La dominanza dello starter
Il lievito inoculato prevale sempre in vinificazione?
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Il mosto d’uva é un substrato naturale ricco di lieviti che derivano dalle uve o dallo stesso
ambiente di cantina e che possono compartecipare, insieme allo starter inoculato,

o addirittura dominare durante il processo fermentativo. Per salvaguardare
I'obiettivo principale della fermentazione inoculata, diventa di fondamentale importanza
che lo starter inoculato domini durante il processo fermentativo.

Per raggiungere questo risultato, tra i parametri selettivi di una coltura starter
e stato di recente introdotto il carattere “dominanza dello starter”.

I’uso di colture starter selezionate per la vinifica-
zione ¢ una pratica che si ¢ ampiamente diffusa per
sfruttare caratteristiche peculiari di determinati ceppi
di lievito. L’uso di colture starter in tutte le aree vitivi-
nicole del mondo rappresenta un importante vantaggio
per la produzione del vino, in quanto permette di sfrut-
tare caratteristiche peculiari ¢ proprie di determinati
ceppi di lievito per la produzione di vini con qualita or-
ganolettiche desiderate, ma anche riproducibili e co-
stanti. I ben noto, infatti, che i lieviti giocano un ruolo
rilevante nella determinazione della composizione chi-
mica del vino: durante la fermentazione metabolizzano
gli zuccheri e gli altri composti presenti nel mosto in
etanolo e centinaia di prodotti secondari, che contri-
buiscono a conferire originalita e peculiarita al carat-
tere del vino [1].

Sebbene i lieviti Saccharomyces siano presenti in
frequenza bassa sulle uve, la predominanza di S. cerevi-
scae nelle fermentazioni ha portato al suo riconosci-
mento come principale lievito vinario, e vari ceppi di
questa specie sono commercializzati come colture star-
ter per laproduzione di vino. Durante la fermentazione,
i vinificatori possono modulare in modo creativo il ca-
rattere e la qualita del vino, anche attraverso una ge-
stione ottimale del lievito, e al tempo stesso possono
“modellare” strategicamente i vini in base ai cambia-
menti di mercato [2].

In ogni caso, la cultura starter inoculata deve essere
in grado di competere con i lieviti indigeni natural-
mente presenti nel mosto d’uva [3, 4] e, se non si in-
staura una dominanza assoluta dello starter inoculato,
anche ivini prodotti dall’aggiunta di colture starter pos-
sono essere il risultato di una fermentazione mista.

Si presume generalmente che i lieviti indigeni siano
soppressi dallo starter, tuttavia, diversi studi hanno di-
mostrato che i lieviti indigeni possono ancora parteci-
pare alla fermentazione inoculata [4], conferendo la
loro impronta metabolica. Infatti, la dominanza dei
ceppi inoculati non viene sempre assicurata, ma potra
dipendere dalle specifiche condizioni di vinificazione,
come la quantita e la vitalita dell’inoculo ed il suo cor-
retto uso, ¢ dalla tecnologia impiegata nella vinifica-
zione, oltre che dalla capacita di interazione con gli altri
microrganismi [5].

Figura I - Percentuale di dominanza dei singoli ceppi inclusi
nello starter misto durante la fermentazione.
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Studi recenti  suggeri-
scono che il comportamento
dominante di S. cerevisiae si
manifesti quando il ceppo
percepisce la presenza di altri
lieviti [6].

Quando si utilizzano par-
ticolari colture di lievito per
ottenere un carattere o uno
stile speciale nel prodotto fi-
nale, ¢ necessaria una cre-
scita dominante del ceppo
inoculato, per cui I'abilita
dello starter inoculato di
competere con i lieviti indi-
geni del mosto diventa un pa-
rametro fondamentale. Solo
se questa condizione ¢ garan-
tita, lo starter inoculato puo
produrre I'effetto desiderato nel prodotto finale.

La valutazione del carattere “dominanza” del ceppo
starter di S. cerevisiae nel processo di vinificazione ri-
chiede lo sviluppo di tecniche che possano chiaramente
differenziare il ceppo inoculato dai ceppi presenti nel
mosto d’uva.

Metodi molecolari, come I'analisi di restrizione del
DNA mitocondriale (mtDNA) ¢ 'amplificazione di re-
gioni specifiche del genoma di S. cerevisiae, come la re-
gione interdelta, sono risultati strumenti utili per il
controllo microbiologico del processo fermentativo al
fine di valutare il livello di dominanza della coltura star-
ter. In questo articolo, riportiamo i risultati di prove di
fermentazione condotte in laboratorio ¢ su scala pilota
in cantina impiegando miscele di ceppi diversi di 5. ce-
revisiae, al fine di valutare il carattere “dominanza” di
ciascuno dei ceppi inclusi nello starter misto. Inoltre,
I’analisi delle componenti volatili dei vini ottenuti per-
mettera di valutare, oltre all’influenza del lievito starter
sull’aroma del vino, I’esistenza di una potenziale corre-
lazione tra livello di dominanza del ceppo e influenza
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Figura 2 - Confronto tra i vini sperimentali per il contenuto di isobutanolo, acetaldeide
e n-propanolo (mg/L) nei vini sperimentali.
[ risultati sono riportati come media delle due repliche per campione.

sulle caratteristiche organolettiche del vino.

| risultati ottenuti

Per dimostrare I'importanza del carattere “domi-
nanza” come parametro essenziale per la selezione di
colture starter, la capacita di guidare le fermentazioni
inoculate ¢ stata valutata in fermentazioni condotte uti-
lizzando miscele di ceppi selvaggi di S. cerevisiae, iso-
lati da fermentazione spontanca di diverse uve ¢
appartenenti alla collezione dei Lieviti Fermentativi
dell’Universita della Basilicata.

Una prova ¢ stata condotta su scala di laboratorio,
utilizzando uno starter costituito da una miscela di di-
versi ceppi di lievito. Durante il processo di fermenta-
zione sono stati isolati numerosi lieviti, che sono stati
caratterizzati mediante tecniche molecolari, note per
essere estremamente veloci ed efficienti.

Nei vini sperimentali ottenuti sono stati determinati
per gascromatografia i principali composti aromatici
per valutare I'influenza dei diversi starter sul bouquet
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Tabella 1 - Composti secondari (mg/!) determinati nei vini sperimentali..
1 risultati sono riportati come media delle due repliche per campione + DS.
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finale del vino, in funzione della dominanza di ceppo.

Tre ceppi di S. cerevisiae (S-365, S1-59, S3-80),
precedentemente selezionati per buona attitudine eno-
logica, sono stati inoculati in 400 mL di mosto Aglia-
nico come colture starter miste costituite da due ceppi
in diverse combinazioni, in confronto alle fermenta-
zioni condotte con i singoli ceppi. Il livello di “domi-
nanza” di ciascun ceppo incluso nello starter misto ¢
stato valutato mediante analisi molecolare dei lieviti iso-
lati dai campioni a diversi intervalli di tempo (1,5 ¢ 9
giorni) durante la fermentazione.

Da ogni campione in fermentazione mista sono stati
isolati 40 lieviti che, dopo estrazione del DNA, sono
stati sottoposti ad amplificazione delle sequenze inter-
delta, una tecnica molecolare molto utile per discrimi-
nare ceppi di S. cerevisiae.

I profili molecolari degli isolati sono stati confron-
tati con quelli dei tre ceppi. I risultati della dominanza
sono riportati in Figura 1 come percentuali di presenza
dei due ceppi che costituiscono ogni starter.

Come si puo notare, dopo un giorno di fermenta-
zione i due starter misti hanno esibito lo stesso com-
portamento, con una percentuale pressoché uguale di
dominanza di ciascuno dei due ceppi che costituiscono
lo starter misto. Successivamente, man mano la fermen-
tazione procede, si evidenziano differenze significative
nella percentuale di dominanza. Cosi, nella fermenta-
zione inoculata con lo starter misto S-365+S1-59 gia
al quinto giorno il ceppo S1-59 predomina col 97.5%
e a fine fermentazione rimane I'unico ceppo presente.
Analogamente il ceppo S-365 (in coltura mista con il
ceppo $3-80) dopo pochi giorni di fermentazione ¢ ri-
sultato presente in bassissima percentuale e a fine pro-
cesso ¢ risultato assente, con dominanza quindi del
ceppo S3-80.

Da queste due fermentazioni emerge che il ceppo S-
365, pur essendo dotato di buone caratteristiche eno-
logiche, in fermentazione mista esibisce una scarsa
capacita di dominanza ¢ quindi in fermentazione ino-
culata come starter singolo potrebbe avere problemi di
competizione con i Saccharomyces indigeni. I due
ceppi S1-59 e $3-80 hanno esibito un buon livello di
dominanza e quindi potrebbero essere degli ottimi can-
didati per fermentazione inoculata.

La fase successiva ha riguardato I’analisi dei vini ot-
tenuti dalle fermentazioni singole e miste, mediante
analisi gas-cromatografica, al fine di individuare diffe-
renze significative nella qualita aromatica dei vini in
funzione degli starter inoculati e della percentuale di
dominanza dei ceppi.

Per validare il risultato, le fermentazioni sono state
condotte in doppio per ogni combinazione di starter e
in Tabella 1 sono riportati i dati, come media e devia-
zione standard (DS), del contenuto dei principali com-

posti secondari nei vini ottenuti dalle fermentazioni sin-
gole e miste.

L’'importanza della capacita di dominare

[’esame dei dati dimostra che la capacita dello star-
ter di dominare determina il contenuto dei diversi com-
posti secondari, influenzando la qualita organolettica
finale del vino.

In particolare, confrontando i vini prodotti con gli
starter misti con quelli ottenuti con i corrispondenti
ceppi in fermentazione singola si rileva che la qualita
organolettica finale ¢ significativamente influenzata
dallo starter che ha dominato il processo.

La Figura 2 mostra il confronto tra i vini sperimen-
tali per il contenuto di isobutanolo, acetaldeide e n-pro-
panolo, riportando i risultati come media delle due
repliche per campione. Si nota che in entrambe le fer-
mentazioni miste, la qualita organolettica dei vini otte-
nuti ¢ riconducibile al profilo analitico del ceppo di 5.
cerevistae che ha dominato. Particolarmente evidente ¢
il caso dell’isobutanolo che in fermentazione singola
col ceppo S-365 ¢ stato prodotto in quantita elevate,
pari a circa 100 mg/1, mentre gli altri due ceppi (S1-
59 e §3-80) in fermentazione singola hanno prodotto
circa la meta.

Nei due vini prodotti con gli starter misti, S-
365+S1-59 e S-365+53-80, il contenuto di isobuta-
nolo ¢ risultato pari a quello prodotto dai due ceppi
S1-59 ¢ S3-80 in fermentazione singola, confermando
la corrispondenza con la scarsa dominanza del ceppo S-
365, ritrovata mediante analisi molecolare. I dati ana-
litici, convalidando i risultati ottenuti dalla valutazione
molecolare della dominanza dei ceppi in coltura mista,
sottolineano I'importanza di questo parametro (capa-
cita di dominare) nella selezione dei ceppi starter.

Un altro fattore che evidenzia 'importanza del pa-
rametro “capacita di dominare” dello starter riguarda
I"uso di lieviti indigeni selezionati per la produzione di
vini privi dell’aggiunta di solfiti. E pratica comune in
vinificazione aggiungere anidride solforosa al mosto
inoculando colture starter selezionate in modo da eli-
minare o minimizzare 'influenza dei lieviti natural-
mente presenti. Da alcuni anni si ¢ pero diffusa
un’attenzione sempre crescente rivolta alla produzione
di vini a ridotto contenuto di SO9, che puo provocare
reazioni allergiche, in particolare in soggetti sensibili.
In conseguenza di cio, gli operatori del settore vitivini-
colo da diversi anni sono interessati alla produzione di
vini a ridotto contenuto di solfiti.

Poiché questi composti sono prodotti naturali del-
Iattivita metabolica del lievito vinario principale, S. ce-
revistae, non si puo pensare di produrre un vino senza
solfiti, ma solo un vino privo dell’aggiunta di solfiti.
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In questo contesto, I'uso
di colture starter selezionate
di$. cerevisiae, dotate di una
elevata dominanza, puo gio-
care un ruolo importante per
garantirne la predominanza
sui lieviti selvaggi. Pertanto,
nel nostro studio, sono stati
scelti due ceppi di S. cerevi-
stae risultati dominanti in
precedenti prove su scala di
laboratorio, dotati di elevato
vigore fermentativo e basso-
produttori di anidride solforosa.

I due ceppi, S-21 e S-40, sono stati saggiati come
starter misto in fermentazione di Aglianico del Vulture
su scala pilota (400 L) in cantina.

Sono state condotte due prove, con e senza aggiunta
di anidride solforosa, e la “dominanza” dei due ceppi ¢
stata saggiata mediante analisi molecolare di lieviti iso-
lati dalle due prove durante il processo fermentativo a
diversi intervalli di tempo (dopo 5 giorni ¢ a fine fer-
mentazione). I risultati, riportati in Tabella 2, eviden-
ziano che nella fermentazione con aggiunta di anidride
solforosa, oltre ai due ceppi inoculati come starter
misto, a fine fermentazione ¢ stata registrata la domi-
nanza (48%) di lieviti indigeni (21 profili molecolari di-
versi). Diversamente, nella fermentazione senza
aggiunta dell’antimicrobico, a fine processo si ¢ regi-
strata la dominanza dei due ceppi componenti lo star-
ter, S-21 e S-40, con percentuale rispettivamente di
54% ¢ 43% ¢ una bassa presenza di lieviti indigeni
(circa 3%).

L’unica differenza trale due fermentazioni ¢ stato il
livello di inoculo, maggiore nella fermentazione senza
aggiunta di SOy.

Questo risultato sembra indicare che ceppi di S. ce-
revisiae, opportunamente selezionati e dotati di un ele-
vato vigore fermentativo ed un elevato livello di
dominanza e impiegati come starter misto con inoculo
abbondante, riescono piu facilmente a inibire lo svi-
luppo dei lieviti indigeni che, essendo presenti gia sulle
uve, sono meglio adattati al mosto d’uva.

I risultati relativi al livello di dominanza nelle due
prove di fermentazione permettono di concludere che
la sola aggiunta di SO non ¢ una pratica sufficiente a
garantire la predominanza della coltura starter, cosa che
invece sembra possa essere assicurata da un livello di
inoculo dello starter leggermente superiore a quello so-
litamente utilizzato in cantina, impiegando ceppi op-
portunamente selezionati anche per una elevata
capacita di dominare

Tabella 2 - Livello di dominanza dei lieviii inclusi nelle coluure starter miste
perla fermentazione su scala pilota.

Conclusioni

Il monitoraggio dei ceppi inoculati durante il pro-
cesso divinificazione ¢ fondamentale per verificare che
abbiano realmente condotto il processo fermentativo ¢
per verificare se ceppi indigeni indesiderati abbiano
sviluppato nel corso della fermentazione. La sola pra-
ticadell’inoculo del ceppo starter non garantisce la sua
assoluta predominanza, per cui per salvaguardare
I'obiettivo principale della fermentazione inoculata,
cio¢ I'ottenimento di vini caratterizzati da qualita co-
stante ¢ riproducibile nel tempo, bisogna essere in
grado di garantire che lo starter sia effettivamente I"at-
tore principale della fermentazione. E per questo mo-
tivo, il nostro schema di selezione prevede di saggiare
tra i parametri selettivi il carattere dominanza dello
starter”, basato sulla valutazione dell’effettiva capacita
di dominare del ceppo di S. cerevisiae scelto come can-
didato ideale per la vinificazione industriale.
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