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VINIFICAZIONE: | BATTERI

RIASSUNTO

La composizione e la qualita del vino
sono influenzate da innumerevoli va-
riabili intrinseche ed estrinseche, molte
delle quali sono mediate da micror-
ganismi. Un ruolo preminente viene
svolto dai lieviti, in particolare Saccha-
romyces cerevisiae, che conducono
la fermentazione alcolica, e dai batteri
lattici, che effettuano la fermentazione
malolattica (FML). Durante la FML,
Oenoccocus oeni riduce l'acidita fis-
sa, contribuisce alla complessita aro-
matica e migliora la stabilita microbica
del vino. Tuttavia, non tutti i batteri sono
positivi. Diversi batteri possono altera-
re il vino in vari modi e devono quin-
di essere attentamente controllati. Lo
stesso O. oeni & causa di difetti quan-
do sviluppa in vini dove la FML non &
desiderata. Nel presente articolo sara
analizzata la componente batterica del
microbiota associato alla filiera produt-
tiva del vino, considerando sia i batteri
positivi sia quelli causa di alterazioni,
descrivendo alcuni metodi per il loro
rilevamento e controllo.

INTRODUZIONE

La produzione di vino & un vero e pro-
prio processo biotecnologico che ha
origini remote (le tracce piu antiche
finora rinvenute vengono dalle giare di
Shulaveri, attuale Georgia, circa 8000
a.C.). Nellodierna industria enologica la
trasformazione del mosto d'uva in vino
¢, fondamentalmente, un processo
naturale non molto dissimile da quello
condotto nell'antichita. Normalmente,
tale trasformazione coinvolge due fer-
mentazioni operate da specifici gruppi
microbici: la fermentazione alcolica
(FA) condotta dai lieviti, in particolare
Saccharomyces cerevisiae, € la fer-
mentazione malolattica (FML) effet-
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tuata da specifici batteri lattici (LAB:
Lactic Acid Bacteria) adattati a vivere
in ambienti enologici. Infatti, il mosto,
nonostante sia un mezzo nutritivo re-
lativamente completo, rappresenta un
ambiente ostile per la maggior parte
dei microrganismi in quanto il pH acido,
l'elevata concentrazione di zuccheri e
l'eventuale presenza di anidride solfo-
rosa (SO,) esercitano una forte pres-
sione selettiva sui microrganismi. In tali
condizioni, solo i lieviti e poche specie
di batteri acidofili possono sviluppare.
Durante la FA 'ambiente diventa sem-
pre piu selettivo in quanto ai fattori cita-
ti per il mosto si sommano la crescente
concentrazione di etanolo e la carenza
nutrizionale nel vino. Ciononostante, le
popolazioni microbiche presenti dall'u-
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FIGURA 1. CELLULE DI
OENOCOCCUS OENI A COPPIE O

CATENELLE. IMMAGINE OTTENUTA
AL MICROSCOPIO OTTICO IN
CONTRASTO DI FASE CON UN
INGRANDIMENTO 1000 X

va al vino finito possono essere anche
molto variegate sia per la carica totale
dei microrganismi, sia per la moltepli-
cita delle specie e dei ceppi presenti.
Pertanto, per ottenere un prodotto con
caratteristiche organolettiche di pregio
e stabile durante la conservazione, &
necessario effettuare un attento con-
trollo dei punti critici dellintera filiera
produttiva, quando i microrganismi
possono moltiplicarsi. Lobiettivo dell'e-
nologo &, quindi, quello di favorire i mi-
crorganismi utili e di minimizzare il po-
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tenziale di crescita dei microrganismi
indesiderati, per ottenere vini di qualita.

I MICRORGANISMI ASSOCIATI
ALLA FILIERA DI PRODUZIONE
DEL VINO

Nel mosto e nel vino & presente un'am-
pia collezione di lieviti e batteri che ori-
ginano dal vigneto, dalluva e dalle at-
trezzature di cantina. | lieviti di interesse
enologico includono decine di generi e
specie, ma quando la FA inizia e il livello
di etanolo aumenta, S. cerevisiae, o al-
tre specie del genere Saccharomyces
come Saccharomyces bayanus, di-
venta la specie dominante.

| batteri tipicamente presenti includono
LAB e batteri acetici (AAC: Acetic
Acid Bacteria). | ceppi di LAB isolati
da vino appartengono a generi diffe-
renti, come Lactobacillus, Leucono-
stoc, Oenococcus e Pediococcus.
Per quanto concerne gli AAC, sono
stati rilevati i generi Acetobacter, Glu-
conobacter, Gluconoacetobacter e
Komagataeibacter, un genere propo-
sto nel 2012 a cui appartengono spe-
cie molto diffuse nellambiente enolo-
gico come Komagataeibacter xylinus,
precedentemente nota come Gluco-
nacetobacter xylinus.

Le specie di LAB e AAC di maggior
interesse enologico sono riportate in
Tabella 1.

Nell'ambiente enologico sono anche
stati individuati sporadicamente altri
batteri, come bacilli, clostridi, attinomi-
ceti, e streptomiceti.

| batteri sono presenti sulle bacche e
nel mosto in concentrazione variabi-
le da 102 a 10* UFC (unita formanti
colonia)/ml. Questa popolazione gene-
ralmente si riduce durante la FA e la
specie dominante che soprawive alle
nuove condizioni & Oenococcus oeni.
Tuttavia, in particolari condizioni, tra cui
mosti e vini caratterizzati da scarsa aci-
dita (es. pH superiore a 35), anche altri
LAB possono permanere e sviluppare
a livelli di 10%-108 UFC/ml, formando
metaboliti che possono pregiudicare la
qualita del vino.

| BATTERI DELLA
FERMENTAZIONE MALOLATTICA

I LAB svolgono un ruolo essenziale in
vinificazione in quanto sono responsa-
bili della FML, che consiste nella de-
carbossilazione dellacido L-malico in

acido L-lattico, catalizzata dallenzima
malolattico. La FML aumenta la stabi-
lita microbiologica del vino, in quanto i
LAB consumano in modo controllato
i nutrienti che sarebbero altrimenti di-
sponibili per altri microrganismi conta-
minanti. La FML ha importanti conse-
guenze anche sul profilo organolettico
e sensoriale, in quanto la conversione
di un acido bivalente come il malato,
dal gusto relativamente aspro, con uno
monovalente, come il lattato, diminui-
sce lacidita e lastringenza del vino e
ne addolcisce il gusto. | LAB, inoltre,
producono diversi composti aromatici,
anche grazie alla presenza di enzimi
come le esterasi e le glucosidasi, che
modificano sensibilmente l'aroma, il
profumo e il sapore del vino.

| BATTERI SONO
PRESENTI SULLE

BACCHE E NEL MOSTO
IN CONCENTRAZIONE
VARIABILE DA 10? A 10
UFC (UNITA FORMANTI
COLONIAY/ML. QUESTA
POPOLAZIONE
GENERALMENTE S|
RIDUCE DURANTE LA
FERMENTAZIONE ALCOLICA
E LA SPECIE DOMINANTE
CHE SOPRAVVIVE ALLE
NUOVE CONDIZIONI E
OENOCOCCUS OENI

Questi cambiamenti possono essere
desiderati o meno a seconda del tipo
di vino che si intende produrre. Infatti,
la FML & interessante soprattutto per
i vini rossi, specialmente quelli destina-
ti allinvecchiamento, e per alcuni vini
bianchi, particolarmente quelli prodotti
in regioni a clima freddo o alcuni vini
base spumante, che si desidera stabi-
lizzare prima della loro rifermentazione.
Qualora desiderata, per promuovere la
FML & necessario considerare i pa-
rametri chimico-fisici che regolano la
crescita dei LAB nel vino e ciog il pH,
la temperatura a cui awiene il proces-
s0, 'S0, e il grado alcolico (Tabella 2),
tenendo presente che tali parametri
sono tra loro strettamente collegati.

La FML viene condotta soprattutto da
O. oeni, riclassificato come tale nel
1995, mentre precedentemente era
noto con il nome di Leuconostoc oe-
nos (Figura 1). La FML pud awenire
spontaneamente grazie ai LAB indi-
geni che contaminano gli acini di uva
e le attrezzature di cantina. Tra i LAB,
soprattutto nelle fasi finali della FA, do-
minano ceppi appartenenti alla specie
O. oeni. La naturale selezione di ceppi
di O. oeni durante la FA & dovuta alla
loro capacita di adattamento alle con-
dizioni sfavorevoli del vino. In realts, il
fatto che O. oeni abbia caratteristiche
tali da consentirgli di dominare sugli al-
tri batteri € bene accetto dai produttori
divino, in quanto questa specie garan-
tisce FML di pregio con bassa pro-
duzione di acidita volatile. Tuttavia, le
condizioni ostili per la soprawivenza e
la crescita batterica dellambiente vino
possono rallentare la FML spontanea
o ritardarne [linizio, lasciando spazio
a processi che alterano la qualita del
vino. Quindi, per assicurare il buon an-
damento del processo fermentativo,
nelle cantine, accanto all'ottimizzazio-
ne dei parametri di processo, & sem-
pre piu diffuso l'uso di colture starter
commerciali, che solitamente sono
inoculate in vino al termine della FA.
Un'altra strategia che si & diffusa negli
ultimi anni & il co-inoculo di LAB e S.
cerevisiae. In questo caso trai prodot-
ti commerciali si possono trovare pre-
parati a base di ceppi della specie L.
plantarum, anche in coltura mista con
0. oeni.

Levoluzione della FML, in particolare
la concentrazione di acido L-malico e
acido L-lattico nei campioni di mosto
e divino, puo essere monitorata grazie
a metodi accessibili che abbinano re-
azioni enzimatiche a metodi colorime-
trici per i quali & sufficiente disporre di
uno spettrofotometro, oppure tramite
metodiche analitiche pit complesse
e meno accessibili dal punto di vista
economico, quali la cromatografia li-
quida ad alta prestazione (HPLC) o la
spettroscopia nell'infrarosso abbina-
ta alla Trasformata di Fourier (FT-IR).
La sola comparsa di acido lattico, non
accompagnata dalla stechiometrica
diminuzione di acido L-malico, puo es-
sere un segnale di una alterazione in
corso ad opera di LAB indesiderati.
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Lenumerazione dei LAB responsabili
della FML in mosto e vino pud essere
effettuata sia con metodi coltura-di-
pendenti che con metodi coltura-indi-
pendenti. Per quanto concerne i primi,
nel tempo sono stati sviluppati diversi
mezzi di coltura specifici per enumera-
re in modo differenziale i diversi gruppi
di microrganismi e sono stati descritti
nel Codice Enologico Internazionale
(CEI). Nel CEl sono codificati anche
i protocolli necessari per valutare la
vitalita e la purezza di preparati com-
merciali di starter per FML.

In questo contesto metodiche coltura-
indipendenti, come la PCR-DGGE e la
Real Time PCR (gPCR), consentono
di valutare e quantificare (qPCR) an-
che la presenza di contaminanti in uno
stato di “dormienza” (VBNC: viable
but not culturable) in cui sono vitali
ma non coltivabili nei comuni terreni di
coltura.

Associando i metodi coltura-dipen-
denti con i metodi di caratterizzazione
molecolare, grazie al sequenziamento
di specifici marcatori genetici, & pos-
sibile confermare in modo preciso la
specie di appartenenza di un isolato. |
metodi molecolari sono molto utili per
riconoscere la presenza di ceppi diffe-
renti della stessa specie, che sono nel-
la maggior parte dei casi indistinguibili
osservando solamente la morfologia di
colonia e la morfologia cellulare.

Categoria

Morfologia ¢ tipo di metabolismo :

| BATTERI DI ALTERAZIONE

| batteri presenti nel mosto e nel vino
che, in alcuni casi possono essere uti-
li, come i LAB, se sviluppano durante
particolari fasi del processo di vinifi-
cazione possono diventare dannosi. In
particolare, i LAB di alterazione svilup-
pano solitamente dopo la FA nei vini in
cui la FML non & desiderata, oppure
dopo la FML nei vini non completa-
mente stabilizzati, con residuo zucche-
rino o di acido malico dando origine
a problematiche diverse. In casi rari,
essi possono moltiplicarsi nel mosto
piu velocemente dei lieviti sottraendo
nutrienti e formando alte quantita di
acido acetico, che & tossico per i lie-
viti. Questo pud portare ad arresti di
fermentazione e ad un'elevata acidita
volatile. Una specie particolarmen-

| METODI MOLECOLARI
SONO MOLTO UTILI

PER RICONOSCERE LA
PRESENZA DI CEPPI
DIFFERENTI DELLA STESSA
SPECIE

te “virulenta’, proposta nel 1998 ed
emendata nel 2012, responsabile di
tali problemi & Lactobacillus kunkeei,
che comprende ceppi eterofermen-
tanti obbligati caratterizzati da una

Specie

spiccata fruttosofilia. Al contrario, tutti
gli AAB sono indesiderati.
Lalterazione del vino & sovente dovu-
ta alla produzione di metaboliti volatili
indesiderati, a livelli superiori alla so-
glia di percezione sensoriale. Tuttavia,
questo & complicato dal fatto che la
desiderabilita di certi composti nel vino
dipende dalla loro concentrazione. Ad
esempio, il diacetile (aroma di burro) &
considerato positivo a concentrazione
inferiore di 4 mg/l, mentre & negativo
a livelli superiori.

Molti composti del vino (ad es. etanolo,
zuccheri, polioli, acidi organici, ammi-
noacidi) possono essere metaboliz-
zati dai batteri enologici determinando
una serie di “malattie’, riprendendo |l
termine usato da Pasteur, conosciu-
te da molto tempo, quali: acescenza,
agrodolce, amaro, girato, filante, nota
di geranio e “topo” (Tabella 3).
Lacescenza (spunto acetico) & dovu-
ta allo sviluppo di AAB che, essendo
aerobi stretti, possono sviluppare solo
in presenza di ossigeno metabolizzan-
do l'etanolo. 'acido acetico, 'acetaldei-
de e letilacetato sono i metaboliti che
caratterizzano questa malattia. Il vino &
ad alto rischio di alterazione da parte
dei AAB durante laffinamento pro-
lungato in botte, se queste non sono
ben colme e controllate regolarmente,
ma anche durante la conservazione
del vino rosso in bottiglia si pud avere

Garatteristiche

Gluconacetobacter oxydans
Komagataeibacter xylinus

TABELLA 1. BATTERI DI INTERESSE ENOLOGICO

Batteri - Bacili eterofermentanti - Lactobacillus plantarum  Cellule a bastoncino presenti nel mosto, anche usati come starter
|attici facoltativi - L casei © per co-inoculo

* Bailli eterofermentanti © L. hilgardii © Coinvolti in alterazioni nel vino

. obbligati L brevis :

: . L buchneri :

L. fructivorans Fruttosofilo e capace di tollerare alte percentuali di alcol etilico

© L hkunkeei * Fruttosofil isolati da vini commercili che presentavano

: L nagelii ¢ rallentamento o blocco della fermentazione

Cocchi omofermentanti Pediococeus pentosaceus Cellule cocciche in tetradi presenti nel mosto e nei vini con alto

: P, damnosus : pH e dopo FML

: o P parvulus g

Cocchi eterofermentanti Leuconostoc mesenteroides Cellule cocciche in catene, presenti nel mosto

Oenococcus oeni © Usato come starter per la FML presenta cellule cocciche in

. (ex Leuconostoc oenos)  :  catene di 2-20 cellule, resistenti all'etanolo e al basso pH
Batteri - Bacilli aerobi con ossidazione - Aetobacter aceti * Indesiderati
acetici . incompleta del substrato . A pasteurianus Metabolizzano l'alcol etilico in acido acetico
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sviluppo di Acetobacter pasteurianus.
I rilevamento di questi batteri non &
sempre agevole dal momento che, in
assenza di ossigeno, essi possono en-
trare nello stato di dormienza. Analo-
gamente a quanto visto in precedenza
per i LAB della FML, metodi alternativi
come la gPCR e lepifluorescenza si
sono rivelati utili per monitorare la loro
presenza nel vino.

L'azione di alcuni LAB sugli zuccheri
e sui polioli pud causare diverse al-
terazioni nel vino. La produzione di
mannitolo da fruttosio & solitamente
accompagnata da elevate concentra-
zioni di acido acetico, acido D-lattico,
n-propanolo, 2-butanolo e da viscosita.
Tale alterazione, denominata agrodol-
ce, & dovuta a LAB eterofermentanti,
incluso O. oeni.

L'amaro, che pud colpire i vini rossi
nobili, pud derivare dalla fermentazio-
ne anaerobica del glicerolo da parte
di ceppi del genere Lactobacillus. |
sapore amaro dei vini & associato alla
presenza di acroleina che si combina
con i polifenoli.

Il filante (ropy) & causato principal-

mente da pediococchi, in particolare
Pedliococcus damnosus e P. parvu-
lus, anche se i geni responsabili di que-

RIENTRATRA I DIFETTI
DEL VINO ANCHE LA
PRESENZA DI AMMINE
BIOGENE, COMPOSTI
AZQOTATI TOSSICI PER
'UOMO PRODOTTI PER
DECARBOSSILAZIONE
MICROBICA DEGLI
AMMINOACIDI

sto fenotipo sono stati ritrovati in alcuni
ceppi della specie O. oeni. Questa ma-
lattia colpisce i vini con alto pH (>39),
rendendoli torbidi, con un aspetto vi-
scoso e untuoso. La viscosita & dovuta
alla produzione di polisaccaridi extra-
cellulari, quali B-glucani, che vengono
codificati da geni presenti su plasmidi.
Questi ceppi filanti sono particolarmen-
te resistenti alle stressanti condizioni
del vino e allazione di composti antimi-

crobici, come il lisozima, rispetto a ceppi
mutanti non filanti.

Lacido sorbico pud essere usato come
conservante per prevenire lo sviluppo di
lieviti nei vini dolci in bottiglia. Tuttavia,
diverse specie di LAB eterofermen-
tanti, incluso O. oeni, possono ridurre
l'acido sorbico a sorbinolo che, isome-
rizzando, forma 2-etossiesa-3,5-diene,
che presenta un odore simile a quello
delle foglie di geranio lacerate (malat-
tia denominata “nota di geranio”) ed
ha una soglia di percezione sensoriale
molto bassa (0,1 ug/I).

L'acido tartarico & considerato un com-
posto stabile e generalmente non viene
metabolizzato. Tuttavia alcuni lattobacilli
eterofermentanti facoltativi e obbligati
possono degradarlo secondo diver-
se vie metaboliche con produzione, in
genere, di acido acetico, acido lattico e
anidride carbonica. Nei vini rossi si ha
precipitazione della materia colorante e
questa malattia & denominata “girato’.

Lodore di topo (mousiness) & dato
dallazione di alcuni LAB eterofermen-
tanti (O. oeni e Lactobacillus spp.)

e, in misura minore, di lieviti Bretta-
EEE
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nomyces, sugli amminoacidi omitina e
lisina che porta alla formazione di com-
posti odorosi molto sgradevoli apparte-
nenti al gruppo delle tetrapiridine, come
la 2-acetil tetraidropiridina.

Rientra tra i difetti del vino anche la
presenza di ammine biogene (AB),
composti azotati tossici per 'uomo pro-
dotti per decarbossilazione microbica
degli amminoacidi. In questo caso non
si tratta di un'alterazione che influenza
in modo rilevante la qualita organo-
lettica del prodotto finito, ma pud rap-
presentare un rischio per la salute del
consumatore. La capacita di produrre
AB, come istaminag, tiramina, cadaveri-
na e putrescina, € stata rilevata in alcuni
ceppi enologici di Lactobacillus, Leuco-
nostoc, Pediococcus ed Oenococcus.
Infatti, questa caratteristica non & tipica
di una specie, ma & ceppo-specifica. |
ceppi produttori di AB possono essere
rilevati rapidamente applicando saggi di
PCR che evidenziano i geni codificanti
gli enzimi amminoacido-decarbossilasi.
Con questi test & possibile stimare il
potenziale rischio di formazione di AB,
prima ancora del loro accumulo in vino.
Per prevenire la formazione di AB &
importante inibire la popolazione lattica
spontanea che pud possedere attivita
decarbossilasica, mediante limpiego di
colture starter accuratamente selezio-
nate per lassenza di questo carattere.
In modo analogo, 'uso di saggi di PCR
puo essere effettuato anche per esclu-
dere ceppi che possono manifestare il
carattere “filante”.

METODI DI CONTROLLO

DEI BATTERI DI ALTERAZIONE
Nonostante gli aspetti biochimici e mi-
crobiologici della maggior parte delle
malattie del vino siano stati chiaramen-
te delineati, queste alterazioni batteri-
che, sebbene non molto comuni, pos-
sono ancora comparire. La cernita delle
uve sane con leliminazione delle parti
lesionate e una scrupolosa igiene dei
locali e delle attrezzature durante tutti
i processi di vinificazione, affinamento
e imbottigliamento rappresentano pun-
ti fermi da cui partire per ottenere un
vino di qualita. Questo tuttavia pud non
essere sufficiente e allora posso mani-
festarsi problemi.

Un vino che presenta caratteri di in-
stabilita & predisposto ad “ammalarsi’.
Fattori che favoriscono linsorgenza di

GONDIZIONI
GATEGORIA
1 >34 31-34 <31
Acol (% vol) <13% 13% - 16% > 15%
80, totale <30 30- 50 > 50
Temperatura : 18-22 14-18622-26 >%6e< 14

TABELLA 2. CONDIZIONI PER LA FERMENTAZIONE MALOLATTICA

Batteri coinvolti

Tipo di alterazione

Substrato Metaholita

© Acido acetico

Acescenza Batteri acetici Ftanolo
: : . Gliceraldeide
: :  Etilacetato
- Leuconostoc * Glucosio © Mannite
Agrodolce - 0 geni : Fruttosio : Acido acetico
Amaro Lattobagill Glicerolo Acroleina
: Pediococchi : :
Girato Batteri lattici Acido tartarico Acido acetico
: : - Acido succinico
- 2 . Acido lattico
Filante Pediococchi Glucosio Glucani
. O oeni : ]
Nota di geranio * : Latiobecil  Acido sorbico © 2-gtossiesa 3,5-diene
- 0 oeni : g
. Pediococchi : ]
Mousiness - Lattobacil - Etanolo - 2-acefii-tetraidropiridina
0 oeni - Ornitina :
: ¢ Lisina
Produzione i - 0 oo - Istdina - stamina
ammine hiogene " osts : :
. L hilgardii - Tirosina . Tiramina
: L. brevis ; ;

TABELLA 3. ALTERAZIONI DEL VINO INDOTTE DA BATTERI

problemi sono: basso grado alcolico (<
12°C), bassa acidita (pH > 3,5), residuo
zuccherino, bassa concentrazione di
SO, pochi tannini, elevata disponibilita
di azoto assimilabile e fattori nutrizionali,
conservazione a temperatura elevata.

Un utile strumento di prevenzione per
una buona parte delle problematiche
descritte, accanto ad un controllo del
pH, & l'uso della SO, nelle diverse fasi
di vinificazione. Tuttavia, & noto che l'as-
sunzione di SO, provoca nei soggetti
sensibili diversi effetti negativi, come
mal di testa, intolleranze e allergie. Inol-
tre, il consumatore moderno € orientato
verso prodotti sani privi di conservanti
chimici di sintesi. Pratiche alternative
alla solfitazione possono essere im-
piego di conservanti naturali, come
lisozima e batteriocine, o ricorso a tec-
nologie basate su principi fisici, come
lirradiazione di luce nellintervallo delle
lunghezze d'onda ultraviolette (UV-0),
trattamenti ad altissima pressione, ul-
trasuoni ad alta potenza e campi elettri-

ci pulsati. Molti di questi approcci inno-
vativi sono stati applicati con successo
in altri settori dellindustria alimentare e
delle bevande.

Nostre sperimentazioni condotte in
cantina con la tecnologia UV-C svi-
luppata da SurePure Ltd (Milnerton,
Sud Africa), utilizzando diversi dosaggi
di raggi UV-C su diversi tipi di mosti e
vini bianchi e rossi hanno evidenziato la
sua efficacia nel ridurre la popolazione
di AAB e LAB. Si pud quindi ipotizzare
che questo innovativo metodo di sani-
tizzazione, al momento non previsto in
Italia per il vino ma per molti altri prodot-
ti alimentari (acqua, succhi etc.) possa
consentire di ottenere una stabilizza-
zione microbiologica dei prodotti per

lungo tempo. ——
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