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MICROBIOLOGTIA

ENOLOGTICA

Identificazione

contaminanti
e conservazione

della biodiversita

LE BANCHE DATI GENETICHE

Molto piu che semplici raccolte didascaliche di “esemplari” fungini e batterici,
le collezioni di microrganismi, prelevati da ambienti viticolo-enologici e corredati da
dettagliate informazioni genetiche, possono rappresentare un indispensabile riferimento
per I'identificazione di lieviti e batteri presenti durante la produzione del vino. Inoltre,
conservando nel lungo periodo la micro-biodiversita di vigneti, disciplinari o intere aree
viticole, le collezioni possono essere un importante investimento per il futuro,
“scrigni” in cui conservare e da cui attingere nuovi ceppi per utilizzi sempre piu specializzati
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Ii ricoprono un

ruolo essenziale

nelle produzio-

ni  enologiche
essendo i primi attori nella
fermentazione alcolica e tra-
sformazione malolattica. Ol-
tre a questo ruolo, negli ultimi
anni é stata chiarita I'influenza
che i microrganismi possono
avere, nella loro naturale va-
riabilita metabolica, sulle ca-
ratteristiche  organolettiche
del vino. Attraverso un’azione
diretta su numerose classi di
molecole presenti nell'uva e la
produzione di metaboliti pri-
mari e secondari, essi genera-
no tutta una serie di composti
che, insieme ai prodotti prin-
cipali della fermentazione, ca-

ratterizzano il vino prodotto.

| software di raccolta e analisi delle informazioni relative ai singoli ceppi
sono indispensabili nella gestione delle collezioni microbiche
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I diversi momenti della vini-
ficazione e affinamento sono
caratterizzati da un alternarsi
di diverse specie microbiche
che influenzano, non sempre
in modo positivo, le caratteri-
stiche qualitative del vino. Per
questo motivo, insieme alle
proprieta compositive dell'uva
di partenza definite da clima,
terreno e interventi viticoli ed
alle tecniche enologiche appli-
cate,la corretta gestione micro-
biologica dell'intero processo
risulta di estrema importanza
nell'ottenimento di un vino di
qualita.

Non solo un ruolo positivo

Oltre ad un ruolo positivo, in-
dispensabile nella produzione
del vino, i microrganismi pos-
sono rappresentare un pericolo

1.8

f— Spauisn Casbas
SeCCh R ES CErEviTme AL Fiv
Tacoha e ey CerETae Irtiutn
Secchaomces CerEvinie

2 cerEAse

Taccharomn ey oerriee Az Rre
] AT

e P e AT Riv
Cger P T ] AT Riw
[T e AT Fiw
Toerc P et 4 e AT, Rew
e T e AT Riv
S P ] Sanaa
S [ Sapna
S B caveaLas fanga
SRCCIMGNTCED cErevilise Sasam
Seccraonced cerevisag ez
SeccriMonTEel CErEvINae
Secoraanyces cerevisae K2TA
SRCMMONTCES cerevising aTA
SHCCR OOWCES Cerevising aTA -
SACCHiM ORRCES Cereviziae WA =
SaCChe oRyCE CerEvisiae KA -
SacCraORyCEs CErEvinae
Saccharomnces cerrvisiag T -
SacchmORRCES cerevivine 2TA -
Caccha o Ces cerrATaE
Tacchaomyces cerevse 2T -
Tacoharen ey ] oA

3Ta -

A7 Fyowrn (Perparsdil)]

AL, Conerd Donaccor ||

AT Conbin Bonsccor e

&r Coniri Bonscoorsi- |

= ovigin alln 3 3 & 6 4T 8

ere (Pmparnto)]
FEMA & beonodor |

TPk . e Renolog
Tty o e feonolog |

v [Purparsdo |

s (Pramgaradoh |
i [Protypenrad i)
' (EMridares) - of
et (Bharibnaa] -
i {Ewamian) -
ENTRT
EETR"
ERTE™
SR
(R

Theesree (vicenan |
Thesres (Vicaraa |
Thiene (Vicenza |
Thisree (vicerca)|
Thiese (Vicenza |

Thisne [Vicenea |
Themne (Vicerza|

Thasre MVioenEs
Thesne {Vicenes |
R

|, DetmiLine ) | Enires Losoed=] 567, VieseTTY, Seecitcel | G axparmerts O ODOCUTSIER B0 SRRl Lisert DocLsertifaois sserc s Dl ATV EAST

durante il processo di vinifica-
zione. Infatti, anche durante
una fermentazione in condi-
zioni ottimali ed un corretto
affinamento, nei vari punti del
processo, varie insidie micro-
biologiche sono presenti, pe-
ricoli che aumentano in modo
preoccupante man mano che
ci si discosta dalle condizioni
ideali. Dal vigneto all'imbotti-
gliamento, la contaminazione
microbiologica & in agguato
da parte di microrganismi di
svariate specie. In alcuni casi
si tratta di specie sempre dan-
nose mentre, per altre, la peri-
colosita dipende dal momento
dell'inquinamento e dal tipo di
vino che si vuole ottenere. Per
questi motivi, 'analisi micro-
biologica durante il processo
di vinificazione é fondamenta-
le per identificare e prevenire
contaminazioni e alterazioni
di origine biologica del vino.

Esistono diversi punti del pro-
cesso in cui il controllo micro-
biologico €& importante, ma &
soprattutto durante la fase di
confezionamento che l'identi-
ficazione rapida dei microrga-
nismi contaminanti, acciden-
talmente presenti in bottiglia,
puo aiutare l'enologo nelle de-
cisioni da prendere sul desti-
no della partita contaminata.
Queste decisioni dipendono
dal rischio di alterazione lega-
to ad ogni specie microbica. Ad
esempio, I'identificazione dopo
filtrazione su membrana di
qualche cellula appartenente
a specie a metabolismo ossi-
dativo come Pichia membrana-
efaciens puo tranquillizzare, in
quanto esse sono solitamen-
te incapaci di svilupparsi in
bottiglia a causa delle condi-
zioni restrittive in termini di
presenza di ossigeno, etanolo
e SO2. Al contrario, poche cel-
lule contaminanti di Saccha-
romyces cerevisiage, microrgani-

smo fortemente fermentativo,
possono, in presenza di pochi
grammi di residuo zuccherino,
determinare alterazioni qua-
litative in bottiglia in quanto
estremamente resistenti alle
stesse restrittive condizioni e
questo deve indurre I'enologo a
porre in quarantena la partita.
L'identificazione dei contami-
nati in bottiglia assume un’im-
portanza ancora maggiore nel
caso di imbottigliamento di
prodotti con un alto residuo
zuccherino, quali i vini dolci
aromatici e non la cui impor-
tanza economica non € trascu-
rabile per il settore.

Le “biobanche”

di microrganismi

11 riconoscimento delle risorse
microbiologiche come oppor-
tunita anche economica da
valorizzare, la necessita di un
database di riferimento, cioe
una raccolta di ceppi identi-
ficati geneticamente che pos-
sano fungere da confronto
nell'identificazione di specie
anche contaminanti, 'idea di
preservare per il futuro la bio-
diversita di determinate aree o
habitat sono solo alcune delle
motivazioni che giustificano la
creazione ed il mantenimento
di una collezione microbica.
Limportanza delle risorse mi-
crobiche é ormai riconosciuta,
tanto che 'Unione Europea ha
promosso la creazione di una
infrastruttura denominata
MIRRI (Microbial Resource Re-
search Infrastructure) (www.
mirri.org) che mira a mettere
in rete le pit importanti colle-
zioni europee allo scopo di con-
dividere conoscenze, facilitare
I'accesso alle risorse microbi-
che da parte delle aziende, fino
a definire e normare gli aspetti
legali dell'utilizzo dei microor-
ganismi.

Fra le molte collezioni o “bio-

banche” di microrganismi pre-
senti nei centri di ricerca e uni-
versita in Italia, la Collezione
di Microrganismi di ambiente
Viticolo Enologico del CREA-
Centro di Ricerca Viticoltura
ed Enologia di Asti (CREA-VE)
ha raccolto nel corso di decen-
ni di attivita migliaia di ceppi
fungini e batterici dalle pit1 im-
portanti aree viticole italiane e
non solo, corredate con i dati di
provenienza di matrice di iso-
lamento ed altre informazioni.
A lieviti e batteri negli ultimi
anni si sono aggiunti anche
i batteriofagi, virus in grado
di attaccare i batteri che sono
stati rilevati nelle matrici eno-
logiche.

La recente riclassificazione ge-
netica basata su analisi mole-
colari ha permesso una sicura
assegnazione specifica e, per
quanto riguarda Saccharomyces
cerevisiae, il lievito pitt impor-
tante per la fermentazione
alcolica, la caratterizzazione a
livello di ceppo. Questa clas-
sificazione sistematica fino al
livello subspecifico, impossi-
bile fino a pochi anni orsono,
é tutt’altro che banale e attri-
buisce ulteriore valore alla col-
lezione che quindi é corredata
dalla raccolta di DNA estratti
dai rispettivi ceppi. Tutte le in-
formazioni relative al singolo
ceppo, da quelle inerenti alla
raccolta, provenienza, data di
prelievo, uva o vino di origine
etc alle singole analisi moleco-
lari, sono raccolte e conserva-
te con l'ausilio di un software
specifico, Bionumerics™ (Ap-
plied Maths) che permette,
oltre che a raccogliere infor-
mazioni complesse di migliaia
di campioni, anche l'analisi di
comparazione e di identifica-
zione delle accessioni (Fig.1).
Per quanto riguarda la filiera
viticolo-enologica, gli aspetti
interessanti legati alle risorse
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da svolgersi in zone dove il Pinot nero ha recentemente conosciuto un crescente interesse e risultati altamente qualitativi, come I'Oregon o la Nuova Zelanda.

genetiche sono innumerevo-
li e spaziano dagli aspetti piu
prettamente scientifici, che
possono avere applicazioni nel
medio-lungo periodo, a risvolti
maggiormente pratici, che pos-
sono interessare direttamente
le aziende vitivinicole.

La rapida identificazione

di contaminanti

Abbiamo accennato preceden-
temente ai rischi “microbio-
logici” a cui sono sottoposte
le diverse fasi produttive in
cantina. Nonostante questo,
l'azienda enologica, anche di
grande dimensione, raramente
dispone di laboratori attrezzati
per l'identificazione di conta-
minanti e negli stessi labora-
tori di consulenza enologica la
microbiologia é relativamente
trascurata. La motivazione puo
essere ricercata nel know-how
tecnico necessario e nell’esi-
genza di strumentazioni di
analisi del DNA non alla porta-
ta di questi laboratori. I centri
di ricerca e universita sede di
collezioni microbiche specia-
lizzate dispongono delle cono-
scenze acquisite proprio grazie
allo studio delle loro collezioni,
e sono in grado in pochi giorni
di identificare i contaminanti
ed evidenziarne la pericolosita.
Lidentificazione avviene at-
traverso diversi passaggi: cre-
scita su piastra e osservazio-
ne morfologica delle colonie,
osservazione al microscopio,
estrazione di DNA, analisi bio-
molecolari, confronto dei risul-
tati ottenuti con la banca dati
del centro o con le banche dati
on-line per lidentificazione

Il sequenziamento del DNA ¢ la tecnica di riferimento
per I'identificazione dei microrganismi
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della specie. Parallelamente
vengono eseguiti dei saggi per
verificare la capacita fermen-
tativa delle specie isolate. In
particolare le analisi molecola-
ri sul DNA estratto dai micror-
ganismi hanno permesso negli
ultimi anni un enorme passo
avanti in termini di affidabilita
di risultati e velocita. L'analisi
di sequenziamento di deter-
minate zone di DNA (domini
D1/D2 del DNA ribosomale) &
considerata la metodologia piu
efficace e porta ad un responso
sicuro grazie al quale il 100%
dei microorganismi isolati puo
essere identificato in meno di
48 ore (Fig 2.).

Recentemente il progetto Se-
qVino: banca dati genetica per
I'identificazione rapida dei
microorganismi nella filiera
viticolo enologica finanziato
dalla Fondazione Cassa di ri-
sparmio di Asti,ha permesso di
integrare l'esistente collezione
di microrganismi di habitat
viticolo-enologico del CREA-
VE di Asti con le informazioni
derivanti dal sequenziamento
del DNA ribosomale. Questo
ha permesso la costituzione
di un database di riferimento
per l'identificazione rapida dei
microrganismi a disposizione
delle aziende del settore. Ogni
specie € stata corredata da ana-
lisi su micropiastra (Fig.3) per
verificare la resistenza all’eta-
nolo e all’anidride solforosa e
avere una prima informazione
sulla resistenza di diverse spe-
cie potenzialmente contami-
nanti nei confronti di questi
due principali fattori limitanti
presenti nel vino.
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La conservazione della
biodiversita (anche
aziendale)

Lo scopo con cui € nata l'idea
stessa di collezione € la con-
servazione di biodiversita, nel
nostro caso di origine viticolo
enologica. Anche se l'idea di
raccogliere catalogare e con-
servare microrganismi puo a
prima vista sembrare una sem-
plice curiosita naturalistica in
stile “ottocentesco”, buona par-
te delle innovazioni nel campo
della biotecnologia enologica
sono scaturite dalle osserva-
zioni delle caratteristiche me-
taboliche ed enzimatiche in
ambiente controllato di culture
pure isolate e conservate nelle
collezioni. Inoltre, negli ultimi
anni, grazie ai progressi gia
accennati delle analisi gene-
tiche ed alla diminuzione dei
costi di questi saggi (che come
ricordavamo hanno permesso
finalmente la riclassificazio-
ne delle proprie accessioni in
modo affidabile anche a livello
intraspecifico), ai ricercatori ed
ai tecnici é stata richiesta, con
sempre maggiore frequenza, la
selezione di ceppi selezionati
ecotipici per le singole aziende.
Questa nuova opportunita, per
ora riservata alla selezione di
ceppi di Saccharomyces cerevi-
siae, puo considerarsi 1'ultimo
passo per raggiungere una ti-
picita completa delle produ-
zioni enologiche in cui anche i
microorganismi utilizzati pro-
vengono dalla zona di origine
delle uve. In estrema sintesi, il
lavoro consiste nella raccolta
di un buon numero di ceppi
nei vigneti dell’azienda, la loro

identificazione specifica e ca-
ratterizzazione intra-specifica
e la loro selezione in base alle
caratteristiche enologiche de-
siderate. Il processo di sele-
zione, considerando tutte fasi,
necessita di almeno tre anni
di test tra il laboratorio e la
cantina per arrivare a risultati
affidabili. I ceppi ecotipici sele-
zionati vengono poi conservati
all'interno delle collezioni per
le successive moltiplicazioni
in scala industriale ma riman-
gono di proprieta esclusiva
dell’azienda vitivinicola.

Un’Arca di Noé per la
conservazione della
biodiversita microbica?

“1l Svalbard global seed vault
(www.seedvault.no) il deposito
globale di sementi delle Sval-
bard, &€ un deposito sotterraneo
di sementi inaugurato nel 2008
per custodire la piu grande
varieta possibile di campioni
provenienti da ogni parte del-
la Terra. Lo scopo & quello di
fornire una rete di sicurezza e
conservazione contro la per-
dita accidentale del
“patrimonio  gene-
tico  tradizionale”
delle pitt importanti
varieta botaniche
(soprattutto di im-
portanza agroali-
mentare quali riso,
mais e grano) do-
vute a incidenti,
disastri naturali o
cambiamenti cli-
matici”.

Con le dovute dif-
ferenze, le “bio-
banche” microbi-

Test su micropiastra
per valutare resistenza
dei microrganismi a fattori limitanti

che in molti casi assolvono a
questa funzione, pitt modesta-

mente e con molti meno mezzi,

in ambito microbiologico.

I cambiamenti climatici, in-
fatti, insieme al forte impatto
degli agrofarmaci e all'utilizzo
massiccio di lieviti selezionati
in cantina hanno un effetto si-
curamente deleterio sulla bio-
diversitda microbica naturale
dell’ambiente viticolo-enologi-
co. Anche se non visibile ma-
croscopicamente come per le

piante o gli animali superiori,

I'impatto del clima e soprattut-
to dell'uomo ha profondi effetti
su ecosistemi microbici ancora

quasi totalmente sconosciuti.

11 rischio e quello di perdere
ceppi e specie potenzialmente
positivi ancora prima di sco-
prirli.

Le collezioni possono assolvere
il compito di preservare la bio-

Conservazione
dei ceppi in microtubi

a-80e-150°C { dijversita conservando a bassa

Fig.4) sia singoli ceppi isola-
ti in coltura pura, sia intere
matrici quali mosti in fer-
mentazione, microflora del-
le uve raccolte con semplici
lavaggi, campionamenti di
acini interi, che rappresen-
terebbero la fonte per futu-
ri isolamenti in laborato-
rio. In un piccolo spazio &
possibile conservare attra-
verso campionamenti ad

l hoc la biodiversita micro-
bica di intere aree viticole.
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