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Appassimento delle uve 2023 e 2024.

Fermentazioni spontanee 2023 (due caratelli 50 e 100 L).

Selezione dei lieviti dalle fermentazioni 2023.

Fermentazioni 2024 (due caratelli da 50 e 100 L inoculate e
non).

Analisi sensoriali dei vin Santi 2023-2024 e divulgazione dei
risultati.
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Az.4. LA SELEZIONE DEI LIEVITI AUTOCTONI

SELEZIONE CLONALE

—>

EVOLUZIONE ADATTATIVA

SELEZIONE
CLONALE

Isolamento di lieviti dalle uve in appassimento e dalle fermentazioni
spontanee

- Caratterizzazione fenotipica:
' -Screening su piastra per resistanza a elevate concentrazioni di rame e

-Prove su scala di laboratorio simulando le condizioni ambientali
. ritrovabili in "vinsantaia"

RISULTATO

‘ Selezione di ceppi di Saccharomyces cerevisiae.

N Ceppi di Saccharomyces cerevisiae ottenuti da selezione clonale

Evoluzione adattativa in brodo di coltura contentente
concentrazioni di zucchero e rame crescenti.

Evoluzione adattati

conseguente crescita
vengono inoculati nel
terreno di coltura
ancora pil selettivo

Ceppi di Saccharomyces cerevisiae resistenti ad alte concentrazioni di zucchero e rame.




LA SELEZIONE DEI LIEVITI AUTOCTONI
SELEZIONE CLONALE

——

SELEZIONE
CLONALE

Isolamento di lieviti dalle uve in appassimento e dalle fermentazioni
spontanee

Caratterizzazione ceppi
— di Saccharomyces
cerevisiae

- . . Caratterizzazione fenotipica:
'\"\ -Screening su piastra per resistanza a elevate concentrazioni di rame e

~( zuccheri

-Prove su scala di laboratorio simulando le condizioni ambientali
ritrovabili in "vinsantaia"

RISULTATO

‘ Selezione di ceppi di Saccharomyces cerevisiae.




CARATTERIZZAZZIONE CEPPI Saccharomyces cerevisiae

Isolamento e purificazione colonie di Saccharomyces cerevisiae

SELEZIONE Isolamento di lieviti dalle uve in appassimento e dalle fermentazioni
CLONALE spontanee

: } Ottenimento di colture pure

Q/ Identificazione di isolati e caratterizzazione genotipica a livello di ceppo

Caratterizzazione fenotipica:
' -Screening su piastra per resistanza a elevate concentrazioni di rame e
zuccheri

. -Prove su scala di laboratorio simulando le condizioni ambientali

e ritrovabiliin "vinsantaia”

RISULTATO

0 Selezione di ceppi di Saccharomyces cerevisiae.




Identificazione degli isolati di S. cerevisiae e caratterizzazione genotipica s
livello di ceppo

Estrazione DNA ERERy s

ritrovabiliin *vinsantaia”

FASI :
e AV
Amplificazione della
e |dentificazione alla regione ITS (Internal
specie " Transcribed Spacer) del
Analisi o
N
Digestione

dell’'amplicone ottenuto
con enzimi di restrizione

molecolarl

e Caratterizzazione al
ceppo

5

Amplificazione delle regioni interé del DNA

Profili genetici diversi = CEPPI DIVERSI




RISECCOLI CARATTERIZZAZZIONE CEPPI Saccharomyces cerevisiae |
BB E W Vendemmia 2023 |
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ceppo % isolamento % Slmllarlta
Ris I 24 o o o (=] o o o 8
Ris II 1,5 r' RIS IX
Ris I 21 RIS X
Ris V 4 RIS X
Ris VI 1,5 RIS XXI
Ris VII 1 RIS XXII
Ris VIII 10 RIS XXIII
Ris IX 1 — - RIS XXV
Ris X 1 — RIS XII
Ris X| 4 L RIS XXVI
. RIS XXIX
Ris XII 2 ] 4|
) RIS XXVIII
Ris XIlI 2 i
Ris XIV 1 4 ] A
Ris XV L RIS XIX
BBl 1 RIS XXIV
Ris XVII 1 RIS II
Ris XVIII 1 RIS VII
Ris XIX 1 _| RIS VI
Ris XX 1 RIS XVIII
Ris XXI 1 RIS XVII
Ris XXII 1 RIS XXVII
Ris XXIII 1 RIS XIV
Ris XXIV 1 RIS XVI
Ris XXV 1 2:2 :I’I“'
Ris XXVI 1 { Ry
R.ls XXVII 1 RIS XXX
va- XXVIII 1 RIS Xill
Ris XXIX 1 RIS XX
Ris XXX 1




CARATTERIZZAZZIONE CEPPI Saccharomyces cerevisiae
“Vendemmia 2023

ceppo % isolamento % Similarité
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oM IlI 14,5 — gm ill
on ° OM XVII

oMV 13,5 | oM XX
S 2 OM XXII
oM VIl 2 - { | oMy
OM IX 1 OMVI

OM X 10 oM I

oM Xl 2 i OM XVl
OM XII 2 - OM XX
OM XIll 1 OM XV
ORI ! OM XIII
OM XV 1 OM XVI
OM XVI 1 OM XX
OM XVII 1 OM II
OM XVIII 1 — OM IV
OM XIX 1 — OM IX
OM XX 1 - OMXI
OM XXI 1 OM XIV
OM XXII 1 —| OM Il
OM XXl 1 oM Vil

OM VI




LA SELEZIONE DEI LIEVITI AUTOCTONI
SELEZIONE CLONALE

Isolamento di lieviti dalle uve in appassimento e dalle fermentazioni
spontanee

SELEZIONE
CLONALE
- 6 ceppi per I'azienda Riseccoli
- 5 ceppi per I'azienda Ottomani
- 1 starter commerciale di S.cerevisiae
indicato per fermentazioni con zuccheri

elevati
‘
- . . Caratterizzazione fenotipica: Ar3 - - DN E
AP AT A ' ~ -Screening su piastra per resistanza a elevate concentrazioni di rame e
0 zuccheri BNCO 0 A O E BODI O
: -
) olde z
-Prove su scala di laboratorio simulando le condizioni ambientali
ritrovabili in "vinsantaia" Jd- (] €
—

RISULTATO
‘ Selezione di ceppi di Saccharomyces cerevisiae.




Scelta di ceppi con le capacita tecnologiche e qualitative desiderz

 Valutazione delle capacita fenotipiche e tecnologiche i
micro-vinificazioni su mosto di uve appassite
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Scelta di ceppi con le capacita tecnologiche e qualitative desiderz
» Saggi in piastra:

- resistenza al rame
- elevate concentrazioni di zuccheri

Ceppo Ac acetico EtOH Purezza Zuccheri Screening Screening
(g/L) (%) fermentativa reSIdu1 CuSo, Glucosio
2.5g/L 500g/L
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LA SELEZIONE DEI LIEVITI AUTOCTONI
SELEZIONE ADATTATIVA

Ceppi di Saccharomyces cerevisiae ottenuti da selezione clonale

Evoluzione adattativa in brodo di coltura contentente
concentrazioni di zucchero e rame crescenti.

A
/ O S'_ ?'»
‘/ | }
5 4
A \

Evoluzione adattativa

Solamente i ceppi che
mostrano
adattamento e
conseguente crescita
vengono inoculati nel
terreno di coltura
ancora piu selettivo

RISULTATO

Ceppi di Saccharomyces cerevisiae resistenti ad alte concentrazioni di zucchero e rame.

: | ’



LA SELEZIONE DEI LIEVITI AUTOCTONI
SELEZIONE ADATTATIVA
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200g/L zuccheri e 1 g/L CuSO,

5 repliche per ciascun ceppo

300g/L zuccherie 1,5 g/L CuSO,

i

400g/L zuccheri e 2 g/L CuSO,

{

500g/L zuccheri e 2,5 g/L CuSO,

oA ioRs adatiatiia cwvldls.edurwnycesmm;n:mumld:u:le‘xbnuzlu:led
voluzione adattativa in brodo di ¢

3 \\ r:‘: @)
RISULTATO ﬁ/ ' ¢ ®

Ceppl di Saccharomyces cerevisiae resistenti ad alte concentrazioni di zucchero e rame.




LA SELEZIONE DEI LIEVITI AUTOCTONI
SELEZIONE ADATTATIVA

500g/L zuccheri e 2,5 g/L CuSO, OM Il

¥

Isolamento e purificazione di 8
isolati per ciascuna piastra

4

- Conferma del ceppo
~ (analisi molecolari)

4

Crescita per 5 generazioni in terreno ottimale

¥

E
Conferma dell’adattamento nel terreno piu selettivo m
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\/ Tl e\ ilallile-VAle)a] B ° Valutazione delle capacita fenotipiche e tecnologiche
. ‘ : dei ceppi adattati (W e NA) in micro-vinificazioni su
diflaboratorio mosto di uve appassite

RISECCOLI
HReEE

Wild OM I
Wild Ris I WildRis lll +
Zygosaccharomyces rouxii

Adapted

OMII C8
Natural adapted Natural adapted Ris Il +

Ris Il Zygosaccharomyces rouxii




RISECCOLI Scelta:
G0 LB & Ris (W) + Z.rouxii

ANOVA ANOVA ANOVA

Zuccheri residui (g/L) P <0.05 Ac.acetico (g/L) P <0.05 EtOH (%) P <0.05
Ris Il (W) 110 + 21 a 1,00 = 0,1 a 15,85 + 1,4 a
Ris Il (NA) 113 + 20 a 1,06 + 0,05 a 15,6 + 1,2 a
Ris 11l (W) + Z.rouxii 118,5 + 19 a 0,80 0 a a
Ris Il (NA) + Z.rouxii 123 £ 15 a 0,85 + 0,07 a 15,3 £+ 0,7 a
t-test t-test t-test
Zuccheri residui (g/L) P <0,05 Ac.acetico (g/L) P<0,05 EtOH (%) P<0,05

8M I (W) 137 + 2,8 a 1,20 + 0,1 a 14,20 + 0,5 a
8M 1IC8 (A) 118 + 8,4 a 1,04 + 0,0 a 15,55 + 0,5 a




Az. 3.3 - Az. 3.4 VENDEMMIA 2024 RISECCOLI
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3.3-Az. 3.4 VENDEMMIA 2024 RISECCO LI
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Az. 3.3 - Az. 3.4 VENDEMMIA 2024

Log (CFU/mL)
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Az. 3.3 - Az. 3.4 VENDEMMIA 2024
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Mosto Riseccoli Inoculato 100L

% Frequenza di isolamento
ol
T

Ceppi S.cerevisiae
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Specie non-Sacch.

B0 eRNd0D0CROERNODGO

Zygosaccharomyces hellenicus
Pichia fermentans
Zygosaccharomyces bailii
Lachancea fermentati
Starmerella apicola

Fichia membranifaciens
Hansenlasporia valbyensis
lssatchentia terricola
Kloeckera apiculata
Starmerella bacillans
Aureobasidium spp
Hansenlaspora osmophila
Zygosaccharomyces rouxil

Melschmikowia pulcherrima
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% Frequenza di isolamento

100-

Mosto Riseccoli 100L

0

0

|
6 18 33 48 70

Giorni

6 18 33 48 70

Giorni

RISECCOLI
Gl BN

Ceppi ricorrenti: 11
Ceppi 2024: 13
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Mosto Ottomani Inoculato 100L Ceppi S.cerevisiae Mosto Ottomani 100L
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% Frequenza di isolamento

% Frequenza di isolamento
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Riassumendo: confronto 2023 vs 2024

RISECCOLI 100L |Inocl00L 100L
Annata 2024 2024 2023
tempo (giorni dall'ammostamento) 112 112 147
G+ F (g/L) 147,6 135,3 210,2
Glicerina (g/L) 5,37 5,25 7,66
Ac. acetico (g/L) 0,55 0,47 1,34
Etanolo (%v/v) 9 9,86 11,2 2024: . ||
IPurezza fermentativa (ac. acetico/EtOH) 0,06 0,04 0,12 é—o?)t:;i’fj:t(];esr[:niir(])tcautl];/taoTmgl]or
OTTOMANI 100L |[Inocl00L 100L
DATA 2024* 2024* 2023 *no malolattica
tempo (giorni dall'ammostamento) 119 119 148
G + F (g/L) 97,50 | 151,60 251,6
Glicerina (g/L) 10,40 10,40 9,69
Ac. acetico (g/L) 0,96 1,03 1,75 2024:
Etanolo (%v/v) 12,10 | 10,20 981 | /EtOHpiua

Purezza fermentativa (ac. acetico/EtOH) 0,08 0,10 0,18 I purez
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