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UTILIZZO DEL
CEPPO HV-205 DI
HANSENIASPORA

VINEAE

IN CHARDONNAY
BASE SPUMANTE

Prima parte: aspetti qualitativi di gestione
della fermentazione alcolica

In ambito enologico & sempre pil
comune |'utilizzo di lieviti non-Sac-
charomyces (nSc) sia per produrre
vini che soddisfino i requisiti del con-
sumatore che per gestire al meglio
alcuni punti critici di processo. Sfrut-
tando alcune peculiarita del loro me-
tabolismo, e infatti possibile enfatiz-
zare specifici caratteri sensoriali nei
vini finiti. L'utilizzo dei nSc permette,
in una logica di taglio, di modulare
il risultato finale in funzione degli
obiettivi enologici. In tale contesto,
un nostro recente lavoro pubblicato
in questa stessa rivista (Gallo et al.,
2022) ha affrontato I'utilizzo di La-
chancea thermotolerans nella produ-
zione di Vino Santo, avvalendosi della
capacita di questo lievito di bioacidi-
ficare il vino. Il lavoro ha evidenziato

peraltro come i protocolli nutrizionali
possano influenzare il risultato finale.
E proprio la limitata conoscenza delle
esigenze fermentative dei lieviti nSc
cio che puo rendere difficile la loro ge-
stione rispetto al consolidato utilizzo
di Saccharomyces cerevisiae (Sc), del
guale sono ben note le performances
fermentative, i requisiti nutrizionali e
i risultati organolettici sui vini.

Tra i lieviti nSc proposti in enologia,
I'utilizzo di alcuni ceppi del genere
Hanseniaspora spp. hanno suscita-
to interesse in ambito produttivo in
quanto consentono di ottenere vini
con buone caratteristiche qualitative. Il
genere Hanseniaspora puo superare il
65% del totale dei lieviti indigeni nell'u-
va (Clemente-Jimenez et al., 2004),
presentando una grande variabilita di
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specie. Tra quelli interessanti in ambito
enologico, & stato recentemente propo-
sto I'utilizzo di Hanseniaspora vineae
(Hv). Questo lievito apiculato presenta
una minore capacita fermentativa ri-
spetto a Saccharomyces, tuttavia, € in
grado di raggiungere il 10% v/v di alcol
(Martin et al., 2018). Visti i requisiti di
cantina sia in termini di qualita del pro-
dotto che di gestione pratica durante la
vendemmia, tale apiculato viene solita-
mente utilizzato in inoculi sequenziali
con Sc al raggiungimento di un calo di
densita di circa 30 punti. Tra le carat-
teristiche osservate, una in particolare
eccelle in Hv: la sovrapproduzione in
acetato di B-feniletile. Questa molecola
- assieme all'alcol da cui deriva (B-fenil-
etanolo) - contribuisce alla nota di rosa
di origine fermentativa nel vino quan-
do raggiunge concentrazione sopra la
sua soglia organolettica (0,25 mg/L). In
condizioni enologiche, i vini fermenta-
ti con Hv possono superare i 13 mg/L
di acetato B-feniletile, corrispondenti
a oltre 50 unita di flavour (Medina et
al., 2016). Le concentrazioni sono risul-
tate sempre superiori rispetto a quelle
prodotte da Sc, nei quali peraltro non si
raggiungono spesso valori oltre la so-
glia di percezione.

Una volta validate le peculiarita
enologiche dei lieviti nSc, un primo
prerequisito per l'industria delle bio-
tecnologie enologiche risiede nell'atti-
tudine alla liofilizzazione, per esigenze

di produzione di composti aromatica-
mente attivi nel vino. Queste peculia-
rita compositive della frazione vola-
tile verranno invece affrontate in un
numero successivo di questa rivista.

Materiali
e metodi

Per la sperimentazione sono state
utilizzate tre partite di uve Chardon-
nay provenienti da 3 areali del Tren-
tino Alto-Adige (CH-A, CH-B e CH-C),
vendemmiate a maturita tecnologica,
e vinificate mediante un protocollo
paragonabile a quello utilizzato nel-
la produzione di vini base spumante
della DOC Trento. Per ciascuna par-
tita, all'uva intera & stato aggiun-
to ghiaccio secco all'interno di una
pressa pneumatica e pressata fino al
raggiungimento di una resa del 50%
(p/p), applicando una pressione mas-
sima di esercizio di 0.6 bar. Il mosto e
stato addizionato con metabisolfito di
potassio (15 mg/L), acido ascorbico (5
mg/L) ed enzimi pectolitici (1 mL/hL;
Rapidase Clear Extreme, Oenobrands,
Montpellier, France), mantenendo,
per quanto possibile, le condizioni di
anossia con la COz sublimata. Dopo 24
ore di decantazione statica a freddo
(10°C), il mosto chiarificato (100-150
NTU) & stato diviso in 4 masse omo-
genee per ogni areale. Il piano speri-
mentale prevedeva la fermentazione

to di lievito in sequito a ogni inoculo
(Natuferm Bright, Oenobrands, Mon-
tpellier, France). La fermentazione &
stata condotta a 18-20 °C, monitoran-
do la cinetica attraverso la misura del
grado °Brix. L'analisi delle caratteri-
stiche compositive di base del mosto
e del vino sono state effettuate tra-
mite spettroscopia nell'infrarosso con
trasformata di Fourier (WineScanTM
FT 120 Type 77310, Foss Electric A/S
Hillergd, Denmark). L'analisi del trip-
tofolo nel vino e delle vitamine nel
mosto sono state realizzate in UHPLC
accoppiato ad un spettrometro di
massa ibrido quadrupolo (Roman et
al., 2020), mentre gli amminoacidi
del mosto sono stati quantificati dopo
separazione in HPLC con un detector
fluorimetrico.

Risultati

Come si pu0 osservare nella figura 1,
le cinetiche di fermentazione con S.
cerevisige sono risultate sovrappo-
nibili nelle tre partite di Chardonnay.
Questo risultato era alquanto atteso
data la sostanziale equiparabilita fra i
principali parametri di controllo quali-
tativo dei mosti (Tab. 1), in particolare
circa il contenuto di zuccheri riduttori
e di azoto prontamente assimilabile
(APA).

A confronto con Saccharomyces, le
fermentazioni gestite tramite inoculi

By produttive e di commercializzazione.  di due tesi in duplicato, una inoculata  sequenziali con Hv si sono distinte per
o Questo primo lavoro illustrera in chia-  con il ceppo di Saccharomyces cere-  un veloce insediamento microbico,
é ve tecnologica i risultati di una pit  visiae LVCB (Sc) in purezza (Oeno-  ma anche per un rallentato comple-
° ampia sperimentazione condotta con  brands, Montpellier, France) e unacon  tamento della fermentazione alcolica.
z il ceppo liofilizzato Hv-205 di Hanse-  Hanseniaspora vineae Hv-205 (Hv)  Tuttavia, le cinetiche fermentative
° niaspora vineae per la produzione di  in inoculo sequenziale con Sc al rag-  sono risultate diverse in funzione
:g" tre diverse partite di Chardonnay base  giungimento del 6% v/v. Entrambele  della partita d’'uva: in CH-A e CH-B, la
& spumante. Il ceppo @ stato selezionato  tesi sono state inoculate con una con-  velocita nelle prove condotte con Hv

in Uruguay per le sue caratteristiche
fermentative e per l'elevata capacita

centrazione cellulare di 5106 CFU/mL
e arricchiti con 300 mg/L di autolisa-

e rimasta costante lungo la maggior
parte della fermentazione - anche

Acidita Acido Acido

Partita B(LI)X fi:fji:srril pH titolabile tartarico malico P(:;E;SLTO

(/L) (/L) (/L)
CH-A 19.76 194 3,16 9,3 4 539 1,86 144
CH-B 18.83 187 31 8,5 541 5,67 1,49 166
CH-C 19.10 193 312 7.8 4,66 5,39 1,37 129

Tab. 1- Composizione dei mosti di partenza
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Fig.1- Cinetica fermentativa media (n=2) espressa come % del compimento della fermentazione
alcolica dei processi gestiti da Saccharomyces cerevisiae (®) e Hanseniaspora vineae (®).
Le frecce indicano il momento dell'inoculo sequenziale nelle tesi Hv con S. cerevisiae
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in sequito dell'inoculo con Sc - con
tempi superiori per il compimento
del processo. Questo comportamento
e tipico della presenza di fattori limi-
tanti della crescita del lievito, spesso
associato a carenze nutrizionali. In
CH-C, la cinetica del processo gestito
con Hy, seppur dilazionata rispetto ai
corrispondenti Sc, non sembra invece
presentare un'inibizione di matrice
come quella riportata nelle altre due
partite. Per giunta, i tempi necessari
per completare la fermentazione al-
colica sono risultati compatibili con le
esigenze industriali.

Pur a fronte di un contenuto di APA
paragonabile frai tre mosti, CH-C pre-
sentava concentrazioni significativa-
mente superiori di acido glutammico,
glicina, isoleucina e leucina, amino-
acidi noti per essere fra quelli pre-
feribilmente assorbiti da Hv (Lleixa
et al., 2019). Inoltre, il contenuto di
acido pantotenico nel mosto CH-C &
risultato superiore rispettivamente
del ~26% e del ~45% rispetto a CH-A
e CH-B. In relazione alla tiamina, la
concentrazione in CH-C era altresi
superiore, del ~13% e del ~36%, pur
non differenziandosi dal punto di vi-
sta statistico.

La presenza di queste vitamine nelle
fasi iniziali di fermentazione & di parti-
colare importanza poiché Hv non & in
grado di sintetizzarle autonomamente
(Labuschagne & Divol, 2021). Non solo,
ma Hv presenta un utilizzo limitato
dell'azoto ammoniacale e un diverso
profilo di assorbimento amminoaci-
dico rispetto a Sc (Lleixa et al., 2019).
La declinazione tecnologica di questi
particolari metabolici consiglia un ap-
porto di nutrienti ricchi in aminoacidi in
concomitanza degli inoculi, anche per
evitare ulteriori carenze in Sc.
L'incapacita di biosintetizzare alcune
vitamine rende inoltre necessario l'ap-
porto di tiamina in questa fase, vista
anche la difficolta operativa nel valu-
tare il contenuto di vitamine nei mosti
durante la vendemmia, parametro nu-
trizionale non compreso nell’APA.

Il numero di cellule di Hv tre giorni
dopo [l'inoculo iniziale (5106 UFC/
mL) & risultata paragonabile nelle
tre prove, con concentrazioni di cir-
ca 11,5107 UFC/mL (Fig. 2). Al quinto
giorno, ancor prima dell'inoculo di Sc,
CH-C presenta una concentrazione
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Fig. 2 - Concentrazione di cellule vive di Hanseniaspora vineae (UFC/mL) nei mosti in fermenta-

zione 3 gg e 5 gg dopo l'inoculo

cellulare sostenuta mentre negli altri
due mosti & diminuita di circa un'uni-
ta logaritmica. | decorsi fermentativi
prolungati - in particolare per il lievito
non-Saccharomyces - suscitano perod

all'enologo preoccupazione in quanto
monito di possibili arresti fermentati-
vi, oltre che causa di potenziali devia-
zioni sensoriali come l'innalzamento
dell'acidita volatile. L'analisi dei vini

' Etanolo 'Acidit.é Acidi?é Zuct.:he.ri Acidg Acifio

Partita | Processo (% vol) titolabile | volatile residui tartarico malico
(g/L) (g/L) (g/L) (g/L) (g/L)

CH-A Hv 11,81 3,26 6,8b 0,24 <1,0 3,44 2,98b
Sc 1,72 3,25 8,3a 0,22 <1,0 3,57 3,98a

CH-B Hv 1,28 3,29 7.2b 0,30b <10 3,45 3,38b
Sc 11,36 3,40 8,6a 0,62a <1,0 3,14 4,48a

CH-C Hv 11,41a 3,16 7.6b 0,17 <1,0 3,53 3,23b
Sc 1,31b 3,16 8,2a 0,20 <10 3,31 391a

a fine fermentazione alcolica (Tab. 2)
non evidenza, tuttavia, valori superio-
ri di acidita volatile nelle vinificazioni
condotte con Hy, risultando addirit-
tura inferiori in CH-B. Questo aspet-
to, pur in presenza di evidenti fattori
nutrizionali limitanti, conferma I'ido-
neita di questo ceppo di lievito nella
gestione dell'acidita volatile durante
la fase fermentativa.

Si ipotizza che questa particolarita di
Hv possa essere riconducibile alla sua
capacita di limitare lo sviluppo di altre
specie microbiche durante le prime fasi
di fermentazione.

Questo aspetto potrebbe essere la
conseguenza di una piu efficace assi-
milazione dei nutrienti - limitandone
la disponibilita - o della produzione di
talune molecole utilizzate nella comu-
nicazione fra microorganismi in grado
di regolare la densita cellulare: le co-
siddette Quorum-sensing molecules,
quali il triptofolo. Nella figura 3 si pud
osservare come la concentrazione nei
vini a fine fermentazione alcolica di
guesto composto sia sempre superiore
nelle vinificazioni Hv, indicativamen-
te dalle 1,8 alle 4,7 volte, a prescin-
dere della cinetica di fermentazione.
In relazione ai parametri qualitativi del
vino, un aspetto riguardante la compo-
nente acidica merita di essere messo in

Acido

lattico | Clicerolo [ Potassio
@/L) @/L) (@/L)
<0,50 6,50 0,88b
<0,50 6,65 116a
<0,50 6,65 1,03
<0,50 6,95 121
<0,50 7,05 093
<0,50 675 0,88

Tab. 2 - Composizione media dei principali parametri di controllo qualitativo dei vini a fine fermentazione alcolica. Lettere diverse indicano contenuti

statisticamente differenziati
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Fig. 3 - Concentrazione media di triptofolo (mg/L) nei vini a fine fermentazione alcolica.
Saccharomyces cerevisiae (®) e Hanseniaspora vineae (®).

evidenza. In tutti i vini, il valore di aci-
dita titolabile & risultato sensibilmente
inferiore nei processi gestiti da Hv, sen-
za che siano osservabili del pH. Questi
valori sembrano essere la conseguenza
della minor concentrazione di acido
malico, mediamente del ~22% e corri-
spondenti a -0.9 g/L. L'assenza di acido
lattico sopra il limite di quantificazione
della metodica fa presupporre la meta-
bolizzazione dell'acido malico da parte
di Hv come fonte carboniosa, fenome-
no gia riportato per altri nSc (Ferrando
et al., 2020).

Questa caratteristica metabolica po-
trebbe essere sfruttata nella produ-
zione di vini bianchi nel caso di annate
fresche o di vendemmie anticipate per
motivi sanitari, cosi come nella produ-
zione di rossi che verranno sottoposti a
fermentazione malolattica, per ridurre
I'acido malico gia durante la fermenta-
zione alcolica.

Conclusioni

Lo studio ha permesso di confronta-
re le performances fermentative tra

il ceppo Hv-205 di Hanseniaspora vi-
neae e LVCB di Saccharomyces cere-
visiae.

L'interpretazione dei risultati sugge-
risce un miglior adattamento di Hv
nelle prime fasi di fermentazione,
sebbene con tempi piu lunghi per il
completamento della fermentazione
alcolica. Oltre alle differenze di na-
tura microbiologica, si & osservato
un diverso comportamento di Hv in
funzione della composizione del mo-
sto, che sembra essere correlato alla
dotazione nel mosto di alcuni ammi-
noacidi e vitamine. L'adeguato conte-
nuto di fattori nutrizionali permette
tuttavia di svolgere la fermentazione
con Hv in tempi compatibili con le esi-
genze industriali. | parametri qualita-
tivi del vino non si sono visti influen-
zati dal lievito ad eccezione dell'acido
malico, ipotizzando la sua metaboliz-
zazione da parte di Hv.

| risultati mettono in rilievo I'impor-
tanza di una corretta gestione del
protocollo nutrizionale per sfrutta-
re al meglio le potenziali prestazio-
ni di questo lievito. In un prossimo
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lavoro, che verra pubblicato sulle
pagine di questa rivista, sara appro-
fondita I'influenza del peculiare me-
tabolismo di Hanseniaspora vineae
sulla composizione volatile dei vini.
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