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INDAGINI PRELIMINARI SUGLI EFFETTI DEGLI ANTIBOTRITICI
SUI LIEVITI DELLA FERMENTAZIONE VINARIA

Lo studio delle implicazioni microbiologiche
dei trattamenti antibotritici delle uve si presenta
interessante ed attuale in ragione della crescente
diffusione di tale pratica fitosanitaria (Benda,
1974; Bolay et al., 1972). In una recente indagine
(Ballomi et al., 1974) & stato dimostrato che I'im-
piego dei fitofarmaci attualmente disponibili per
il controllo di Botryris cinerea pud provocare pro-
fonde alterazioni della microflora epifitica delle
uve, soprattutto nella componente blastomiceti-
ca, Infatti in taluni casi & stata osservata I'elimi-
nazione pressoché completa dei lieviti dalla su-
perficie degli acini, mentre in altri & stata rileva-
ta un'azione selettiva a vantaggio dei lieviti api-
culati. D'altro canto & stato accertato che | mo-
sti provenienti da uve trattate con antibotritici
possono ancora contenere residui di fitofarmaci
in quantith sufficiente ad ostacolare il normale
andamento del processe fermentativo.

Fatti analoghi sono stati recentemente segna-
lati da Tarantela (1975) in una rassegna sulle con-
seguenze enologiche dei trattamenti antibotritici
delle uve,

Sulla base di quanto finora accertato, le ricer-

che sono state orientate allo studio degli effetti
~ esercitati dagli antibotritici sulla crescita e sulla
attivita fermentativa dei lieviti, nonché alla deter-
minazione di eventuali effetti devianti a carico
del biochimismo del processo fermentativo. Nel-
la presente comunicazione vengono esposti alcu-
ni risultati delle indagini in corso secondo le linee
sopra esposte.

In una prima serie di esperimenti sono state
determinate le soglie di attivitd su diverse specie

di lieviti vinari di alcuni dei principi attivi (1) im-
piegati nella formulazione dei prodotti per la lot-
ta contro Botrytis cinerea. 1 saggl sono stati con-
dotti con le procedure utilizzate per la valutazio-
ne dell’attivitd microbiostatica in mezzo liquido
come descritto da Spooner e Sykes (1972). Nella
fiz. I sono riportate le curve di crescita di Kloec-
kera apiculata ceppo K5 e Saccharomyces baya-
nus ceppo 38 coltivati a 25 C nel mezzo di Wic-
kerham addizionato di N-C-triclorometiltio)-ftali-
mide (folpet} a concentrazioni comprese fra 3 e
100 ng/litro. Kloeckera apiculata & risultata net-
tamente pii resistente del lievito ellittico all’azio-
ne del folpet. Anche il N-(diclorofluorometiltio)-
N, N'-dimetil-N-fenil-suifamide {(diclofluanide) &
pill attivo sui lieviti ellittici che su Metschnikowia
pulcherrima ¢ Kloeckera apiculata, quantungue
le differenze per tale prodotto siano risultate me-
no evidenti che per il folpet,

Poiché i trattamenti delle uve con prodotti a
base di folpet e diclofluanide sono quelli ¢he han-
no provocato nell’ambito della microflora epifiti-
ca, una modificazione nel rapporto fra i diversi
gruppi di lieviti a vantaggio degli apiculati, esiste
una sostanziale concordanza fra lo spettro di at-
tivita in vitro dei prodotti saggiati e gli effetti mi-
crobiologici rilevati per i trattamenti in campo.

I principi attivi dei fitofarmaci che hanno mag-
giormente influito sulla microflora blastomicetica
delle uve sono quelli che in vitro hanno mostrato
di possedere la pit elevata attivitd inibitrice sulla

(1) T principi attivi, con grado di purezza tecnica, sono stati

fomiti dal sig. Uthuno Bruni, dell'Osservatorio per e Malattie
delle Piante di Firenze, che gli AA, ringraziano,
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crescita dei lieviti vinari, come dimostrano le con- rispondenza delle quali si ha una riduzione del
centrazioni critiche capaci di produrre un rallen- 50%, della crescita rispetto alle colture di control-
tamento nella crescita (Tabella 1) e guelle in cor- lo (fig. 2).

TABELLA N. 1 — Jnibizione della crescita di 5 specie di leviti vingri do parte di gleuni principi getivi implegati nella
*
formudazione di prodotti amfborririci(

concentrazione: ppm

folpet captafol diclofluanide
Saccharomyces bayanus 0,005 0,003 0,4
Saccharomiyces cerevisige 0,01 0,005 0,5
Metschnikowia pulcherrima 0,05 0,05 1,5
Kloeckera apiculata 0,08 0,06 1,0
Sehizosaccharomyces pombe 0,01 0,01 0,5

L
( )Vengonn riportati i valori delle concentrazioni del principi attivi in presenza delle quali st & avuta una riduzione del
tasso di crescita non inferiore al 20 Y.

150~ 0 Test
A 28 100
Test

200 5 200

10
150

100 25 100

250

Cellule/mi x 108

50

a0 20

500
700

ORE 12 24 36 48 ORE 12 24 36 48

Fig, 1 — Crescita di Saccharomyces bayanus ceppo 38 {(a sinistm) e Kloeckera agpiculata (z destra) in presenza di vasie
concentrazioni {1igf1) di folpet



Oltre allo studio della capacita inibitrice nej ri-
guardi della crescita e dell'attivitd fermentativa
dei lieviti, altri aspetti dell’azione dei prodotti an-
tibotritici sulla microflora blastomicetica delle
uve meritano di essere presi in considerazione. Fra
questi la nostra attenzione si ¢ rivolta alla deter-
minazione degli eventuali effetti mutageni dei
composti attivi come antibotritici, dati i riflessi
che le mutazioni nei lieviti possone avere sulle
loro proprieta fisiologiche e hiachimiche.

L’attivitd mutagena & stata determinata con la
procedura descritta da Ogur et al, (1956). Tutti i
principi attivi saggiati hanno dato luogo, a partire
da concentrazioni prossime a quelle producenti
un'inibizione nella crescita pari al 50%, a fenome-
ni di dissociazione, evidenziati dalla comparsa di
colonie morfologicamente diverse nelte dimensio-
i, nella rugosita della superficie o per altre carat-
teristiche. La frequenza della comparsa di va-
rianti morfologiche & risultata proporzionale al-
la concentrazione del principio attivo.

Per ognuna delle specie blastomicetiche e dei
prodotti saggiati si ¢ proceduto all'isolamento di
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un congruo numero di ceppi mutanti dei quali &
in corso la determinazione delle proprietd fisiolo-
giche e biochimiche,

Tutle le mutanti finora ottenute caratterizzate
su terreni di coltura addizionati di eosina e bleu-
-tripano (Nagay, 1963), di trifenil-tetrazolio clo-
ruro ed in base alle proprieti fisiologiche e biochi-
miche indicate da Bhattacharjee (1967), si sono
dimostrate appartenere alle cosiddette «piccole
colonie» o deficienti respiratorie. Tali mutanti
presenano un'attivitd fermentativa chiaramente
inferiore a quella dei ceppi parenti, A titolo di
esempio nella fig. 3 viene riportata !a curva di fer-
mentazione su mosto d’uva al 25%, di zuccheri ed
allo 0,68% di acidita totale, della mutante MF§ di
Saccharomyces bayanus assieme a quella del
ceppo parente. Oltre alla ridotta attivitd fermen-
lativa, la mutante ha dato una resa finale in alcool
notevolmente piti bassa (12,149 di alcool nella
mutante MF6 contro il 14,6% del ceppo parente).

Mentre le ricerche continuano al fine di appro-
fondire ed estendere e conoscenze sulle intera-
zioni dej prodotti antibotritici con la microflora
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Fig. 2 - Inibizione della erescita di cinque specie di lieviti vinari do parte di tre principi attivi di preparati antibotritici
(viene riportata lu concentrazione di principio attivo che produce una riduzione nel tasso di erescita peri al 50 %)
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blastomicetica delle uve e dei mosti, i risultati
acquisiti permettono di formulare alcune consi-
derazioni.

1 trattamenti antibotritici provocano gravi al-
terazioni nell'ecologia microbica degli acini d’uva,
poiché Teffetto antimicrobico dei fitofarmaci si
esercita con pari intensitd su tutta la microflora
epifitica, compresi lieviti e batteri. Da cio la ne-
cessitd di valutare le ripercussioni, sulla fermen-
tazione dei mosti e sulla successiva elaborazione
del vino, delle modificazioni nell’assetto microbio-
logico delle uve.

Altretianto importante si presenta il problema
dei residui di fitofarmaci. A parte le considera-
zioni igienico-sanitarie che non vanno trascurate,
tali residui rappresentano un serio ostacolo al
normale andamento del processo fermentativo ne
Pimpiego di lieviti selezionati pud risultare effica-
ce in questa situazione,

Un aspetto negativo dei trattamenti antibotri-
tici, posto in luce dalle presenti ricerche e le cui
conseguenze sulle caratteristiche zimologiche del-
la popolazione blastomicetica naturale meritano
di essere valutate, & rappresentato dall'effetto
mutageno a carico dei lieviti, che si manifesta fra
I'altro con la comparsa di mutanti deficienti respi-
ratorie dotate di ridotta capacitd fermentativa.

L’attivita mutagena dei principi attivi finora
sperimentati induce a ritenere che l'assuefazione
dei lieviti agli antibotritici non rappresenti una
valida soluzione al problema della vinificazione
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2 Fig. 3 — Attivitd fermentativa su mosto di
0 uva delis mutante MF6 di Seecharomyces
bayanus (B) e del ceppo mutante {A)

di uve contenenti residui di fitofarmaci, poiché
acquisizione della resistenza a tali prodotti pud
facilmente portare alla alterazione delle proprie-
1a fermentative tipiche di un lievito selezionato
per I'impiego nella vinificazione.

Riassunto

Proseguendo le indagini sugli effetti microbio-
logici degli antibotritici, sono state determinate
le soglie di sensibilita dei principali lieviti vinari
all'effetto inibitore di taluni principi attivi di fito-
farmaci per il controllo di Botrytis cinerea. E sta-
to anche accertato che tali prodotti esercitano un
notevole effetto mutageno sui lieviti vinari e che
le mutanti ottenute presentano un'attivith fer-
mentativa ridotta rispetto ai ceppi parenti. 1 dati
riportati dimostrano che diversi prodotti antibo-
tritici hanno una spiccata azione anti-lievito e
possono modificare profondamente Fattivita fer-
mentativa dei lieviti resistenti.

Swmmary

Preliminary research on the microbiological
consequences of treatments of grapes against
Botrytis cinerea on wine yeasts

Carriing on our researches on the microbiolo-
gical consequences of treatments of grapes with



chemicals [or Borrvus cinerea control, the sensi-
tivity threshold of the most important wine yeasts
to the inhibitory activity of some active com-
pounds has been determined.

These compounds showed also a mutagenic
action on wine yeasts, Mutants display a fermen-
tative activity weaker than that possessed by their
parent strains. The data reported indicate that
the active compounds applied for chemical con-
trol of Botrytis cinerea have a strong inhibitory
activity against yeasts and that they can proloun-
dly affect the fermentative properties of the resi-
stant strains,

Résume

Recherches preliminaires sur les effects
des fongicides anti-batryiis sur les levures
de la fermentation alcoolique

En poursuivant les recherches sur les eflects
microbiologiques des fongicides anti-botrytis, on
été determinées les doses d'inhibition de la ma-
liére active des produits fongicides sur les levures
de la fermentation alcoolique.

Il a é1é constaté que tels produits causant une
remarquable action mutagéne sur les levures et
gue les mutanis obtenues ont une plus blasse ac-
livité fermentative de celle des souches origi-
naires.

Les resultats montrent que la matiére active
des produits fongicides a une remarguable action
anti-levure et peut modifier sensiblement 'activi-
1¢ fermentative des levures résistants.
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