppo attraverso tre diversi approcci molecolaeb@lla 6). Le tecniche Interdelta-
PCR, multiplex-PCR e minisatellities-PCR (realizzaton la coppia di primer
AGA1f/AGALr) hanno mostrato lo stesso potere disanante fornendo un totale di
6 diversi profili. Le amplificazioni dei geni SED& DAN4 (minisatellities-PCR)

hanno evidenziato un piu basso livello di polimario fra i ceppi, fornendo soltanto

5 diversi profili.
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Sul totale delle 18 colture analizzate, i profili tipizzazione maggiormente

riscontrati sono stati 1 e 3, associati, tra 'agdifferenti specie di uccelli catturate
rispettivamente nell'isola di Lampedusa e Usti€abella 6). E interessante notare
che i due ceppi ULSc28 e ULSc29 sono stati isalatimedesimo uccello (stiaccino
ps3). Inoltre, fatta eccezione per ULSc37, tutiéstanti ceppi dB. cerevisiaesono

stati isolati da uccelli con bassi valori di GSA.

3.7. Selezione tecnologica dei ceppi 8accharomyces cerevisiae

Sono stati sottoposti allo screening tecnologiceppi diS. cerevisiadifferenziati
fra loro a livello genetico: ULSc24, ULSc29, ULS& 3ULSc326, ULSc338 e
ULSc339.

| ceppi ULSc326, ULSc338 e ULSc339 hanno mostrathassa produzione dp$l
ed un’elevata resistenza all’etanolo e al MBSK. ceégsivamente, tali ceppi sono
stati impiegati in fermentazioni di mosti su scdldaboratorio. Sulla base del calo
peso registrato quotidianamente, tali ceppi harvideaziato una buona capacita di
portare a termine la fermentazione alcolica mosimann andamento fermentativo
paragonabile a quello dello starter commerciale GRfiegato come ceppi di

riferimento (Figura 1).

4. Discussione
Lo scopo del presente lavoro é stato quello ditaatula diffusione ambientale di
lieviti enologici e di muffe potenzialmente fitopgene attraverso gli uccelli

migratori. | funghi sono stati isolati dalla cloadegli uccelli e, attraverso differenti
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approcci molecolari e analisi fenotipiche, sonai stientificati a livello di specie e/o
ceppo. Sono state individuate numerose specie editililegate comunemente
all’'ambiente enologico e diverse specie di muffeaimente associate a malattie
delle piante. Inoltre tre ceppi &i. cerevisiagisolati da diversi siti di inanellamento,
hanno mostrato buone attitudini enologiche. Subigebdelle nostre conoscenze,
questa ricerca, ad oggi, rappresenta la prima indagffettuata sulla diffusione di
lieviti enologici e muffe fitopatogene mediata decelli migratori e fornisce nuove
ed importanti informazioni sull’ecologia dei funghi

Molti studi sono stati condotti su lieviti isoladia diverse parti del corpo e/o feci
degli uccelli, ma esclusivamente in ambito medidarfciantiet al.,2001; Ramirez
et al., 1976; Refaiet al., 1983.). Recentemente, sono stati riscontrati nasner
funghi, patogeni per 'uomo, nella cloaca degli eltcmigratori (Cafarchiaet al,
2006a; Hubaleket al, 2004) e in quelle dei rapaci (Cafarchea al, 2006b),
confermando cosi che tali animali potrebbero esske potenziali vettori di
microrganismi.

Ad oggi, in un solo lavoro pubblicato da Francestaal (2010) sono stati
campionati uccelli per l'isolamento di lieviti vimaE stato osservato che tali lieviti
possono essere trasportati da uccelli (sedentaquéntatori del vigneto durante le
loro attivita di alimentazione, ma nessuna coltbl@tomicetica tecnologicamente
interessante e stata riscontrata in uccelli migrato

Numerose ricerche hanno indagato l'origine deiifievinari dimostrando che gl
insetti (Drosophila spp, Apis spp. e Vespa spp.) possono essere vettori di

microrganismi, tra cui i lieviti (Pha#ét al., 1956, Phafet al, 1956b; Stevic, 1962;.
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Lachanceet al, 1994). In passato, l'unica relazione, tra l@lindiretta, fra lieviti
enologici e uccelli e stata ipotizzata da Mortiraeal, (1999) il quale ha definito gli
uccelli come una delle possibile cause di rottueglidacini d’'uva e quindi della
successiva contaminazione batterica ad opera ideglii.

Questi studi hanno dimostrato che i lieviti vingoissono essere diffusi nellambiente
viticolo da diversi fattori, ma non e stata mai tenplato la possibilita che tali
microrganismi potrebbero essere trasportati aludrifdelle zone vitate, anche a
lunghe distanze, attraverso gli uccelli migratori.

Nel presente lavoro, sono stati isolati un totalel2b lieviti e 2702 muffe dalla
cloaca di 349 uccelli. Considerando il numero diidui campionati e il numero di
colture isolate, i risultati ottenuti sono similicauelli mostrati da Cafarchiat al,
(2006a).

Le analisi di restrizione effettuate sulle regidnBS-ITS e 26S rRNA hanno
consentito di suddividere tutti i lieviti in 18 gpi evidenziando una perfetta
corrispondenza fra le due tecniche messe in aitdeonandone l'elevata capacita di
differenziazione dei lieviti a livello di speciegteve-Zarzoset al, 1999; Granchet
al., 1999; Clemente Jimenetal, 2004; Combina&t al, 2005; Zottet al, 2008).

E interessante sottolineare che 8 delle 17 spelgatificate sono comunemente
associate all’'ambiente enologico. Fra queSteserevisiae stato uno dei lieviti piu
isolati e il legame fra questa specie e |'ambientigcolo-enologico € ben
documentato (Beltraet al, 2002;. Valercet al, 2005; Schulleet al, 2005)

L’origine di S. cerevisiaee da tempo oggetto di controversie. Alcuni riceyda

hanno affermato che tale specie, anche se a coaziemi molto basse, risulta
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naturalmente presente nell’ambiente viticolo (Torek al, 1996; Mortimer e
Polsinelli 1999; Mortimer, 2000). Altri studiosiseudono una sua origine naturale
indicando esclusivamente una stretta relaziondale specie e ambienti artificiali
fortemente antropizzati, quali cantine e impiantifermentazioni (Martini, 1993;
Naumov, 1996).

D’altra parte, lipotesi di una naturale diffusiorsnbientale é stata confermata
dall'isolamento di tale specie dagli essudati derge nell’America settentrionale
(Naumovet al, 1998), un habitat molto lontano da fattori eptci e non correlabile
all’ambiente vitivinicolo.

In base a quanto affermato da Mortimer e Polsir{@Bi99),S. cerevisiaenon puo
essere ritenuto un contaminante microbiologico me@®mntrariamente alle spore di
moltissime muffe, tale specie non e veicolata dailte e necessita di un vettore per
poter raggiungere e contaminare le varie parti’alabiente viticolo. Infatti, le
cellule di S. cerevisiaesono raramente isolate da grappoli d’'uva intega i
frequentemente da uve danneggiate (Vaughan-Martihartini 1995; Martiniet al,
1996; Mortimer e Polsinelli 1999) suggerendo ancona volta che gli insetti,
soprattutto api e drosofile possono essere vatidale microrganismo (Stevic, 1962;
Snowdon e Cliver, 1996; Mortimer e Polsinelli, 1R9Recentemente, secondo una
dichiarazione di Loureiro e Malfeito-Ferreira (200i7ceppi diS. cerevisiapossono
essere veicolati anche da uccelli, all'internovdgheto.

In ogni caso, ad oggi, solo un isolato di questecEpe stato rilevato in uccelli
migratori Scolopax rusticolpe valutato sotto il profilo umano-infettivo (Cathia

et al, 2006a).
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Cosi come per altre specie di lievito identificatel presente studio, anct&
cerevisiaee stata caratterizzata da un profilo di restrigidn8S-ITS ad oggi non
riportato in letteratura. Questa specie e univarsate riconosciuta come una delle
piu importanti dal punto vista enologico e poictaaalisi di restrizione del 5.8S-ITS
e fra le tecniche maggiormente impiegate per lidieazione di tale specie, nuove
informazioni su eventuali polimorfismi geneticiulgano particolarmente utili per un
rapido riconoscimento della specie. Altri polimerfii del profilo di restrizione della
regione 5.8S-ITS sono stati evidenziati fercerevisiagFernandez-Espinaet al,
2000; Suzziet al, 2006; Stringiniet al, 2008) cosi come per altre specie di lieviti
(Jameset al, 1996; Kurtzman e Robnett, 2003; Lachaatal, 2003; Solieret al.,
2007; Tofaloet al, 2009) e funghi in generale (Ko e Jung, 2002)i. Viaiazioni nel
profilo di restrizione potrebbero essere attribuisecondo alcuni ricercatori, a
mutazioni intraspecifiche accumulate nelle copié desiddetti “pseudo-geni”
prodotti, in aggiunta a copie funzionali della @y 5.8S-ITS, in seguito ad un
meccanismo evolutivo definito “nonconcerted” (Buarktt al, 1997; Solieriet al,
2007).

H. guilliermondii e A. pullulans rappresentano le altre due specie d’interesse
enologico isolate in maggiore percentuale rispattiotale dei lieviti. La prima, é fra

i lieviti maggiormente isolati nelle fasi inizialdella fermentazione alcolica
(Pretorius, 2000) e secondo numerosi autori puldiref positivamente sul profilo
organolettico di un vino se impiegata come co-statbnS. cerevisiaael processo
di vinificazione (Roja%t al, 2003; Romanet al, 2003; Cianket al, 2006; Moreira

et al 2008). Inoltre, alcuni autori hanno suggerito eheguilliermondii rappresenta
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la specie predominante del gendf@anseniasporanelle aree con climi caldo-
temperati (Castelli, 1954; Zambonelli, 1998). E nistare che questa ipotesi &
perfettamente in linea con i dati ottenuti nel n&ivoro e con quello pubblicato nel
2008 da Romancino e collaboratori, entrambi svoliBicilia, una regione a clima
caldo-temperatoA. pullulans isolata spesso da grappoli e mosti, € ritenuta un
contaminante naturale dell’ambiente viticolo. Reéearente Vergineet al (2010)
hanno messo in luce la capicita da parte di questibo di influenzare il flavour dei
vini mediante la produzione di composti sensorigit@ettivi nei vini rossi (3-metil-
1-butanolo, etil-acetato, etil ottanoato, esandkné-etanolo).

Fra le specie di LIE riscontrate in minore percatell orientalise M. pulcherrima
risultano di particolare rilevanza in quanto camatzate da potenziali caratteri
tecnologici. La prima specie € nota per la sua@tgpdi ridurre il contenuto di acido
malico nei vini (Secet al, 2007; Kimet al, 2008; Ocoret al, 2010), anche in
condizioni di immobilizzazione su specifici suppofHong et al, 2010). M.
pulcherrima e stata spesso testata per la produzione di enzighicosidasici
(Fernandezt al, 2000; Gonzalez-Pombet al, 2008) e proteolitici (Fleet, 2003;
Ganga e Martinez 2004) in grado, rispettivamenitggotenziare le note fruttate dei
vini e di liberare amminoacidi essenziali per loligpo di S. cerevisiadn fase
fermentativa.

Dagli uccelli analizzati sono state isolate angbecge non comunemente associate al
settore enologico di cui quattro risultano appasteral gener€andida C. albicans

e C. glabrataassociate spesso ad infezioni umane (Cafarthéd, 2006; Garciat

al., 2007; Lordet al, 2010);C. inconspicuee C. stellimalicola oltre che potenziali
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patogeni per 'uomo e per gli animali, sono stakeniificate, rispettivamente, come
lieviti dominanti nella fermentazione di bevanddiane ottenute da riso (Tsuyogthi
al., 2005; Jeyaramet al, 2008) e nella fermentazione delle fave di cacaéfrica
occidentale (Jespersenhal, 2005).

Un gruppo di isolati ascrivibili al genef@andidanon é stato identificato a livello di
specie a causa della bassa identita in GenBankh@®ta similarita in BlastN non ha
superato il 97%, per questi lieviti &€ possibiletippare I'appartenenza ad una nuova
specie di Candida spp. (Kurtzman e Robnett, 1998). Sarebbe ausécabi
approfondire la caratterizzazione genotipica e tipica di questi isolati, in quanto
Candida spp. € spesso responsabile di particolari attigiiaimatiche con azione
diretta/indiretta nei processi di trasformazionanehtare (Esteve-Zarzoset al,
1998) oltre che essere comunemente ritenuta urtmgrad per uomini ed animali
(Cafarchiaet al, 2006; Garciat al, 2007; Lordet al, 2010).

Le specieC. aureusC. carnescens C. magnusono state anche esse identificate nel
nostro lavoro ma, sulla base dei dati presentieittetatura, risultano prive di
un’influenza diretta sulla qualita del vino. D'@tparte, sarebbe interessante testare
gli isolati appartenenti a queste specie per uta@nzale attivita antagonistica contro
funghi alterativi e produttori di tossine legati'@hbiente viticolo-enologico (Fleet,
2003a; Fleet, 2003b).

Cosi come per i lieviti anche le muffe isolate Idagccelli hanno restituito
un’elevata biodiversita. Le specie identificate agrincipalmente cosmopolite e
alcune di esse sono in grado di attaccare un gtemero di piante ospitiAl.

alternata € un patogeno opportunistico e generalmente éciassoad alterazioni
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nelle foglie (macchie necrotiche) di oltre 380 spedi piante ospiti (Ezrat al,
2010; Kakalikovéet al, 2009)

Il gruppo di funghi appartenenti ai genfspergilluse Penicillium, nel suo insieme,
puo essere responsabile di malattie secondarie déié, quali marciume dei
grappoli. Inoltre, la loro presenza nelle uve podare alla biosintesi di micotossine
riscontrabili, successivamente, nei vini.

B. cinereaé un fungo necrotrofo che colpisce molte specgetadi; Vitis viniferae
fra i suoi ospiti piu comuni. In viticoltura, € camemente nota come muffa grigia e
associata al cosiddetto “marciume grigidRh. solanie un fungo patogeno di
numerose piante, nella vite pud causare la mortepdgainnesto attraverso la
formazione di marciume radicale in associazione gbnattacchi dei nematodi
(Walkeret al, 1997).

Per affermare che i lieviti e le muffe sono diffusell’ambiente, anche a lunghe
distanze, attraverso gli uccelli migratori, € nesee® considerare i dati raccolti in
relazione (i) alla strategia migratoria degli uticehmpionati; (ii) al valore del GSA
negli uccelli positivi agli isolamenti microbiolagie (iii) alla persistenza temporale
del ceppo GR1 inoculato sperimentalmente nei psiir mantenuti in cattivita nei
nostri laboratori.

Quanto al primo punto, gran parte degli uccelli ifpds ai lieviti e muffe
appartengono a specie che compiono una migraziefieitd “trans-sahariana”,
ovvero uno spostamento dai luoghi di svernamenksul® del Sahara, attraverso |l
deserto, verso zone di riproduzione dell’Europdesétionale (Jenny e Winkler,

1994).
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Un altro dato, in grado di supportare I'ipotesiutia diffusione dei funghi a lunghe
distanze e rappresentato dalle elevate percemtisdiamento dei microrganismi da
uccelli con valori di GSA molto bassi (compresi @a 1). Il grasso rappresenta la
prima fonte di energia dissipata dagli uccelli cieal’attivita di migrazione. Uccelli
con basso contenuto di GSA (pari a 0-1) sono bgichmente obbligati ad
effettuare una sosta per una rapida ripresa dekegee (Cherry, 1982; Bairlein,
1985; Biebach, 1985; Biebadt al, 1986; Moore e Kerlinger 1987; Kuer#t al.,
1991; Lyons e Haig, 1995; Gannes, 2002; Goynetral., 2010). Generalmente, un
migratore trans-sahariano compie dei viaggi comummero minimo di soste ovvero
effettua una sosta quando le sue riserve energetidultano minime (GSA
compreso fra 0 e 1) (Jenny e Winkler, 1994).

Quindi, gli uccelli inanellati con GSA pari a O-btpebbero essere appena arrivati nel
sito di cattura ovvero arrivati da pochissime @enque, i funghi isolati da uccelli
con basso valore di GSA potrebbero essere stapdrtati da luoghi relativamente
lontani rispetto ai siti di cattura. In ogni casoon e possibile escludere una
contaminazione fungina, in loco, degli uccelli appéanellati.

Inoltre, il dato ottenuto dalla valutazione dellargistenza del ceppo GR1 nei
pettirossi puo fornire delle indicazioni sulle diste coperte dalla diffusione dei
funghi. Il ceppo target € stato riscontrato negliealli in esame fino a 12 ore dopo
I'inoculo. Un passeriforme (in condizioni fisioladfie e meteorologiche standard) e
in grado di volare ad una velocita media di cirfkB1/h (Cookeet al,, 1993), quindi

dopo 12 ore di volo potrebbe aver percorso unaiizst pari a 360 km (circa).
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E ipotizzabile, quindi, una diffusione dei lievitia diverse regioni dell'ltalia o
dell’Europa cosi come fra regioni dell’Africa setteonale e la regione Sicilia.

Sulla base dei dati raccolti e delle considerazatva ne sono scaturite, il concetto di
lievito “autoctono” necessita una rivisitazione.

Numerosi studiosi ed enologi sostengono che ognazmedoclimatica possa aver
selezionato nel tempo uno starter autoctono cheangegato nel medesimo areale
d’isolamento, pud condurre a dei risultati enologmgliori rispetto all’impiego di
un lievito commerciale di altra origine geograf(€&amon, 1997; Heard, 1999; Lopes
et al, 2002; Francesaat al, 2010).

Secondo alcuni ricercatori, i lieviti autoctoni uitano legati ad uno specifico
ambiente viticolo o di cantina (van der Westhuie¢ral, 2000; Lopest al, 2002;
Schulleret al, 2005), sono stabili nel tempo (Vezintettal, 1992; Torijaet al.,
2001; Schulleret al, 2005) e sono in grado di dominare, negli annprocesso
fermentativo spontaneo (Frezier e Dubourdieu, 192bateet al, 1998; Cianet al,
2004; Mercadcet al, 2007). Tutto cio supporta I'idea che il “terfopossa influire
sulla qualita di un vino anche a livello microbigico (Renoufet al, 2006; Mazzei
et al, 2010).

Altri studiosi ritengono impossibile definire uapporto temporale stabile fra un
ceppo di lievito e una specifica area geografieamtad meno una sua influenza
ripetuta negli anni sulla qualitd del prodotto timi Non a caso i fattori che
influenzano la composizione di una popolazionetbhagetica, in un dato habitat,
sono numerosi: andamento climatico; grado di matore delle uve (Rosiret al.,

1982); trattamenti fitosanitari (Prakitchaiwattagaal, 2004; Sturmet al, 2006);

135



CAPITOLO 1l

tecnica di raccolta (Martiret al., 1980; Rosinet al, 1982; Pretoriust al, 1999) e
pratiche di sanitizzazione effettuate in cantinge(td et al., 2006).

In tal senso, la diffusione ambientale dei liewdusata dalla migrazione degli
uccelli, puo riguardare soprattutto i ceppi indigenquindi potrebbe indebolire il
legame fra lievito autoctono e uno specifico hdbita'utilizzo del termine
“autoctono” implica un legame temporale fra liewt@orgente d’isolamento del tutto
discutibile. La definizione di “lievito ambientalebvvero di un lievito con una piu
ampia diffusione spaziale e meno vincolato nel twngu una ristretta area
geografica, potrebbe risultare piu appropriata.

La diffusione dei lieviti mediata dagli uccelli pebbe coinvolgere anche gli starter
commerciali, introdotti massivamente e senza atmmirollo, nellambiente viticolo
a causa del loro intenso utilizzo in cantina (Van Westhuizeret al, 2000a; Van
der Westhuizeret al, 2000b; Schulleet al, 2005; Valeroet al, 2005). | lieviti
commerciali, spesso geneticamente modificati, pbeo essere veicolati dagli
uccelli anche in habitat lontani dalla zona di iegm e, attraverso fenomeni di
ricombinazione genetica con i ceppi indigeni, pobexro influenzare e/o alterare
I'ecologia microbica di un determinato habitat. Nancaso, recentemente, alcuni
studiosi hanno sottolineato la necessita di indagénquinamento di natura
microbiologico generato dagli scarti dell'industeaologica (Valercet al, 2005;
Schulleret al.,, 2005)

Nel presente lavoro, tutti gli isolati @. cerevisiaessono stati caratterizzati a livello
di ceppo. Il numero di profili ottenuti con le aisalgenetiche e stato piu basso di

quello stimato sulla base della sorgente d’isolamelm ogni caso, € interessante
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notare che questa specie, cosi come altre, eatiswdinpiamente diffusa sia rispetto
alle specie di uccelli che ai siti di cattura.

Ad ogni modo, le tecniche di strain typing messatiio nel nostro lavoro sono fra
quelle con la piu alta efficienza e ripetibilitagdras e Karst, 2003; Marinangeli
al., 2004; Vaduano e Garcia-Moruno, 2007). Non eBatao, pero, la possibilita di
analizzare i suddetti isolati impiegando altre telee, quali “Pulsed Field Gel
Electrophoresis (PFGE)” e/o “Single-Nucleotide Patyphisms (SNPs) analysis”,
molto piu laboriose di quelle applicate in questad® ma ad elevato potere
discriminante (Solieret al, 2006; Ayoutket al, 2006; Richardst al,, 2009).

Infine, attraverso la caratterizzazione tecnologieaceppi diS. cerevisia@bbiamo
dimostrato che la diffusione ambientale dei fungtun riguarda solo lieviti
potenzialmente applicabili in campo enologico, neche ceppi effettivamente
capaci di fermentare un mosto d’'uva.

Dunque, considerando gli obiettivi prefissati inegto studio, possiamo trarre le
seguenti conclusioni: 1) lieviti tecnologicamentelidi e muffe potenzialmente
fitopatogene possono essere diffuse nellambiesutehe a lunghe distanze, dagli
uccelli migratori; 2) il termine “ambientale” rigal piu appropriato, rispetto
all'espressione “lievito autoctono”, nel definirelieviti indigeni presenti in una
specifica area; 3) e stato evidenziato un nuovdilprdi restrizione del gene 5.8S-
ITS relativamente alla speck cerevisiagd) e stata individuata una nuova possibile
specie appartenente al gendéfandidg 5) € necessario approfondire l'effettivo
potere discriminante delle tecniche interdelta-P@RItiplex-PCR e minisatellities-

PCR per una certa tipizzazione dei ceppcerevisiae

137



CAPITOLO 1l

5. Tabelle e figure

Tabella 1 Famiglie di uccelli positive all’isolamento deirfghi.

e Numero di Numero di uccelli positivi a:
Famiglie di . — T
uccell ucc_:elll _ lieviti muffe lieviti + muffe

analizzati N (%) N (%) N (%)

Sylviidae 217 78 126 52
(35,94) (58,06) (23,96)

Muscicapidae 58 13 35 7
(22,41) (60,34) (12,07)

Turdidae 42 16 25 11
(38,10) (59,52) (26,19)

Hirundinidae 12 2 2 1
(16,67) (16,67) (8,33)

Passeridae 9 4 3 2
(44,44) (33,33) (22,22)

Altri* 11 1 6 1
(9,09) (54,54) (9,09)

Totale 349 114 197 74
(32,66) (56,45) (21,20)

*Include le famiglie delle Fringillidae, Laniida®otacillidae, Oriolidae e Paridae caratterizzate
da un numero di individui pari o inferiore a tre
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Tabella 2. Identificazione molecolare dei lieviti

P.R. 5.8S- Frammenti di restrizione 26S  Frammenti di restrizione Specie (% identit) GenBank
ITS PCR Accession
PCR  Cfal Hadll Hinfl Hinfl Msd Apd number
| 600 180+165+90 430+150 230+175+125 1100  490+490+1 610+360+95 n.d. Aureobasidium pullulang9) HQ641272
Il 550 290+260 460+90 280+270 1100  490+400+190 826+ n.d. Candida albican499) HQ641284
1l 900 380+165+140 660+220 350+260+50 1050 500+220+180 700+370 700+420 Candida glabratg100) HQ641276
v 480 105+90+75+55 450 260+210 1150  490+240+180+130 1000+90 700+390 Candida inconspicug9) HQ641283
v 460 200+180+80 450 220+190+50 1100  490+400+100+90  390+375+285+75 n.d. Candidasp. (95) HQ641271
Vi 525 200+155+130 515 290+220 1100  500+400+180 . nd n.d. Candida stellimalicolg99) HQ641277
VI 520 250+200+70 520 290+170 1160  470+290+210+190 400+370+270 n.d. Cryptococcus aureu®9) HQ641274
Vil 550 280+240 350+90+65 250+250 1100  440+280+22% 425+380+260+75 n.d. Cryptococcus carnesce(9) HQ641265
IX 650 355+295 495+95+60 270+240+140 1100  280+260+150 400+370+270 n.d. Cryptococcus magnuy89) HQ641280
X 650 300+300+50 420+150+90 325+325 1100  490+410+19 610+320+115+75 n.d. Debaromyces hanser{d9) HQ641266
Xl 750 320+310+105 750 350+200+180 1000  415+395+108 610+500+440+100+75  n.d. Hanseniapora guilliermondi{99) ~ HQ641270
Xl 500 115+90+75+55 325+90+75 270+225 1100  500+280 n.d. 700+400 Issatchenkia orientaligL00) HQ641275
Xl 450 130+100+90+85+45  290+125 240+105+105  110(600+350 800+200 n.d. Issatchenkia terricol99) HQ641279
XV 400 205+100+95 280+100 200+190 1100  380+260+240 580+270+140 600+420 Metschnikowia pulcherriméd8) HQ641286
XV 780 220+170+150+130  420+320 440+340 1100  480+260 400+370+270 n.d. Pseudozyma aphid{89) HQ641278
XVI 640 320+240+80 425+215 340+225+75 1100  500+200+ 400+300+250 n.d. Rhodotorula mucillaginosgd9) HQ641269
XVl 850  375+335+140 320+240+170+130  370+130+110 0Ql1 500+220+180 n.d. n.d. Saccharomyces cerevisiéi9) HQ641267
XVII - 825 370+250+150 300+240+160+60 400+200+130 001 500+260+200 400+380+300 n.d. Sporisorium pennisefB7) HQ641273

Tutti i valori riportati in tabella relativi allaesstrizione dei geni 5.8S-ITS e 26S rRNA e all'arfipdizione D1/D2 26S rRNA sono espressi in paiaadii pb)

Abbreviazioni: P.R., profili di restrizione; n.don digerito.

2 Ottenuta mediante analisi della sequenza deliamegd1/D2 26S rRNA su BlastN (Altschet al 1997) in NCBI database.

PHanseniapora guilliermond@ stata identificata anche mediante digestiongeled 5.8S-ITS con 'endonucledsilel confermando i risultati ottenuti da Esteve-Zarzesal (1999).
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Tabella 3. Numero di isolati per ciascuna specie di liewitoelazione alle diverse specie di uccelli

Specie di lieviti Specie di uccelli positivi ai lieviti Totale
(I simboli sottostanti le lettere indicano la strategia atigia degli uccelli) N. (%)
A B C D E F G H I J K M N R
A. pullulans 8 4 1 1 1 15 (12,00)
C. albicans 7 1 2 1 2 1 20(16,00)
C. glabrata 2 2 (1,60)
C. inconspicua 2 1 3(2,40)
Candidasp. 3 2 2 7 (5,60)
C. stellimalicola 2 2 (1,60)
Cr. aureus 3 3 (2,40)
Cr. carnescens 2 2 (1,60)
Cr. magnus 2 1 9 (7,20)
D. hansenii 2(1,60)
H. guilliermondii 1 1 9 1 22 (17,60)
I. orientalis 1 5 (4,00)
. terricola 1 2 3(2,40)
M. pulcherrima 3 3 (2,40)
Ps. aphidis 3 3 (2,40)
R. mucillaginosa 4 (3,20)
S. cerevisiae 2 1 7 2 1 18 (14,40)
Sp. penniseti 2 2 (1,60)
Totale (33,%0) (6,%10) (4,%0) (4,%0) (2,?:10) (3é0) (0,180) (81,é0) (1,260) (1,260) (12,920) (0,80)  (0,80) 89 '
Lieviti
d’interes§e (35,702) (8i5) (1,141) (2,282) ° (1,141) (1,141) (9,786) ° (2,282) (1s1>,472) (1,41)  (1,42) (5;130)
enologico

Lettere: A, beccafico; B, canapino maggiore; C, cannaiblacodirosso; E, forapaglie; F, lui grosso; G,Marde; H, pigliamosche; I, rondine; J, sterpazzdlssterpazzolina;

L, stiaccino; M, usignolo; N, capiaeO, passera sarda; P, passero solitario; Qrgs=tti; R, cinciallegra.

Simboli: «, migratore trans-sahariane; migratore parziale; o, migratore irregolare.

"Lieviti appartenenti alle seguenti spede:pullulans D. hanseniiH. guilliermondi I. orientalis, I. terricola, M. pulcherrima R. mucilaginosa S. cerevisiae
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Tabella 4. Numero di isolati per ciascuna specie di muffeelazione alle diverse specie di uccelli

Specie di muffe

Specie di uccelli positive alle muffe

(I simboli sottostanti le lettere indicano la ségie migratoria degli uccelli)

A B D E F G H | J K L M N O S
[ ] [ ] [ ) [ ] [ ] [ ] [ ] [ ] [ ] [ ] [ ) [ ] [ ) . . . . D [ ]
A| altel’nata 72 21 7 4 13 1 7 73 1 43 36 27 3 23
As. flavus 3 1 1
As. niger 33 2 2 1 4 17 24 25 18 1 7 1 4
As. ochraceus 1 2 6 5 1 1
As. versicolor 13 1 1 1 6 2
B. cinerea 10 2 2
Cl. herbarum 581 150 86 8 102 23 13 227 4 191 141 111 4 16 7 6 77
F. oxysporum 18 12 1 1 19 3 20 17 3 1 1 1 6
G. candidum 2 2
P. chrysogenum 18 8 8 3 11
P. griseofulvum 16 4 1 8 1 1 1 1 2
P. notatum 10 1 2 12 7 2 1
Ph. glomerata 3 1 1 5 3
Ri. solani 1
Ri. stolonifer 3 2 2 1
Totale 780 175 115 39 116 27 21 353 26 293 232 168 12 17 24 6 7 30 103
(28,90) (648) (4,26) (1,44 (430) (0,100 (0,78) (13,06) (0,96) (10,84) (859) (6,22) (0,44) (0,63) (0,89 (0,22) (0,26) (1,11) (3,81)

Lettere: A, beccafico; B, canapino maggiore; C, cannaiblacodirosso; E, forapaglie; F, lui grosso; G Marde; H, pigliamosche; |, rondine; J, sterpazziilssterpazzolina;
L, stiaccino; M, usignolo; N, capinera; O, passenras; P, passero solitario; Q, pettirosso; R, cilegen; S, prispolone.
Simboli: », migratore trans-saharianm,; migratore parziale; o, migratore irregolare.
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Tabella 4 (continuazione). Numero di isolati per ciascunacgpdi muffa in
relazione all diverse¢ specie di ucce

Specie di muffe Specie di uccelli positive alle muffe Totale
(I simboli sottostanti le lettere indicano la stgitn migratoria degli uccelli) . (%)
T ) \% W X Y Z o
Al. alternata 4 1 4 9 7 4 362 (13,39)
As. flavus 5(0,19)
As. niger 1 1 8 149 (5,51)
As. ochraceus 16 (0,59)
As. versicolor 1 2 32 (1,18)
B. cinerea 15 (0,56)
Cl. herbarum 21 15 6 14 37 1846 (68,32)
F. oxysporum 1 1 8 113 (4,18)
G. candidum 4(0,15)
P. chrysogenum 1 4 53 (1,96)
P. griseofulvum 4 42 (1,55)
P. notatum 1 40 (1,48)
Ph. glomerata 1 2 16 (0,59)
Ri. solani 1(0,04)
Ri. stolonifer 8(0,31)
Totale (ffo) (ois) (02,94) (0,622) (0,933) (O,(l)38) (13,115) (25,Z1) 2702

Lettere: T, balia nera; U, averla capirossa; V, lui pia;dlN, canapino; X, balia dal collare; Y, rigogolo;
Z, bigiarellag, usignolo di fiume.
Simboli: », migratore trans-saharians,; migratore parziale; o, migratore irregolare.
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Table 5 Numero e percentuale (fra parentesi) di fungblais dagli uccelli
raggruppati in funzione del valore del GS

Specie di funghi

Numero (%) di funghi
isolati da uccelli con un
valore di GSA pari a:

0-1 2-7
Lieviti totali (n = 125) 73 (58,20) 52 (41,80)
Lieviti d'interesse enologico (n = 72) 46 (63,89) 26 (36,11)
Aureobasidium pullulang = 15) 10 (66,66) 5 (33,34)
Debaromyces hansertii = 2) 2 (100) 0.00
Hanseniaspora guilliermond{n = 22) 10 (45,45) 12 (54,55)
Issatchenkia orientalién = 5) 3 (60,00) 2 (40,00)
Issatchenkia terricoldn = 3) 2 (66,66) 1 (33,34)
Metschnikowia pulcherrimén = 3) 3 (100) 0.00
Rhodotorula mucillaginosén = 4) 4 (100) 0.00
Saccharomyces cerevisige= 18) 12 (66,67) 6 (33,33)
Lieviti d'interesse non enologico (n = 53)31 (58,50) 22 (42,50)
Candida albicangn = 20) 11 (55,00) 9 (45,00)
Candida glabratgn = 2) 0.00 2 (100)
Candida inconspicuén = 3) 2 (66,66) 1(33,34)
Candidasp. (n=7) 3 (42,85) 4 (57,14)
Candida stellimalicolgn = 2) 2 (100) 0.00
Cryptococcus aureus = 3) 2 (66,66) 1(33,34)
Cryptococcus carnescefis = 2) 2 (100) 0 (0.00)
Cryptococcus magnuys = 9) 6 (66,66) 3 (33,34)
Pseudozyma aphid{s = 3) 3 (100) 0.00
Sporisorium pennisefh = 2) 0.00 2 (100)
Muffe totali (n = 2702) 1551 (57,41) 1151 (42,59)
Alternaria alternata(n = 362) 193 (53,27) 169 (46,73)
Aspergillus flavugn = 5) 3 (60,00) 2 (40,00)
Aspergillus nigein = 149) 93 (62,41) 56 (37,59)
Aspergillus ochraceug =16) 10 (62,50) 6 (37,50)
Aspergillus versicolotn = 32) 21 (62,62) 11 (34,38)
Botrytis cineregn = 15) 9 (60,00) 6 (40,00)
Cladosporium herbarurtn = 1846) 1064 (57,62) 782 (42,38)
Fusarium oxysporurfn = 113) 59.62 (67,37) 40.38 (32,63)
Geotrichum candidurtn = 4) 3 (75,00) 1 (25,00)
Penicillium chrysogenunin = 53) 29 (54,71) 24 (45,29)
Penicillium griseofulvuntn = 42) 23 (54,76) 19 (45,24)
Penicillium notatuni{n = 40) 22 (55,00) 18 (45,00)
Phoma glomeratén = 16) 10 (62,50) 6 (37,50)
Rhizoctonia solanfn = 1) 0.00 1(100)
Rhizopus stolonifen = 8) 6 (75,00) 2 (25,00)

*GSA, grasso sL-cutaneo addomine
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Table 6. Profili molecolari dei ceppi dbaccharomyces cerevisiae

Codice  Sorgente d’isolamento GSA Sito di Profili molecolari ottenuti mediante
isolato  (codice uccello) cattura pcr PCR PCR SSR
Interdelta Multiplex

AGAl SED1 DAN4

ULSc24 Canapino maggiore (psl) 1 IL 1 1 1 1 1
ULSc26 Canapino maggiore (ps2) 1 IL 1 1 1 1 1
ULSc28 Stiaccino (ps3) 1 IL 1 1 1 1 1
ULSc29 Stiaccino (ps3) 2 IL 2 2 2 2 2
ULSc30 Sterpazzola (ps4) 2 IL 1 1 1 1 1
ULSc31 Sterpazzola (ps5) 2 IL 1 1 1 1 1
ULSc32 Codirosso (ps6) 1 IL 1 1 1 1 1
ULSc37 Beccafico (ps7) 3 IL 1 1 1 1 1
ULSc139 Beccafico (ps8) 2 U 3 3 3 1 1
ULSc140 Beccafico (ps9) 2 U 3 3 3 1 1
ULSc144  Pigliamosche (ps10) 0 U 3 3 3 1 1
ULSc145  Pigliamosche (ps11) 0 U 3 3 3 1 1
ULSc146  Pigliamosche (ps12) 1 U 3 3 3 1 1
ULSc148  Pigliamosche (ps13) 1 U 3 3 3 1 1
ULSc186  Pigliamosche (ps14) 1 U 3 3 3 1 1
ULSc326  Pigliamosche (ps15) 1 MdV 4 4 4 3 3
ULSc338  Pigliamosche (ps16) 1 U 5 5 5 4 4
ULSc339  Sterpazzolina (psl7) 0 IL 6 6 6 5 5
Numero totale di profili molecolari 6 6 6 5 5

Abbreviazioi: GSA, grasso sub-cutaneo addominale; IL, isolaadipedusa; 1U, isola di Ustica; MdV, Mazara del

Vallo.

L’analisi PCR SSR (Simple Sequence Repeat) ¢ stfgduata mediante I'amplificazione separatagigii DAN4,
AGAl e SED1
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Figura 1. Calo peso delle microfermentazioni inoculate coegpi diS.
cerevisiae
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Abstract

Grapes of “Grillo” variety, used to produce Marsalme, were harvested from five
vineyards different for climatic and agronomic paeders, in order to obtain a first
mapping of lactic acid bacteria (LAB) inhabitingetiproduction area. Marsala base
wine production was followed at large-scale and ®wperimental vinifications,
different for lysozyme and SQroncentration and combination, were carried out at
pilot-plant scale. LAB communities and conventiortdlemical parameters were
periodically analysed. LAB were found on grapesaataverage concentration of
about 16 CFU g* which decreased during the transformation prodesetal of 146
colonies were collected, but only 35 were recoghias presumptive LAB. On the
basis of phenotypic differences and isolation seut6 isolates were then subjected
to genotypic identification and gathered into tl#lofving species:Lactococcus
lactis subsp.lactis, Lactococcus lactis subsp. cremoris, Enterococcus faecium,
Leuconostoc fallax and Sporalactobacillus nakayamae subsp. nakayamae.
Lactococcus lactis subsp.lactis strains was the species most frequently isolated
during winemaking showing the highest resistance@and lysozyme.

Keywords: Lactic acid bacteria; Grillo grapes; Marsala wihgsozyme; SQ
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Riassunto

Il presente lavoro ha avuto lo scopo di analizZaeologia dei batteri lattici (BL)
associata alla varieta d’'uva “Grillo” nell’arealeptoduzione del “Marsala D.O.C.”.

| campioni analizzati sono stati prelevati in cepondenza di diverse fasi
tecnologiche di tre diverse produzioni del vinoll@rimpiegato come base-marsala:
(i) vinificazione su larga-scala; (i) microvinifizione in presenza di SO(iii)
microvinificazione in presenza di lisozima e SOtre processi tecnologici sono stati
monitorati sia da un punto di vista microbiologiclee chimico. La concentrazione
dei BL riscontrata sui grappoli & stata pari 4 WEC/g la quale & progressivamente
diminuita durante i processi di trasformazione. &atati isolati un totale di 146
batteri, di cui solo 35 sono stati presuntivamedantificati come BL. Di queste
colture, 16 sono state selezionate sulla base didfierenze fenotipiche e della
diversa sorgente d’isolamento. Tali colture, susi#@snente, sono state identificate
mediante tecniche genetiche ottenendo le segueesties Lactococcus lactis subsp.
lactis, Lactococcus lactis subsp.cremoris, Enterococcus faecium, Leuconostoc fallax

e Sporalactobacillus nakayamae subspnakayamae.

La specielLactococcus lactis subsplactis € risultata dominante durante i processi di
vinificazione e ha mostrato la piu alta resistealf&0- e al lisozima.

Parole chiave batteri lattici; cultivar Grillo; vino Marsala; lizima; SQ.
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1. Introduzione

| batteri lattici (BL) sono naturali contaminantiiarobiologici delle uve e la loro
capacita di crescita nel mosto e nei vini € siatpassato, ben documentata (Dastis
al., 1985; Bartowskyet al., 2004; Neeleyet al., 2005). | BL hanno un ruolo ben
definito nel processo di vinificazione e le lorothata metaboliche possono
influenzare sia positivamente che negativamentquidita dei vini. Cio dipende,
essenzialmente, dalla specie e/o ceppo di BL e datle della vinificazione in cui
essi sviluppano (Lonvaud-Funel, 1999). La cresdiga BL nel vino puo essere
influenzata da numerosi fattori quali la temperatulrtenore in etanolo, il valore del
pH, la disponibilitd di nutrienti e la concentrazé dell'anidride solforosa (S
(Fugelsang, 1997). Il lisozima (EC. 3.2.1.17, ermimuramidasico) € stato indicato
da alcuni ricercatori come additivo enologico adtdivo alla SQ per controllare la
proliferazione dei BL nei vini e per una corrett@stjone e/o ritardo della
fermentazione malolattica (Gerbawk al., 1997). D’altra parte tale enzima non
presenta la capacita antiossidante dellaeSia sua efficacia dipende dalla sensibilita
del ceppo di BL a tale composto oltre che dal waldel pH, dal contenuto
polifenolico e della S@presente nei vini in cui & addizionato (Bartowskyal.,
2004).

Il presente studio ha avuto I'obiettivo di: (i) lace ed identificare i BL presenti su
uve Grillo e in diverse fasi tecnologiche dellagumione del vino base-Marsala; (ii)
valutare l'influenza che il lisozima e 'SQpossono avere sulla comunita dei BL

durante la vinificazione; (iii) valutare la senéitii dei BL al lisozima e alla SO
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2. Materiali e metodi

2.1. Campionamento dei grappoli, mosti e vini

| grappoli della cultivar Grillo sono stati prelévan cinque vigneti locati nell’areale
di produzione del Marsala D.O.C. (Sicilia, Ital@afaratterizzati da diverse parametri
e condizioni pedoclimatiche. | mosti e i vini sostati campionati durante le
principali fasi tecnologiche relative a tre divevseificazioni (Tabella 1).

Il processo di trasformazione A (su larga scala)ado realizzato presso la “Cantina
Sociale Birgi” (Marsala, TP) seguendo il protocainiendale. Il mosto d’'uva Grillo
(contenente 230.50 gAli zuccheri riducenti e con pH 3.40) é stato inatuicon un
ceppo commerciale Premium Blanc 123Accharomyces cerevisiae (Enologica
Vason, Verona, ltaly) a cui e seguita una fermeatez alcolica termo-controllata
(16-18 °C). Sono state monitorate altre due mienficazioni di uve Grillo
realizzate, presso i nostri laboratori, addiziommandiverse concentrazioni e
combinazioni di S@e lisozima. La sperimentazione B e stata condofsesenza di
25 mg/Ldi SO, libera mentre la microvinificazione C in present2@ mg/L di SQ
libera e 200 mg/L di lisozima. Entrambe le speritagioni sono state effettuate
seguendo lo stesso protocollo messo in atto nétidicazione A ma impiegando
come starter il cepp&accharomyces cerevisiae strain GRA21, appartenente alla
collezione dei lieviti del Dipartimento SENFIMIZOUfiversita degli Studi di

Palermo), inoculato in una quantita di mosto pd®a litri
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2.2. Analisi chimiche

Le analisi chimiche (Tabella 2) sono state reatzzame riportato da Francesaa

al. (2010). Il contenuto di glicerolo, acido malicolatico &€ stato determinato
mediante reazione enzimatica cosi come suggerite wruzioni presenti nel kit

della R-Biofarm (Darmstadt, Germania).

2.3. Conta e isolamento dei batteri lattici

| campioni di uve sono stati analizzati come diwstegdescritto: all’interno di ogni
vigneto sono stati prelevati 20 grappoli, appaména diverse piante, e 500 g di
acini d’'uva, prelevati casualmente in diverse pddi vigneto, i quali sono stati
inseriti in busta sterile, trasportati in laboradogarantendo una temperatura di 4 °C
ed omogeneizzati per 5 minuti alla massima veloai&diante stomacher
(Laboratory Blender Stomacher 400, Seward MediRagno Unito).

| grappoli, i mosti e i vini sono stati sottoposti diluizioni decimali seriali in
soluzione acquosa (0.9% NaCl, p/v) ed aliquote dnllsono state inoculate in
piastre contenenti il terreno colturale Man Rog&arpe (MRS) agar (Oxoid). |
campioni prelevati alla fine delle fermentazioninsostati analizzati su MRS
addizionato con succo di pomodoro (15% v/v) (MRSt un un pH di 4.8.

Tutte le piastre di coltura sono state incubate;andizioni di anaerobiosi, a 28 +
2°C per 5 giorni. L’isolamento delle colture e staffettuato prelevando “random”
diverse colonie sviluppate sui terreni di cresate sono state successivamente
purificate su MRS agar. Tutti i batteri identificatesuntivamente come BL, ovvero

batteri Gram-positivi [analizzati impiegando l'idksido di potassio (KOH) come
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descritto da Gregersen (1978)], catalasi negaswniperando una porzione di
colonia su vetrino porta-oggetti in presenza diuacgssigenata @@,) al 5%), sono

stati mantenuti in MRS broth con glicerolo (30 %w@lla temperatura di -80°C.

2.4. Raggruppamento e identificazione dei battergltici

Tutti i presunti BL sono stati raggruppati in bade loro capacita di produrre G
seguito alla fermentazione del glucosio (Pilehal., 1991).

L’identificazione genotipica e stata effettuata mete sequenziamento del gene 16S
rRNA. Il DNA dei BL é stato estratto seguendo iltodo descritto da Lopea al.
(2003); la reazione di amplificazione e stata pzalia come riportato da Wiesbuetg
al. (1991). Gli ampliconi sono stati visualizzati cwans-illuminatore UV su gel di
agarosio (1.5% p/v) addizionato di bromuro di etidD.5 ul/ml). | prodotti di
amplificazione (1600 pb, circa) sono stati purificaediante QIAquick purification
kit (Quiagen S.p.a., Milano, ltalia) e sequenziatpiegando gli stessi primer della
precedente reazione di amplificazione. Le sequenizeDNA sono state ottenute
mediante metodo “dideoxy chain termination” impieda il “DNA sequencing kit”
(Perkin-Elmer Cetus, Emeryville, CA, USA). Le seqme cosi ottenute sono state
comparate

con quelle presenti in banca dati GenBank/EMBL/DDfiegando il programma

BlastN (Altschulet al., 1997).
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2.5. Sensibilita dei batteri lattici al lisozima ealla SO,

La resistenza dei ceppi di BL al lisozima e alla S@no e stata valutata mediante la
tecnica “well diffusion assay”: le piastre di MR§aa sono state inoculate con 3.0 mi
di MRS soft agar (0.7% p/v di agar) contenenti ®lldi brodo-coltura di ciascun
ceppo, incubato per 12 ore a 28 + 2°C.

All'interno delle suddette piastre di coltura sostati praticati dei fori (diametro 7
mm) opportunamente riempiti con 5@ di soluzione contenente gli inibenti
(lisozima e S a diverse concentrazioni [da 100 a 1600 mg/istizima; da 100 a
1600 mg/l di S@Q lisozima e S@ (contemporaneamente) mantenendo costante |l
contenuto di S@a 100 mg/l e variando quello del lisozima da 1QB&0 mg/l). Le
piastre cosi trattate sono state mantenute a 4¥C6pere per consentire una
diffusione radiale ed omogenea degli inibenti atérno del substrato di crescita.
Successivamente, le piastre sono state incubatenidizioni di anaerobiosi, a 30°C
per 24 h e la sensibilita dei BL al lisozima e &i@ e stata valutata misurando |l

diametro (mm) del relativo alone di inibizione.

3. Risultati

3.1. Analisi chimiche

Le analisi chimiche sono state effettuate sui messiui vini (dalla fermentazione
all'imbottigliamento) relativi alle tre vinificaziu (Tabella 2).

In tutti i processi di trasformazione gli zucchaducenti sono stati completamente
metabolizzati. | vini ottenuti con le microvinifizeoni B e C hanno mostrato valori di

pH, rispettivamente, pari a 3.53 e 3.55; il pHab relativo al processo industriale
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e stato leggermente piu baso (pH 3.34). Tutti i @malizzati hanno mostrato bassi
valori di acidita volatile; I'acido lattico e statalevato esclusivamente nella
lavorazione su larga scala mentre I'acido maliootuiti e tre i casi, non ha subito
variazioni significative. Il contenuto di etanoladeglicerolo € stato piu alto nei vini
sperimentali rispetto a quello industriale; la cemitazione di S@ totale, in
corrispondenza dell’imbottigliamento, e stata séniil tutti i vini mentre nel vino A e
stata registrata una quantita piu alta di; $i®era. Durante le vinificazioni A e B

sono stati registrati incrementi relativi al contemtotale di polifenoli.

3.2. Conta, isolamento e identificazione dei battelattici

Tutti i risultati relativi alla conta dei presuBL sono riportati in tabella 3. La gran
parte dei grappoli ha mostrato una carica micropma 1G UFC/g, fatta eccezione
per il campione GR1 (1.0 + 0.3 x LFC/g). Nel mosto impiegato per le due
microvinificazioni & stata registrata una caricétdrica di 1.1 x 1DUFC/ml che &
diminuita, dopo la chiarificazione, fino a 1.2 x W&C/ml. Quanto al mosto relativo
al processo industriale, la concentrazione deiyme8L & stata pari a ZQFC/m.
Durante i 21 giorni di fermentazione alcolica,ohtenuto di BL e stato compreso fra
3.1 — 6.3 UFC/ml (vinificazioni A e B) e pari a 1810 UFC/ml (vinificazione C).
In generale la concentrazione dei BL € stata nmtsa sia nei vini sperimentali (da
Bl a B4 e da C1 a C4) che in quello industriale)(AAdche se questo ultimo ha
fornito una carica microbica piu alta dei vini Spegntali.

Dalle piastre di coltura relative a ciascun campisono state isolate mediamente 5

colonie ottenendo un totale di 156 colture. Di dqeesolo 31 isolati sono stati
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identificati presuntivamente come BL (Gram +, cadalnegativi e privi di spore)
mentre altri 4 batteri (Gram + e catalasi negatiajino mostrato capacita di formare
spore. Sulla base della produzione di,G®seguito alla metabolismo del glucosio,
tutti i 31 isolati sono stati classificati come BImofermentanti; i restanti 4 isolati
sono risultati eterofermentanti.

Sulla base della produzione di €@ della sorgente d’isolamento, sono stati
selezionati ed identificati geneticamente un tothl&6 BL (Tabella 4), ottenendo le
seguenti specig:actococcus lactis subsplactis, Lactococcus lactis subspcremoris,
Enterococcus faecium, Leuconostoc fallax e Sporolactobacillus nakayamae subsp.

nakayamae.

3.3. Sviluppo dei batteri lattici in presenza di lsozima e SQ

| sedici ceppi di BL sono stati valutati per ladarapacita di crescita in presenza di
differenti concentrazione degli inibenti (Tabella 4a gran parte dei ceppi dlic.
lactic subsplactis (5 ceppi su 8) sono risultati resistenti a 200lmdlisozima, fatta
eccezione del ceppo Ym231 resistente fino a 800 didale composto. | ceppi di
Ln. fallax hanno mostrato la piu alta resistenza al lisozimguanto sono stati in
grado di sviluppare in presenza di 1600 mg/l direaz D’altra parteS. nakayamae
subsp.nakayamae € stata caratterizzata dalla piu bassa resistantzde inibente.
Quanto alla capacita di crescita in presenza di 8(i i lattococchi, enterococchi e
un ceppo diLn. fallax hanno mostrato un’elevata resistenza (crescita dirl600
mg/l). S. nakayamae subsp.nakayamae e un ceppo din. Fallax hanno mostrato la

piu bassa resistenza alla SO presenza combinata di entrambi gli inibentttiti
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ceppi, ad eccezione Ht. lactis subsp.cremoris, sono stati in grado di crescere fino

a 1600 mg/l di lisozima e 100 mg/l di @nantenuti costanti).

4. Discussione

Il presente lavoro ha avuto lo scopo di carattareza popolazione dei BL associata
all'uva Grillo e alla produzione del vino base-Malesoltre che valutare la resistenza
dei ceppi isolati a due importanti additivi enoldgguali il lisozima e la S©

Sono stati monitorati da un punto di vista chimeamicrobiologico tre diversi
processi produttivi;. una vinificazione industriale due microvinificazioni
sperimentali in cui & stata valutata I'influenza ld®zima e della S@sulla comunita

di BL.

| campioni, analizzati secondo metodi “culture-degent”, sono stati prelevati prima
e durante le fasi di fermentazione alcolica, casine in fase di affinamento in
acciaio e di imbottigliamento. La carica dei BLcositrata sui grappoli € stata molto
bassa, ma in linea con i dati riportati in altudit(Fleet, 1993; Fugelsang, 1997). La
concentrazione dei BL & diminuita durante la fertagione alcolica fino a
raggiungere valori molto bassi (meno di 10 UFC/md)la fase di affinamento e
d’'imbottigliamento dei vini.

Anche se il numero di colonie isolate é stato red@abente consistente, sono stati
presuntivamente identificati come BL solo 35 isiolat

Questo dato mette in luce le difficolta, che spesisbanno, nell’isolare i BL da

matrici enologiche e, per tale ragione, molti sbsdihanno suggerito la necessita di
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effettuare un pre-arricchimento dei campioni ed iegpre metodi di analisi sia
“culture-dependent” che “culture-independent” (Baal., 2006).

Considerando le differenze fenotipiche fra gli &ble le diverse sorgenti
d’isolamento, sono stati selezionati 16 ceppi dj Blentificati a livello di specie. Di
questi, i lattococchi L. lactis subsp. lactis e Lc. lactis subsp. cremoris)
rappresentano il gruppo piu frequentemente isotatorrispondenza di quasi tutte le
fasi tecnologiche delle tre vinificazioni monitaatSebbend.actococcus spp. sia
stato gia rilevato nell’ambiente viticolo (Yanagigaal., 2008; Baeet al., 2006),
nessun dato, ad oggi riportato, ha indicato lages di questo genere durante il
processo di vinificazione. Fra le specie identiiigasono stati identificati anche
faecium e Ln. fallax ma riscontrati esclusivamente in fase pre-fernimsaia

In questo lavoro, e interessante notare la preselefia specie sporigenaS
nakayamae subsp nakayamae. Ad oggi, tale specie € stata isolata esclusivaenéa
grappoli in vigneti australiani (Baat al., 2006) e in terreni vitati della Korea (Chang
et al., 2008) ed il presente lavoro rappresenta il pritrtovamento diS. nakayamae
subsp.nakayamae in fase di affinamento dei vini o piu in generalarante la
vinificazione. Questo BL e stato isolato soltantellan fermentazione della
vinificazione industriale la quale ha previsto Iprago di uno starter commerciale
sotto forma di coltura liofilizzata. Il ceppo comrokle potrebbe aver rappresentato
la fonte di inoculo/contaminazione @& nakayamae subsp.nakayamae nel vino
industriale in quanto, recentemente, e stato diratzstthe i preparati liofilizzati di
lieviti commerciali ad uso enologico sono spessaaminati da BL a concentrazioni

anche di 1HUFC/g (Scartezzingt al., 2009).
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In ogni caso, l'isolamento di due ceppi $inakayamae subsp.nakayamae risulta
tecnologicamente interessante. Il geneéjaorolactobacillus comprende batteri
sporigeni in grado di produrre, per via omofermewsa acido lattico (Yanagidet
al., 1997) ma nonostante cio essi non sono mai isztisi nel gruppo dei batteri
lattici (Baeet al., 2006). D’altra parte, la capacita di produrrerspdetermina un
importante vantaggio ecologico per questa specguanto questi batteri potrebbero
sopravvivere anche in condizioni avverse come qugdinerate da bassi pH ed da
elevate concentrazioni di etanolo e polifenoli neni. In tal senso, sarebbe
opportuno approfondire il ruolo di tale specie &larione alle matrici alimentari
fermentate come il vino.

Quanto alle analisi chimiche, non sono state regestdifferenze significative fra le
tre vinificazioni e i relativi vini hanno presentavalori dei principali parametri
chimici del tutto paragonabili a quelli delle vicdizioni commerciali, realizzate in
Sicilia.

Tutti i ceppi identificati sono stati testati pea lloro resistenza a diverse
concentrazioni di lisozima e $0Grazie alla sue potenziali applicazioni in campo
alimentare, nei suddetti test sono stati inclusihani ceppi diS. nakayamae subsp.
nakayamae. Il lisozima ha presentato una piu capacita dimdne rispetto alla S§
soprattutto suS. nakayamae subsp.nakayamae. Lo sviluppo diE. faecium e Lc.
lactis non sembra essere stato influenzato dalla preskmnzamposti testati.

E importante sottolineare il fatto di aver rilevégpresenza dic. lactis in numerose
fasi delle vinificazioni, fino all’imbottigliamentadi tutti i vini. Poiché il vino

rappresenta, per tale specie, una sorgente d’igoimmdel tutto insolita, sarebbe
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opportuno approfondire le caratteristiche metabelidei nostri ceppi dic. lactis.
Infatti, nessun dato in letteratura indica la c#pada parte di questa specie di
resistere e/o sviluppare a concentrazioni elevatgatholo come quelle presenti nei
vini (Stiles e Holzapfel, 1997). Ad oggi tale speéi stata riscontrata solo su uve e/o
nell’ecosistema viticolo (Baet al., 2006). Anche se nel nostro lavoro, i lattococchi
sono stati isolati a concentrazioni (< 10 UFC/mile aquale questi batteri non
potrebbero causare alterazioni dei vini, non é stdudere che, in condizioni di alti
valori di pH e basse acidita totali dei vini (tipe condizioni tecnologiche dei vini
siciliani), e considerata I'elevata resistenzaisdidima e S@non all’etanolo, questi
BL potrebbero proliferare inficiando la qualita d@ii.

In generale, elevate concentrazioni di BL nei vasclusa la fase di fermentazione
malo lattica, possono risultare potenzialmente daearper la qualita del prodotto in
quanto essi sono in grado di degradare vari compasii acidi citrico e glicerolo
alterando la qualita del prodotto finito (Coebial., 2005).

Nel nostro studio non stati isolari BL apparteneaika specieOenococcus oeni, il
principale attore della fermentazione malo-latt{dan Vuuren e Dicks, 1993).
D’altra parte, tutto cio € in linea con i paramefnimici che non hanno evidenziato
nessuna variazione del contenuto di acido maliabélla 2), tranne che una limitata
presenza di acido lattico nel vino industriale.ltirep ad eccezione dei ceppi ldn.
fallax, nessun degli isolate e risultato eterofermentativ

Concludendo, le due vinificazioni sperimentali neenno prodotto effetti negativi

sulla composizione e concentrazione dei batteticiaturante il processo produttivo
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e il livello chimico-microbiologico compositivo devini sperimentali e stato

perfettamente in linea con quello ottenuto neltafidazione industriale.
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5. Tabelle

Tabella 1.Schema di campionamento rela ai processi ovinificazione

Processo d Mosto Fermentazione alcolica Affinamento in acciaio Imbottigliamento
vinificazione appena -\ icae o O 1472l 17°giormo  32°giorno  78° giorno

pressato giorno giorno giorno glorno
Vinificazione A A0 n.p. np. FAZ np. FA4 AL A2 A3 M
Microvinificazione B o " I B1 B B3 B4
Microvinificazione C Cl C2 C3 C4

Vinificazione industriale effettuata in presenz&2@img/l di SQ libera

® Microvinificazione effettuata in presenza di 25/hatj SO, libera

¢ Microvinificazione effettuata in presenza di 20/hj SO, libera e 200 mg/! di lisozima
n.p., non prelevato
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Tabella 2 Composizione chimica dei mosti e dei vini relasila vinificazione industriale (A) e

alle microvinificazioni (B e C

Zuccheri Acido  Acido . SO Estratto Tannini
Campioni  pH riduttori  ATT? AVP malico  lattico Etanolo - Gliceralo S0, totale libera  secco  PT (ppm
(% viv) (mg/l)  (mgll) .
(afl) (o/l) (a/l) (mg/)  (ofl) catechine)
A0 340+0.01 230.50+0.04 5.00+0.01 n.d. 1.08+0.0h.d. n.d. 1.33:0.04 48.00+0.18 16.00£0.01 20.3030.382.00+0.87 15.40+0.80
Al 3.324¢0.01 150+0.04  5.00£0.01 0.23+0.01 0.8530.00.45+0.01 13.56+0.03 5.56+0.04 51.00+0.09 15.00+ 20.60+0.12 340.00+0.87 15.40+0.61
A2 3.39+0.01 1.60+0.03  5.200.01 0.25+0.01 0.913#0.00.41+0.02 13.56+0.07 5.92+0.02 58.00+0.12  15.008021.90+0.09 382.00+1.25 16.20+0.42
A3 3.39+0.00 1.60+0.05  5.20+0.03 0.28+0.01 0.9130.00.43+0.01 13.56+0.03 5.85+0.02 66.00+0.10 17.00%#021.60+0.12 398.00+0.98 16.40+0.60
Ad 3.34+0.01 1.60+0.01  5.40+0.02 0.24+0.01 0.9532.00.43+0.01 13.61#0.05 5.89+0.01 99.00:0.18 35000k 22.90+0.05 384.00+1.45 16.20:0.41
MO 3.48+0.00 261.40+0.04 6.500.01 n.d. 0.97+0.02.d. n n.d. 2.84+0.01 46.00+0.22 17.00+0.05 28.60+0.363.00+1.02 32.70+0.18
B1 3.50+0.01 1.10+0.05  6.40#0.05 0.20+0.01 1.3020.0n.d. 15.80+0.08 9.00£0.01 81.00£0.31  23.00+0.03.3@+0.08 334.00£0.89 15.70+0.21
B4 3.53+0.01 1.10+0.01  6.00£0.03 0.18+0.01 1.1720.0n.d. 15.80+0.01 9.00£0.02 92.00+017  28.00+0.02.92¢D.09 379.00+1.22 17.60+0.20
C1 351+0.01 1.40+0.03  590+0.02 0.26+0.01 1.20#0.0n.d. 15.80+0.02 9.50£0.04 98.00£0.12  24.00+0.08.8@+0.02 341.00+1.09 15.00+0.20
c4 3.55+0.00 1.40+0.03  5.60+0.02 0.28+0.01 1.1720.0n.d. 15.80+0.02 9.50£0.04 102.00+0.10 25.00+0.28.90+0.02 338.00:0.96 15.20+0.21

*ATT, acidita totale titolabile (gdi acido tartarico)
PAV, acidita volatile (g/l dacido acetico)

°PT, polifenoli totali (ppm di acido gallico)

n.d., non determinato (valore < al limite di rilewanto del metodo)
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isolati da uvemosti e vini

CAPITOLO IV

Campionf UFC/g (mlf Isolati
GR1 1.0 (+0.3)x 10 1
GR2 6.7(x0.4)x 1 0
GR5 1.0 (+0.4) x 1B 2
GR7 1.1(x02)x 1D 0
GR9 1.2 (+0.4) x 1B 0
GR10 4.2 (x0.3)x 10 0
GR12 27(x02)x 1 0
GR15 4.0(+x0.1) x 10 0
GR26 2.3(+0)x 10 0
AO 1.0 (+0.4) x 16 1
FA2 1.6 (+0.1)x 10 0
FA4 1.8 (+0.1)x 10 0
Al 1.3(x0.2)x 10 3
A2 5.0 (+0.1) 4
A3 2.0 (+0.1)x 10 2
A4 5.0 (+0.1) 3
MO 1.1(+0.2) x 16 7
M1 1.2 (+0.1)x 10 4
F1 6.3(+0.2) 1
F2 4.0 (+0.1) 1
F3 6.0 (+0.1) 0
F4 3.1(+0.1) 1
B1 1.0 (£0.1) 0
B2 1.0 (+0.1) 1
B3 1.0 (£0.1) 0
B4 4.0 (+0.2) 1
Cc1 1.0 (£0.1) 1
C2 2.0 (+0.1) 1
C3 3.1(x0.2) 1
C4 3.0 (+0.1) 1

& GR, grappolo; A0, mosto appena pressato dellaiv@difone industriale; FA2, FA4, fermentazione dltmlrells
vinificazione industriale; A1-A3, affinamento delne industriale; A4, imbottigliamento del vino irgluale MO,
mosto appena pressato nelle microvinificazioni; Mdgsto appena chiarificato nelle microvinificaziomil-F4
fermentazione alcolica nelle microvinificazioni; #8B, affininamento del vino nella microvinificazienB; B4,
imbottigliamento del vino nella microvinificazior®; C1-C3, affinamento del vino nella microvinifidane C;C4

imbottigliamento del vino nella microvinificazior@
®| risultati sono espressi in grammi per i grapjeoi millilitri per i restanti campioni.
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Tabella 4. Specie di batterici lattici e relative resistenkksazima e alla S.

Produzione ldentita Lisozima SO, Lisozima e
Campioni Ceppi g:uigé %a Specie Accession rfo. (%) (mg/°  (mglP SO, (mg/l)f
F1 vml99 - Lactococcus lactis subsplactis HM638430 97 200 1600 1600
C1 Vm209 - Lactococcus lactis subsplactis HM638422 98 200 1600 1600
C2 vml4l - Lactococcus lactis subsplactis HM638416 99 200 1600 1600
C3 vmll5 - Lactococcus lactis subsplactis HM638420 97 200 1600 1600
C4 vmll8 - Lactococcus lactis subsplactis HM638419 99 100 1600 1600
B4 vm23l - Lactococcus lactis subsplactis HM638431 98 800 1600 1600
Ad vm214 - Lactococcus lactis subsplactis HM638423 99 200 1600 800
GR1 Vm79 - Lactococcus lactis subsplactis HM638418 99 400 1600 400
MO Vm72 - Lactococcus lactis subspcremoris HM638424 99 200 1600 800
F4 vml180 - Lactococcus lactis subspcremoris HM638425 99 400 1600 400
MO Vm3 - Enterococcus faecium HM638426 99 800 1600 1600
B2 vml37 - Enterococcus faecium HM638421 98 800 1600 1600
A0 vml62 + Leuconostoc fallax HM638428 98 1600 1600 1600
GR5 vml8l + Leuconostoc fallax HM638429 98 1600 200 1600
Al Vm28A  — Sporolactobacillus nakayamae subsp. HM638417 99 100 800 1600
nakayamae
Al Vm28B - Sporolactobacillus nakayamae subsp. HM638427 98 100 800 1600

nakayamae

@ Accesion number ottenuti depositando le sequenze6@rRNA presso la GenBank/EMBL/DDBJ
®| risultati della resistenza al lisozima e alla,%0no riferiti alla piti alta concentrazione alla lgué stata registrato sviluppo microbico
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