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Introduzione
Le reazioni biologiche, cioè mediate da microrganismi, possono avere luogo in due sistemi diversi :
- un sistema in cui i microrganismi sono in sospensione in una fase liquida, all’apparenza
omogenea, come nel caso delle fermentazioni enologiche o nella produzione di birra ;
- un altro sistema nel quale i microrganismi non sono liberi ma appaiono fissati ad un supporto,
creando in questo modo un sistema a due fasi distinte, come ad esempio nel processo di
depurazione su letto batterico.
In enologia, settore molto tradizionale, il concetto di microrganismi liberi domina largamente. In
altre industrie invece, si è cercato già a partire dagli anni ’60 di fissare i “catalizzatori” delle reazioni
biologiche con conseguente rapido sviluppo delle applicazioni industriali: batteri adsorbiti su
supporto negli acetifici, dischi batterici nella depurazione ecc.
Prima di descrivere alcune applicazioni enologiche dei microrganismi immobilizzati, vogliamo
ricordare qual è l’interesse di tale tipo di approccio e definire le possibilità tecniche attualmente
disponibili.
Perché immobilizzare i microrganismi ?
L’immobilizzazione offre numerosi vantaggi:
- i microrganismi possono essere riutilizzati in diversi cicli di funzionamento (vedi ad esempio
l’applicazione nella disacidificazione dei mosti);
- il recupero dei microrganismi al termine della fase fermentativa è semplificato (ad esempio
nell’applicazione in presa di spuma);
- è possibile lavorare con una popolazione microbica molto elevata senza dovere passare per la
fase di crescita cellulare, con conseguente incremento della velocità dei processi (vedi la sezione
sulla cura degli arresti di fermentazione);
Come immobilizzare i microrganismi ?
L’immobilizzazione può essere realizzata in modi diversi, che in gran parte derivano dalle
metodologie inizialmente proposte per gli enzimi da Chibata (1979). Si possono definire tre
categorie:
 l’inclusione: le cellule vengono incorporate in un polimero rigido, tra cui il più utilizzato è

l’alginato di calcio (Margaritis et Merchant, 1984). Questo processo di immobilizzazione (adattato
alla realizzazione di sfere a doppio strato ed essicate) verrà trattato più avanti nel dettaglio. Il
vantaggio di questo tipo di immobilizzazione è di permettere una buona ritenzione dei
microrganismi all’interno del gel;
 l’adsorbimento: la fissazione dei microrganismi è mediata da legami deboli tra la parete

microbica ed il supporto (legno, mattoni ecc.). Uno dei maggiori inconvenienti di questa tecnica è il
rischio di distacco delle cellule dal supporto, per esempio a seguito della loro morte;
 la ritenzione di microrganismi senza supporto. In questa tecnica ritroviamo:

- i sistemi risultanti dall’agglomerazione spontanea (o indotta) delle cellule
microbiche. Il carattere flocculento di alcuni ceppi di lievito è ad esempio sfruttato nella
presa di spuma;
- i processi che prevedono un confinamento dei microganismi in una zona del
reattore grazie ad una barriera fisica, normalmente una membrana di filtrazione. In enologia
una interessante soluzione tecnica è la cartuccia “Millispark” sviluppata da Millipore per la
presa di spuma con il metodo classico (Lemonnier et Duteurtre, 1989).

In questo articolo ci limiteremo alla presentazione dei sistemi che sono arrivati a trovare una
applicazione significativa in cantina. Si tratta di lavori sperimentali condotti congiuntamente dal
laboratorio UMR CNRS 5503 e dalla società Proenol Lda (Porto) da una dozzina d’anni. Le prove
hanno riguardato la presa di spuma, la disacidificazione dei mosti o dei vini con
Schizosaccharomyces pombe, il trattamento degli arresti fermentativi ed il controllo della
fermentazione nei vini liquorosi.
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Produzione dei lieviti inclusi  
Quale che sia la natura del lievito (Saccharomyces o Schizosaccharomyces), il processo di
fabbricazione delle sfere di lievito immobilizzato non varia. L’immobilizzazione dei lieviti in un gel di
alginato a doppio strato viene realizzato secondo il protocollo di Tanaka et al. (1989). La biomassa
di lievito viene aggiunta ad una soluzione acquosa di alginato al 4%. La miscela viene pompata
nella tubazione interna di un dispositivo, contemporaneamente all’immissione nella tubazione
esterna di una soluzione d’alginato sterile alla stessa concentrazione. Il flusso di alginato viene
regolato in modo da formare delle gocce che cadono in una soluzione di cloruro di calcio,
provocando la gelificazione dell’alginato: le sfere così ottenute sono costituite da un nocciolo
interno che imprigiona i lieviti ed uno strato esterno e continuo di alginato sterile che impedisce la
liberazione di cellule.
Le sfere vengono quindi parzialmente disidratate per essicazione su letto fluido, confezionate sotto
atmosfera inerte e conservate a 4°C fino al momento del loro uso, quando vengono reidratate
secondo il protocollo consigliato dal produttore, che dipende dal tipo di applicazione. 
Rispetto ai processi precedenti, spesso sviluppati solamente a livello di laboratorio, questo sistema
offre il vantaggio di mettere a disposizione sfere secche e quindi stabili nel tempo (come nel caso
dei lieviti secchi attivi), facili a manipolare ed a dosare (condizione indispensabile ad esempio per
la presa di spuma).

Figura 1. I lieviti secchi incapsulati nell’alginato di sodio presentano una forma sferica di 2 mm di diametro
(A). Fotografia al microscopio elettronico dell’interno di una sfera (B) 

Applicazioni in enologia 

Presa di spuma
Una certa quantità di lieviti inclusi viene immessa direttamente nella bottiglia, in alternativa alla
tradizionale coltura di lievito libero, per realizzare la seconda fermentazione. Prima dell’immissione
dei lieviti inclusi, il vino base deve essere stabile dal punto di vista delle precipitazioni tartariche e
filtrato sterilmente per evitare lo sviluppo di lieviti o batteri al di fuori delle sfere.
Dal momento che i lieviti inclusi (S. cerevisiae, preparazione commerciale, Proelif®) vengono
ritenuti all’interno del supporto solido, il processo di remuage è realizzato in qualche secondo
semplicemente capovolgendo la bottiglia (figura 2A). Il deposito rapido delle sfere di lievito può
essere effettuato dopo il completo esaurimento degli zuccheri (metodo tradizionale) oppure nel
momento in cui la loro concentrazione raggiunge un certo valore (metodo detto “ancestrale”);
l’evoluzione degli zuccheri può essere determinata con la misura della pressione sviluppata (figura
2B). La sboccatura viene quindi effettuata come d’abitudine.
Questa applicazione è attualmente quella maggiormente sviluppata a livello industriale: la sola
società Proenol ha fornito prodotto per il tiraggio di circa 8 milioni di bottiglie nel 2002. La
disponibilità di lieviti inclusi in forma secca fa prevedere una buona diffusione della tecnica.
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Figura 6. Evoluzione della concentrazione in zuccheri a seguito di un trattamento con S. cerevisiae incluso
in alginato di 325 hl di vino rosso con arresto di fermentazione. (A). Trattamento di 22 hl di vino bianco
arrestato (B).

La produzione di vini da dessert 
Il potere togliere le cellule immobilizzate ad un livello di zuccheri residui determinato offre
importanti vantaggi nella produzione di vini dolci.
In effetti, nella vinificazione dei vini bianchi con elevato tenore di zuccheri residui, la fermentazione
alcolica dovrà essere arrestata in un momento preciso, in funzione delle caratteristiche
organolettiche desiderate, che normalmente corrisponde a 50-100 g/l di zucchero. Attualmente
l’arresto della fermentazione alcolica si ottiene attraverso raffreddamento e/o travaso senza
ossigenazione, oppure filtrazione e/o solfitazione. I lieviti inclusi offrono la possibilità di fermare la
fermentazione nel momento desiderato senza dovere intervenire sul vino o aggiungere inibitori
chimici.
Vengono presentati di seguito, a titolo d’esempio, i risultati ottenuti in condizioni reali di
vinificazione di vini da dessert facendo uso di lieviti S. cerevisiae inclusi. La figura 7 riporta le curve
d’evoluzione della concentrazione in alcool e zuccheri. La temperatura durante la fermentazione è
stata misurata ma non controllata, e si è registrato un valore medio di 16°C. Al 20° giorno di
fermentazione un apporto di mosto fresco ha perturbato il profilo cinetico, ma senza impedire
l’avanzamento della curva di fermentazione fino ad un valore di 49 g/l di zuccheri (obiettivo
dell’enologo 50 g/l). In questo momento i sacchetti sono stati tolti dalla vasca. La figura 7 mostra
che successivamente il contenuto in zuccheri non ha subito variazioni, quindi che non si sono
verificate attività fermentative ad opera di lieviti o batteri indigeni: nemmeno l’etanolo e l’acidità
volatile hanno subito incrementi (Silva et coll., 2002). I valori di queste variabili sono restati costanti
nei 15 giorni successivi all’eliminazione dei lieviti immobilizzati dal sistema.
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Figura 7. Evoluzione del consumo degli zuccheri riduttori durante la vinificazione di un vino bianco dolce con
lieviti immobilizzati S. cerevisiae  

Conclusioni
Gli studi condotti da più di dieci anni sui lieviti inclusi hanno portato alla messa a punto di un
processo industriale di produzione di lievito immobilizzato in sfere in alginato  a doppio strato allo
stato secco. Ora il tecnico di cantina dispone di uno strumento efficace, stabile e semplice da
utilizzare. 
Le principali applicazioni dei lieviti immobilizzati riguardano la presa di spuma, la disacidificazione
dei mosti con lieviti Schizosaccharomyces ed il trattamento curativo degli arresti di fermentazione.
Un’altra interessante utilizzazione riguarda la gestione della fermentazione nei vini da dessert, per i
quali esiste sempre il problema di arrestare la fermentazione al momento desiderato.
Attualmente sono in corso ricerche complementari su:
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- l’applicazione dei lieviti Schizosaccharomyces inlusi per la disacidificazione di vini a fine
fermentazione alcolica e dove non si avvia la fermentazione malolattica. Su questo soggetto sono
già stati ottenuti risultati positivi a livello di laboratorio e sono in corso le esperienze di cantina
- l’inclusione di lieviti specifici per i quali si ricerca una attività parziale nel mosto, ad esempio
lieviti aromatici
- l’immobilizzazione di batteri lattici
- l’immobilizzazione di enzimi specifici
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