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BIOPROTEZIONE

Introduzione

Nell’'ultimo decennio & stato de-
finito un nuovo approccio alla
stabilizzazione degli alimenti che
si basa sull’antagonismo che
hanno alcuni microrganismi nei
confronti di altri.

Il successo di questi sistemi di
produzione e conservazione e
strettamente associato ai conti-
nui sviluppi delle conoscenze
che emergono dalla ricerca ap-
plicata ad ogni specifico sistema
alimentare.

Negli ultimi anni si e assistito ad
una intensa attivita di ricerca
che ha portato dunque alla mes-
sa a punto di tecnologie volte
alla conservazione degli alimenti
e/o al controllo di alcune fasi di
produzione. | microrganismi so-
no infatti, per loro stessa
natura, in grado di
attivare una serie di
sistemi  difensivi
estremamente

vari. In questa
ottica si inserisce

la sempre pil
diffusa applicazio-

ne di microrgani-
smi non solo nelle
normali fasi di produ-
zione, ma anche per una

serie di attivita che vanno dal
controllo della microflora pato-
gena ed inquinante, alla diminu-
zione di fattori antinutrizionali
ed all'aumento della salubrita
dei prodotti alimentari posti al
consumo.

Bioprotezione nell’industria

alimentare

Diversi prodotti del metabolismo
di microrganismi, quali batterio-
cine e fattori killer, sono stati
sperimentati ed utilizzati nell’in-
dustria alimentare per controlla-
re sia microrganismi patogeni
che alteranti. Diversi lavori di-
sponibili in letteratura hanno
messo in evidenza come diversi
alimenti possono vedere aumen-
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tata la propria sicurezza igienico-
sanitaria e la propria shelf-life.

Per questi scopi si ricorre ad
esempio a popolazioni di batteri
lattici in grado di produrre, oltre
ai noti metaboliti, composti ad
azione antimicrobica, capaci di
inibire la crescita di microrgani-
smi filogeneticamente vicini. Que-
ste molecole ad azione antimicro-
bica vengono genericamente
chiamate batteriocine, sono di
natura proteica, formate da sin-
goli peptidi o da loro complessi e
vengono classificate in funzione ai
meccanismi d’azione che entrano

in gioco.
| ricercatori hanno lavorato molto
sia sull’isolamento di ceppi attivi
in questa direzione che nell’indi-
viduazione delle loro possibili ap-
plicazioni nei diversi com-
parti dell'industria ali-

mentare.
Nel settore lattiero
caseario sono
molteplici gli

esempi di studio

di colture batteri-

che produttrici di

batteriocine sfrut-

tabili per diversi sco-

pi quali il controllo

della Listeria e del Clostri-

dium, batteri gram (+) ubiquitari e

responsabili di patologie quali
listerioriosi, tetano, botulino.

Un secondo comparto alimentare
in cui la bioprotezione ha trovato
notevole sviluppo € quello delle
carni fermentate e degli insaccati.
In questo specifico ambito sono
stati pubblicati diversi lavori che
descrivono attivita antimicrobi-
che, principalmente nei confronti
di microrganismi patogeni, da
parte sia di batteri lattici che di
stafilococchi.

Anche in altri ambiti alimentari si
stanno studiando alcune applica-
zioni come la bioprotezione di
prodotti da forno mediante I'uti-
lizzo di batteri lattici o la biocon-
servazione di prodotti vegetali di

Definizione del concetto
di bioprotezione e sua
applicazione enologica.

Con il termine Bioprotezione
in senso lato si indica I'utiliz-
zo di microrganismi o di loro
metaboliti allo scopo di con-
trollare popolazioni microbi-
che patogene, alteranti o co-
munque indesiderate in ali-
menti o intermedi di lavora-
zione di alimenti. Questo ap-
proccio di tipo biologico ha
assunto particolare rilevanza
specialmente negli ultimi an-
ni in seguito alla sempre
maggiore attenzione del con-
sumatore alla salubrita, fre-
schezza e naturalezza dei
prodotti alimentari, ottenuti
possibilmente senza dover
ricorrere o ricorrendo il me-
no possibile all’'uso di con-
servanti di natura chimica.
L’obiettivo e di assicurare la
conservazione biologica degli
alimenti attraverso I'impiego
di colture starter di micror-
ganismi che grazie alla loro
presenza e alla produzione di
particolari metaboliti in qual-
che modo riescano a garanti-
re la dovuta qualita e sicu-
rezza dei prodotti al consu-
mo.
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quarta gamma.

Si pensa di poter estendere questi concetti di biopro-
tezione anche al trattamento di materiali plastici
utilizzati per il confezionamento e la conservazione
di alimenti.

In campo enologico € ormai noto da tempo il con-
cetto di fattore Killer. Esso consiste nell’azione ini-
bente di un certo lievito nei confronti di altri ceppi di
lievito. Questa inibizione e dovuta alla produzione da
parte del primo di una tossina, nota come fattore
Killer, di natura proteica o glioproteica, capace di
disattivare lieviti sensibili. Pud accadere che queste
tossine vengano prodotte ma restino inattive
nell’ambiente vino, dato che il pH ha una grossa in-
fluenza sull’attivita di queste molecole che sono
inattivate ai bassi pH. In Saccharomyces cerevisiae si
possono distinguere ceppi Killer, in grado di produr-
re le tossine, ceppi sensibili, che subiscono questa
azione e ceppi neutrali, che non producono tossine e
non ne subiscono 'azione. Inizialmente questo feno-
meno fu descritto soprattutto in condizioni di fer-
mentazione alcoolica, ma poi si riscontro anche in
altri ambiti fermentativi dell’industria alimentare.
Questo carattere si pud riscontrare facilmente in
lieviti S. cerevisiae, ma non mancano ceppi di altre
specie come Candida, Debaryomyces, Hansenula,
Pichia, Torulopsis, ecc in grado di sintetizzare fattori
Killer.

Di particolare interesse ed al centro di studi la capa-
cita di Pichia anomala e Kluyveromyces wickerhamii
di produrre tossine killer attive nei confronti di
Brettanomyces, microrganismo altamente indeside-
rato e combattuto in enologia.

Nel caso della vinificazione

Sulla base di questi concetti e partendo dagli studi di
microbiologia a suo tempo seguiti e presentati da
Vicent Renouf nell’ambito della sua tesi di dottorato
intitolata “Descrizione e caratterizzazione della di-
versita microbiologica durante I’elaborazione del
vino. Interazioni ed equilibri e relazioni con la qualita
del vino”, condotta presso la Facolta di Bordeaux,
sotto la direzione dei professori Aline Lonvaud e
Pierre Strehaiano, si & cominciato a ragionare in mo-
do un po’ diverso sulla dinamica delle popolazioni
microbiche e dell’inoculo al momento della vinifica-
zione.

A partire dall’uva, il vino é il risultato dell’attivita di
un sistema microbico complesso che non si riduce
unicamente all’intervento del Saccharomyces cerevi-
siae nel corso della fermentazione alcoolica o
dell’Oenococcus oeni durante la FML. Da quando
I'acino d’uva viene rotto dalla pigiatrice o staccato
dal raspo dalla vendemmiatrice meccanica comincia
immediatamente una frenetica moltiplicazione dei
microrganismi che fino a quel momento erano pre-
senti nell’lambiente ma confinati esternamente al
substrato succo d’uva. Nei suoi lavori Renouf & arri-
vato a catalogare in questa fase sulle uve circa 60
specie di lieviti e 50 specie di batteri. In questa babe-
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Figura 1: Isolate circa 60 specie di lieviti
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le di microrganismi quelli ad interesse enologico sono
presenti ma non certo in quantita maggioritarie. Ci si
trova difronte dunque ad un ecosistema microbiologi-
co altamente diversificato e fortemente dinamico,
pronto a colonizzare il substrato mosto fino a quel
momento vergine, ma condizionato nel suo sviluppo
da pressanti interazioni. Interazioni con la materia pri-
ma (concentrazione dei succhi, loro pH ed acidita, resi-
dui di fungicidi, ecc.) interazioni con le pratiche enolo-
giche (vendemmia manuale o meccanica, solfitazione,
gestione temperatura, ecc.), interazione tra i diversi
microrganismi (competizione, inibizione, ecc.).

Nei minuti che seguono 'ammostamento accade quin-
di una rivoluzione nella quale e difficile immaginare
che le poche cellule di Saccharomyces presenti pren-
dano subito il sopravvento e siano pure le migliori dal
punto di vista enologico.

Dobbiamo essere coscienti che al momento della rac-

NUMERO 107 - Luglio 2017

LAFFORT




colta ed ammostamento dell’uva la natura, ma forse
e piu corretto dire il caso, ci propone tutto un insie-
me di microrganismi provenienti dal vigneto, dalle
attrezzature di raccolta e di cantina e dall’ambiente,
su cui il viticultore e I'enologo con le loro azioni ope-
rano una pressione selettiva che mettera in condizio-
ni di primeggiare uno o piu ceppi fermentativi, che a
guesto punto ci resta difficile immaginare veramente
naturali ed al contempo i migliori.

Nella pratica tradizionale di vinificazione tra il mo-
mento della rottura dell’acino e I'inoculo o comun-
que l'inizio della fermentazione ad opera di Saccha-
romyces passa un intervallo di tempo di diverse ore
durante il quale i microrganismi presenti si moltipli-
cano in maniera esponenziale. Tra questi ampio spa-
zio occupano i produttori di metaboliti indesiderati o
di contaminazione, anch’essi presenti nel “brodo
primordiale”. Si comincia quindi a pensare, so-
prattutto di fronte alla crescente tendenza a solfitare
poco o affatto, che I'inoculo tradizionale arrivi trop-
po tardi.

Alla luce dei nuovi concetti e nuove esperienze di
“bioprotezione”, al fine di garantire una buona effi-
cacia nel controllo dei microrganismi indigeni, facen-
do ricorso a strategie di lotta biologica, si propongo-
no dunque trattamenti all'uva o al mosto, da ese-
guirsi il prima possibile, con popolazioni di microrga-
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Figura. 2 —isolate circa 50 specie di batteri.
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nismi selezionati, facenti
naturalmente parte della
flora indigena dell’'uva,
non portatori di difetti, in
grado di colonizzare rapi-
damente I'ambiente,
esenti da effetti sulla suc-
cessiva popolazione fer-
mentativa.

Proposta Laffort

Da qui la nostra proposta di una formulazione che
abbina ceppi di Torulaspora delbrueckii e Metschniko-
wia pulcherrima che verra commercializzata sotto il
nome evocativo di ZYMAFLORE EGIDE.

L’egida & lo scudo di Zeus, quindi evoca protezione e
difesa. Zeus aveva un gran bello scudo, opera di Efe-
sto, assolutamente indistruttibile, creato con la pelle
della dipartita capra Amaltea, che da piccolo lo aveva
allattato.

Con questo scudo il grande Zeus generava immensi
fortunali: gli bastava agitarlo un poco e il temporale
era bello che scatenato. L'égida fu scudo o vestimen-
to proprio anche di altre divinita, quali Atena e Apol-
lo. Comunque sempre un’efficace protezione contro i
nemici.

| due microrganismi, scelti e selezionati fra i rappre-
sentanti naturali della flora indigena dell’uva, sono
piuttosto neutri dal punto di vista organolettico ed
esenti da difetti, sono molto abili nella colonizzazione
dei grappoli e del pigiato e riescono a limitare lo svi-
luppo dei microrganismi di alterazione nel corso delle
fasi prefermentative.

Per ottimizzarne I'applicazione sono state allestite nel
corso delle scorse vendemmie numerose prove in
diverse condizioni che hanno permesso di compren-
derne e valutarne le potenzialita ed attitudini.

Abbiamo potuto confermare che la miscela delle due
specie risulta molto pil robusta e versatile che le sin-
gole popolazioni. Questo lo si avverte ad esempio a
livello di capacita di colonizzazione dei substrati, in
miscela possono operare molto bene sia se inoculate
direttamente su uva intera che se introdotte su pro-
dotto gia ammostato. La reidratazione puo giovare
alla vitalita della popolazione ma se, per semplicita e
rapidita di impiego, questo preparato viene spolvera-
to direttamente su uva o su mosto, la vitalita di Egide
resta accettabile. Anche in questa modalita di utilizzo
infatti al controllo su piastra delle differenti colonie
mentre Torulaspora e Metschnikowia sono presenti,
le popolazioni indigene risultano praticamente assen-
ti.

In tutte le prove eseguite, dato che i microrganismi
della miscela di bioprotezione non sono in grado di
avviare la fermentazione, non pongono problemi du-
rante le operazioni di chiarifica dei mosti. Anche in
completa assenza di SO,, nel caso di vinificazioni in
bianco, a fine della fase pre-fermentativa, ossia di
estrazione e chiarifica dei succhi, I'analisi microbiolo-
gica mette in evidenza la completa assenza di cellule
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ZYMAFLORE®
EGIDE™™"

estranee, fatta salva la popolazione di To-
rulaspora e Metschnikowia. Inoltre il livello
di chiarifica del mosto risulta perfettamen-
te comparabile a quello dei mosti trattati
tradizionalmente impiegando per il con-
trollo della flora indigena unicamente SO,.
Nei mosti avviati alla fermentazione il te-
nore di APA che non risulta significativa-
mente diminuito cosi come il livello di zuc-
cheri che non e affatto intaccato.

Nel caso di vinificazione in rosso, anche
operando una macerazioni prefermentati-
ve a freddo (MPF) in assenza di I’addizione
di SO,, I'aggiunta precoce di Zymaflore Egi-
de sull’'uva ha permesso di arrivare al ter-
mine della fase prefermentativa con il con-
trollo totale sui microrganismi indigeni,
rilevando solo la presenza di ceppi di To-
rulaspora e Metschnikowia, che sembra
abbiano completamente sostituito gli altri
microrganismi. La presenza di questa mi-
croflora selezionata ha inoltre favorito la
successiva impiantazione del ceppo di lievi-
to scelto per condurre la fermentazione
alcoolica.

Dall’esperienza fino ad ora maturata appa-
re che la miscela prescelta, delle due tipo-
logie di lieviti, permette di ottimizzarne
I'efficacia rendendolo adatto a situazioni
differenti ed a diverse necessita operative
(no reidratazione, bassa temperatura, solfi-
tazione, ...). La dose utilizzata nelle diverse
prove era sempre compresa tra 2,5 e 5 g/
hL di preparato secco, che va applicato
senza |'aggiunta di attivatori. Le dosi pil
basse sono perfettamente adattate all'im-
piego su uva, mentre & meglio passare alle
dosi piu alte se si intende impiegarlo su
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mosto.

Altri aspetti interessanti evidenziati durante le prove di vinifica-
zione con bioprotezione sono oltre al controllo delle popolazio-
ni di non-Saccharomyces, migliore che con la solfitazione, il piu
facile sviluppo di batteri lattici che rende molto pil agevole la
gestione della successiva FML, minor accumulo di prodotti in
grado di combinare la solforosa, fattore questo che permette di
avere a parita di SO, totale una nettamente maggiore resa in
SO, libera, dunque una migliore gestione delle aggiunte di que-
sta al vino. Il tutto si traduce nella pratica in vini dallo stile diver-
so e nel caso dei vini rossi in note cromatiche decisamente pil

PROTOCOLLO DI UTILIZZO
(gestione microbiologica)

ZYMAFLORE EGIDE (2,5 - 5 g/hL)
Reidratazione in acqua a 30° C
oppure

Utilizzo diretto senza reidratazione

0

Introduzione in:
Cassone pigiadiraspatrice o carro vendemmia
oppure

Tramoggia ricevimento uva

oppure

Sotto pigiadiraspatrice

2

(in bianco)
Pressatura estrazione mosto
Stabulazione liquida a freddo

Chiarifica

4

Inoculo lievito selezionato
SUPERSTART BLANC
Zymaflore X5
Zymaflore X16

4

Normale gestione fermentazio-
ne e nutrizione

O

Fine fermentazione

O

Travaso di fine FA
Allontanamento fecce grossolane
Aggiunta MICROCONTROL 10 g/hL

4

Dopo 15 gg
Travaso

4

Prima aggiunta di SO’

>
LAFFORT

!

(in rosso)
Pigiadiraspatura
Macerazione prefermentativa a
freddo

4

Inoculo lievito selezionato
SUPERSTART ROUGE
Zymaflore X-Pure
Zymaflore RX60

4

Normale gestione macerazione
e nutrizione

P

Fine fermentazione

b

Svinatura
Inoculo FML

b

Fine FML - Travaso
Aggiunta OENOBRETT 10 g/hL

P

Dopo 15 gg - Travaso

b

Prima aggiunta di SO?

NUMERO 107 - Luglio 2017



