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Riassunto

Con guesto lavoro abbiamo inteso valutare le prestazioni enologiche di uno star-
ter in funzione delle modalita del suo impiego.

Abbiamo seguito I'andamento della fermentazione malolattica in una serie di vi-
nificazioni, di volume compreso fra 60 e 150 hL. Il comportamento della coltura ino-
‘culata direttamente & stato messo a confronto con quello della stessa sottoposta ad
una preventiva riattivazione in mosto, e mantenuta in moltiplicazione mediante rin-
novo continuo del vino, secondo un protocollo messo a punto da no.

Tali procedure sono state confrontate con l'inoculo tradizionale, che avviene
mediante taglio con partite di vino in malolattica, e con la fermentazione malolattica
spontanea.

Linoculo diretto di colture di batteri lattici liofilizzati non si & dimostrato sempre
efficace, al contrario un protocollo di riattivazione/ambientamento in mosto sembra
dare maggiori garanzie di successo dellinoculo.

Alla luce dei nostri risultati I'inoculo con una coltura starter di O. oeni, propaga-
ta secondo il protocollo da noi seguito, ha consentito una drastica riduzione dei tem-
pi sia rispetto ai testimoni non inoculati, che in rapporto agli altri sistemi di inoculo,
in particolare allinoculo diretto.

Summary

We tested the performances of a commercial freeze-dried malolactic starter cul-
ture and their dependence on the reactivation procedures.

We monitored the malolactic fermentation in a set of industrial vinifications (60-
150 hL each), in order to compare the induction of malolactic fermentation by a di-
rect-vat inoculum with the induction by a grape must precultured starter. Such a cul-
ture was prepared by inoculating a small amount of freeze-dried culture in 20 L 1:1
water diluted grape must, subsequently expanded to a 400-L and then a 4000-L gra-
pe must cultures.:

Aliquots (5-30 hL) of this culture were used to inoculate wines, and refreshed by
adding the same amount of must.

These procedures were also compared with the traditional way of inoculate wi-
nes for MLF, that is performed by adding a 10% wine undergoing MLF, and with non-
inoculated wines.
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The performance of direct-vat inoculum was not always satisfactory.-On the con-
trary the preculture starter was very effective and gave rise to quick and complete
malolactic fermentation.

Only the precultivation of a starter culture seems 1o give reliable results regar-
ding the MLF speed, better than the other inoculation procedures.

Parole chiave: fermentazione malolattica, Oenococcus oeni colture starter, inoculo
diretto.

Key words: Malolactic Fermentation (MLF), Oenococcus ceni. starter cultures,
direct-vat inoculation.

Introduzione

Il controllo della fermentazione malolattica puoc essere attuato mediante tre si-
stemi (Lafon-Lafourcade, 1983, Wibowo et al., 1985).

1) Mantenere nel corso della vinificazione condizioni che favoriscano la microflora
malolattica naturalmente presente nel vino. Cio si puo ottenere mantenendo bas-
sa la concentrazione di SO, (Kunkee, 1974), allungando il tempo di contatto con
le fecce e conservando il vino a temperature comprese tra 15 e 26 °C (Beelman
and Gallander, 1979; Kunkee et al. 1974).

2) Inoculare il vino che deve subire la fermentazione malolattica con un altro in cui
€ gia awenuta o @ in corso: questa e la pratica pit diffusa,

3) Inoculare colture di batteri malolattici selezionati: questo sistema permette di ac-
corciare notevolmente la lunga fase di latenza che Oenococcus oeni presenta
prima di iniziare la fermentazione malolattica, ma non sempre il successo & ga-
rantito.

Linoculo con batteri lattici selezionati & ampiamente descritto in letteratura, e
protocolli di riattivazione ed utilizzo sono stati messi a punto da Delfini & Climent
(1987), Prahl et al. (1988), Costello (1993), Lonvaud-Funel et al (1993), Krieger
(1993), Valade e Laurent (1994) e Pilone (1995). Tuttavia non esiste ancora un pro-
tocollo che sia allo stesso tempo semplice da realizzare. pratico da utilizzare e sicu-
ramente efficace. Le nuove produzioni di batteri malolattici utilizzabili per inoculo di-
retto (Pilone, 1995), sembrano aver risolto solo in parte il problema, poiche, se pre-
sentano notevoli vantaggi dal punto di vista della praticita d'uso, non danno una ga-
ranzia assoluta quanto alla riuscita del processo. Quest'ultimo fattore e il costo an-
cora molto elevato, sembrano essere le cause limitanti la diffusione delle colture ma-
lolattiche ad inoculo diretto.

Scopo del presente lavoro era di valutare la possibilita di introdurre in una can-
tina di grandi dimensioni nella zona del Chianti Classico (Toscana, Italia), una pro-
cedura di gestione della fermentazione malolattica consistente in due fasi successi-
ve: a) un protocollo iniziale di riattivazione di batteri lattici utilizzato per dare origine
ad una coltura starter continuamente rinnovata; b) il suo impiego per l'inoculo delle
partite di vino rosso durante tutto il periodo della vendemmia,

Tale coltura starter & stata impiegata in vini ottenuti da uve della varieta Sangio-
vese, che hanno sempre mostrato maggiori difficolta nel subire tale fermentazione ri-
spetto ad altre varieta coltivate nella Zzona, come il Cabernet o il Merlot (Tachis,
1991).
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‘Materiali e metodi
Composizione dei mosti usati nella preparazione degli starter

Per le prime fasi della preparazione degli starter si sono usati mosti di uve bian-
che (Chardonnay 0 Trebbiano) la cui composizione era compresa tra i seguenti va-
lori: acidita titolabile 4,50-6,90 g/L: pH 3,31-3,60; acido L-malico 1,44-2,88 g/L.
~ Per le fasi finali sono stati usati mosti di uve rosse cosi composti: acidita titola-
bile 6,28-8,77 g/L. pH 3,24-3,45; acido L-malico 2.14-3,16 g/L.
Composizione dei mosti vinificati

5 mosti utilizzati in questa sperimentazione erano ottenuti da uve Sangiovese Vi-

rificate in rosso secondo il disciplinare di produzione del Chianti Classico.

| principali parametri chimici erano compresi nei range di seguito riportati: aci-
dita titolabile: 6.16-8,48 g/L; pH: 3,21-3,66; acido L-malico: 1,63-3,66 g/L: grado Ba-
bo 18-22,3. La quantita di SO, aggiunta era compresa tra 29 e 51 mg/L come SO,
totale e tra 13 e 20 mg/L come 80, libera.

Microrganismi impiegati nelle vinificazioni

Per la fermentazione di tutti i mosti impiegati in queste prove si & utilizzato il cep-
po di Saccharomyces cerevisiae Lalvin 7303. Le modalita di reidratazione e di ino-
culo sono state quelle indicate dal produttore.

Per la fermentazione malolattica i vini sono stati inoculati con il ceppo di Oeno-
coceous oeni DSM 7008 (CHR Hansen'’s), impiegato secondo il protocollo descritto
piul oltre oppure secondo le istruzioni del produttore.

La fermentazione malolattica spontanea é stata seguita in alcune partite di vino
‘non sottoposte ad inoculo.

Conteggio dei microrganismi

La conta dei batteri lattici & stata fatta per semina su MRS Agar modificato, con-
tenente il 20% di succo di mela e 4 mg/L di cicloesimide.

Le piastre sono state incubate in anaerobiosi a 30 °C per 10 giorni. Sono state
contate come batteri lattici le colonie traslucide e puntiformi negative al test della ca-
talasi.

Analisi chimiche

Tutte le analisi chimiche di mosti e vini sono state eseguite con metodi ufficiali;
il contenuto di acido L-malico & stato determinato con metodo enzimatico Boehrin-
ger cod. 139068, I'acido acetico & stato determinato con metodo enzimatico Boeh-
ringer cod. 148621.

Inoculo dei batteri in vinificazione

Per valutare il comportamento delle colture starter sono stati messi a confronto
una serie di vini inoculati con esse o con altre procedure. Sono state pertanto alle-
stite quattro serie di prove, su partite di volume variabile tra 60 e 250 hL, di mosti 0
vini ottenuti da uve Sangiovese, cosi suddivise: 1) inoculo del mosto con starter; 2)
inoculo diretto del preparato liofilizzato secondo le direttive del produttore; 3) inocu-
lo del vino per taglio con altro vino gia in fermentazione malolattica; 4) fermentazio-
ne malolattica spontanea in una serie di testimoni non inoculati.
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Risultati e discussione
Parte 1: procedura di preparazione degli starter e modalita di utilizzo

Il primo obiettivo di questo studio, come detto. €ra quello di allestire una coltura
Starter piuttosto che usare i batteri per inoculo diretto. Per questo si & usato come ri-
ferimento il protocollo messo a punto nella Champagne dal CIVC (Valade e Laurent,
1994) per Ia prima fase dij adattamento e moltiplicazione della coltura. Una volta rag-

giunta una quantita sufficiente di biomassa. Ia Coltura é stata mantenuta in moltipli-
cazione e continuamen te rigenerata secondo || protocollo messo g punto da Pilone
(1995)

La procedura di Preparazione degli starter ha previsto tre passaggi (fig. 1),
Fase 1: 20 litrj (7-8 giorni)
Il me

do me

7

Zo di riattivazione era costituito da mosto, contenente -
. diluito al 50% con acqua, pastorizzato a 70 °C per

) 4 g/l di acj-
10 minuti ed inocula

4/‘; Vitic. Enal '\ 1959




100
2.0
6.0 -
40 ¢
20 1

Giorni dall' inoculo dei lieviti / days after yeast addition

1 starter 2

20L 400 40 hL

|
I [
Giorni dall' inoculo dei lieviti / days after yeast addition
f' starter 3
l

Giorni dall' inoculo dei lieviti / days afrer veast addition

[—0— Ac. maiico —#—Ac. volale —0—Lag . oo |

del tenore diacido malico e di acidita volatile nei suc-

Fig. 2: Evoluzione della popolazione di O. oeni, _
starter. | punti singoli indicano 1a carica naturale di O.

cessivi passaggi di preparazione degli
oeni pirma dell'inoculo. .

Fig. 2: O, ceni growth, malic acid
tion. Single points show natural O. oeni amount

consumption and acetic acid increase during the starter prepara-
before the inoculum addition.
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Fase 3: 44 hL (3-8 giorni)

| 4 hL cosi ottenuti
vinificato in rosso, il cui ontenuto di

Jculare 40 hL di mosto

3 non superava i 4 g/hL, anch'esso al guar-
to giorno di fermentazione: era questa
ta all'uso 3-6 giorni dopo I'esaurimento de :
Il processo complessivo di allestimento di quesla coltura nella cantina ha ri
chiesto circa 20-25 giorni (fig. 2), Non sempre il passaggio da una fase all'altra &
to immediato, talvolta & avvenuto dopo gualche giorno, ma questi ritardi nel pas
io ad una fase successiva non hann 0 l'attivita della coltura. Cio

indica che & possibile una certa elasticita nellz 5 ) starter
stata usata per inoculare una serie di

Una volta pronta all'uso. questa coltura &
vini rossi, ed & stata rigenerata secondo il protocollo messo a punto da Pilone
(1995). Da essa sono state prelevate diverse aliguote in tempi successivi, di volta in
volta sostituite con pigiato fresco di uve rosse. La coltura cosi rigenerata era nuova-
mente pronta non appena I'acido malico era cc Isumato

Nel corso dell'intera vendemmia sono state allestite in questo modo tre colture

starter. In fig. 3 & schematizzato il ciclo di prelievi con rigenerazione della prima di

r, che era pron

E88e.

La prima coltura starter ha richiesto 20 giorni di preparazione, al venti

mo giorno (fig. 2 e 3) si sono prelevati 32 hL. che 50N0 stati s
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to di uve rosse (con vinacee) in fermentazione, per rigeneraria. Dopo 2 giorni il
tenuto di acido malico era nuovamente sceso a zero € la coltura era quindi pron-
1 per ulteriori prelievi. Tale coltura non & pil stata rigenerata, non essendo piu ri-
_chiesto da esigenze operative della cantina, ma sono stati fatti solo prelievi, dopo 7,
'9¢ 10 giorni. La parte restante é stata destinata ad altri usi.
Con le stesse modalita sono state realizzate altre due colture starter, scagliona-
te di 4-5 giorni una dall'altra, in modo che ce ne fosse sempre almeno una disponi-
bile durante la rigenerazione delle altre.
"~ L'andamento nel tempo della carica dei batteri lattici nelle prime tre colture & ri-
' portata in fig. 2. L'inoculo con 0. oeni ha apportato, nella fase 1 dei 3 starter, una ca-
rica pari a 2.8x107, 3,7x10% e 1.6x102 ufc/mL rispettivamente. La popolazione batte-
rica si € portata in breve tempo a valori analoghi anche nella seconda (420 L) & nel-
la terza fase (44 hL). In fig. 2 si possono osservare diminuzioni solamente in occa-
sione delle diluizioni operate con le rigenerazioni.
Grazie alla carica di O. oeni costantemente molto elevata, la concentrazione di

‘acido malico ha sempre mostrato una diminuzione molto rapida,

~ Gli innalzamenti dell'acidita volatile negli starter si sono mantenuti entro limiti ra-
gionevoli, tenendo conto del fatto che tali colture non andavano a costituire vini fini-
i, ma erano usati 5010 per inoculo.

Parte 2: confronto fra le diverse modalita di inoculo

Per valutare il comportamento delle colture starter sono stati messi a confronto
una serie di vini inoculati con esse o con altre procedure. Tutte le fermentazioni al-
coliche sono state regolari e complete.

| batteri lattici sono stati inoculati in tutti i casi al quarto giorno di fermentazione
alcolica, eccetto che per linoculo diretto, avvenuto al termine della fermentazione al-
colica, come indicato dal produttore,

Nella fig. 4 & rappresentata la variazione nel tempo della concentrazione di aci-
do L-malico nelle quattro sefie di prove. La concentrazione iniziale era variabile, nel-
I partite esaminate, fra 1,7 e 3,0 g/L per quelle inoculate con gli starter (fig. 4a), fra

1.7 e 2.9 per quelle sottoposte ad inoculo diretto (fig. 4b), ra2.6 2.9 per quelle ino-

‘culate mediante taglio con altri vini in fermentazione malolattica (fig. 4c) e tra 1.7 e
2.8 per i testimoni non inoculati (fig. 4.d). | campioni delle diverse serie avevano
quindi contenuto iniziale differente di acido malico, ma entro un range limitato.

" |l consumo dell'acido malico nei vini inoculati con gli starter & stato sempre mol-
to veloce (fig. 4a): delle 8 partite considerate, 4 hanno completato 1a fermentazione
malolattica in meno di 10 giorni, 2 hanno richiesto tempi compresi fra 10 e 20 giorni,

- e solamente due hanno richiesto piu di 20 giorni.

Per quanto riguarda l'inoculo diretto (fig. 4b), solamente 2 campioni su 4 hanno
subito la fermentazione malolattica, uno dei quali in 14 giorni, e 'altro in 28. Nei re-
| ‘stanti due il contenuto di acido malico dopo 28 giomi era invariato.
| Nelle 3 partite inoculate per taglio (fig. 4c) il processo ha avuto tempi media-
mente pit lunghi rispetto a quelli inoculati con le colture starter, superiori a 20 giormi.
Nei testimoni non inoculati (fig. 4d) la fermentazione malolattica ha avuto luogo
solamente in un campione su tre, ed in tempi molto lunghi (39 giorni).
L'evoluzione della carica di batteri lattici nelle medesime prove é riportata in fi-
gura 5 generalmente nei campioni inoculati con lo starter malolattico la carica di O.
oeni & sempre stata elevata (fig. 5a), e cio spiega la rapidita osservata nelle fer-
mentazioni malolattiche in questa serie di partite. Nelle partite inoculate direttamen-
te (fig. 5b), nonostante la carica iniziale fosse sempre superiore a 6,0x108 ufc/ml,
‘abbiamo osservato diminuzioni drastiche gia dopo 24 ore, con una sola eccezione,
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incui O. oenisi e poi ripreso fino a raggiungere valori elevati e dare origine ad una
fermentazione malolattica, Le partite inoculate per taglio hanno mostrato una cresci-
ta della popolazione lattica piti lenta (fig. 5¢), mentre nei testimoni (fig. 5d) solamen-
1o in un caso & stato superato il valore 108 ufc/mlL, sopra il quale solitamente la fer-
‘mentazione malolattica diventa visibile.

L'acidita volatile si & sempre mantenuta entro livell contenuti in tutte le partite
sequite; gli sporadici innalzamenti che talvolta si sono osservati, sono stati registrati
‘esclusivamente a partire da alcuni giorni dopo la fine della fermentazione malolatti-
ca (fig. 6), e non sembrano quindi imputabili direttamente a tale fenomeno. Cio ap-
pare evidente dal confronto delle fig. 6a e 6¢ con le fig. 4a e 4c: l'acidita volatile &
salita sempre dopo Pesaurimento dell'acido malico, e solo in quelle partite che non
sono state immediatamente svinate. E frequente osservare innalzamenti di acidita 1
Jolatile successivamente all'esaurimento dell'acido malico, quando cioe O. oeni at- ;
tacca l'acido citrico (Nielsen e Prahl, 1996).

Conclusioni

Linoculo diretto di colture di batteri lattici liofilizzati non si & dimostrato sempre
ace, al contrario un protocollo di riattivazione/ambientamento in masto sembra
dare maggiori garanzie di successo dell'inoculo.

£ stato messo a punto un sistema semicontinuo di propagazione della coltura
utilizzando un protocollo di moltiplicazion delle colture malolattiche (Pilone, 1995),
a partire da cellule premoltiplicate in mosto in fermentazione alcolica, anziché sul wi-
no (Valade e Laurent, 1994).

Il protocollo da noi utilizzato ha permesso un risparmio di tempo rispetto ai si-
mi di propagazione discontinui, per non dover ricorrere a singole procedure di

ione per ogni partita di vino. La preparazione di 3 colture starter ad interval-

i 4 giorni ha consentito una gestione ottimale della fermentazione malolattica in
tina, operando in sistema semicontinuo, senza mai arrivare ad esaurimento degli |

Il sistema da noi usato, che richiede successivi prelievi e rifornimenti di mosto,
o in teoria pud comportare maggiori rischi di inquinamento e di sviluppo di mi-
e indesiderate, perché in tutte le vinificazioni che abbiamo seguito non abbia-
ai osservato anomalie fermentative o sviluppo di batteri acetici. L'applicazione
| protocollo da noi messo a punto non richiede controlli continui né particolari.

Alla luce dei risultati descritti si & potuta constatare l'efficacia dell'inoculo con
ltura starter di O. oeni propagata secondo il protocollo da noi seguito, che ha
nsentito una drastica riduzione dei tempi sia rispetto ai testimoni non inoculati, ma
e in rapporto agli altri sistemi di inoculo.
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