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BRETTANOMYCES: CONOSCERE
LE POTENZIALITA’ DI SVILUPPO
E DI ALTERAZIONE IN VINO
L’articolo si prefigge di aggiornare le conoscenze relative agli aspetti eco-fisiologici
di Dekkera bruxellensis nella filiera enologica per meglio approntare le opportune
strategie di prevenzione e di lotta. Questa è infatti la specie più frequentemente
coinvolta nel vino ove è capace di produrre importanti quantità di ac. acetico
e di fenoli volatili, molecole ritenute inaccettabili al di sopra di una certa
concentrazione, rappresentando il difetto sensoriale definito come carattere “Brett”.

Introduzione
Nella produzione del vino il

ruolo svolto dai lieviti è indi-
scutibilmente positivo ed in-
sostituibile. Tuttavia, in con-
seguenza della eterogeneità
delle popolazioni microbiche
che contaminano naturalmen-
te ed inevitabilmente le mate-
rie prime, nonché grazie alle
capacità adattive di alcune spe-
cie che si insediano nell’am-
biente vinario, si possono ve-
rificare fenomeni di sviluppo
secondario di saccaromiceti

che possono compromettere
la qualità del prodotto finito.
In particolare, per i vini affi-
nati in botte, vi è una preoc-
cupazione crescente nei riguar-
di di un’alterazione condotta
da lieviti appartenenti ai gene-
ri Brettanomyces/Dekkera in
grado, grazie alle loro specifi-
che attività enzimatiche, di de-
teriorare pesantemente il pro-
filo aromatico. L’argomento,
per la verità, è tuttora dibattu-
to tra gli enologi soprattutto
d’Ol-tralpe e d’Oltreoceano;
alcuni di essi infatti sostengo-

no che certi sentori non solo
sono accettabili, ma anzi ca-
ratterizzano tipicamente certu-
ni prodotti invecchiati su le-
gno … probabilmente è la do-
se che fa la differenza e, in ef-
fetti , alcuni recenti studi
(Agnolucci et al., 2009; Con-
terno et al., 2006; Vigentini
et al., 2008), mettono in evi-
denza una diversità di compor-
tamento a livello di ceppo, tra
individui appartenenti alla
stessa specie, nella produzione
di composti sgradevoli.
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Tassonomia
e morfologia
Nella classificazione propo-

sta da Kurtzman e Fell del
1998, entrambi questi generi
cadono nella divisione Asco-
mycota, nella famiglia delle
Saccharomycetaceae, che
comprende sia lieviti sporige-
ni (detti anche teleomorfici, o
funghi perfetti) sia lieviti
asporigeni (detti anche ana-
morfici, o funghi imperfetti).
Attualmente sono cinque le
specie appartenenti al genere
anamorfico e cioè B. anoma-
lus, B. bruxellensis, B. custer-
sianus, B. naardenensis e B.
nanus, mentre due sono le
specie teleomorfiche e cioè D.
anomala e D. bruxellensis
(Kurtzman e Fell, 2000; Oe-
lofse et al., 2008). Nel conte-
sto prettamente enologico la
separazione tra Brettanomyces
e Dekkera è insignificante
poiché le tecniche colturali e
molecolari usuali non consen-
tono di discriminare tra i due
generi e non vi sono evidenze
sperimentali di differenze nella
manifestazione del fenomeno
alterativo (Loureiro e Malfei-
to-Ferreira, 2003).
Al microscopio le cellule,

anche appartenenti alla stessa
colonia, mostrano un elevato
polimorfismo, alternando for-
me ellissoidali o ogivali di di-
mensioni 2 - 5 μm, con altre
cilindriche, talora molto al-
lungate, di dimensioni 5 - 25
μm. La gemmazione può es-

sere bipolare o multilaterale.
Le cellule si presentano sin-
gole, in coppia, in corte cate-
nelle o a grappoli. In colture
vecchie o in condizioni stres-
santi possono formare pseu-
domicelio settato (Fig. 1).
Durante una carenza nutri-

zionale molto prolungata, le
cellule di Brettanomyces pos-
sono entrare in uno stato defi-
nito Vitale ma Non Coltiva-
bile (VNC) e cioè non sono
più in grado di formare diret-
tamente colonie in piastra,
ma necessitano una fase di ar-
ricchimento in brodo per ri-
prendere una crescita normale
(Millet e Lonvaud, 2000).
Sotto questa forma le singole
cellule possono ridursi note-
volmente di dimensione in
modo tale da poter attraversa-
re membrane da microfiltra-
zione (0.45 μm).
Nel genere Dekkera le cel-

lule vegetative diploidi si tra-
sformano direttamente in
aschi contenenti da 1 a 4 me-
iospore aploidi.

Nicchia ecologica
e diffusione
Nonostante siano pochi gli

studi di tipo ecologico che si
sono occupati di Brettanomy-
ces è tuttavia possibile affer-
mare come tale lievito si pos-
sa considerare un microrgani-
smo ambientale, pressoché
ubiquitario alle nostre latitu-
dini. Esso è stato prevalente-
mente riscontrato sulle bucce
di frutti zuccherini e in pro-
dotti derivati da vegetali fer-
mentescibili, o associato ad
insetti. In particolare, le spe-
cie B. anomalus e B. bruxel-
lensis sono state isolate in
birre inglesi ed americane (ti-
po “ale”e tipo “stout”) e in
birre tradizionali belghe con
rifermentazione (tipo “lam-
bic”) ove svolgono uno spe-
cifico ruolo di produzione di
aromi tipici, in sidro, in mo-
sto di uva, in vini tipo “sher-
ry”, in vini rossi da invec-
chiamento e in vini spumanti
con metodo classico, dove ge-
nerano odori e sapori sgrade-
voli. D. anomala è stata ri-
trovata anche su formaggio
pecorino (Consentino et al.,
2001). La specie B. custersia-
nus è stata isolata in birra

Fig. 1 - Morfologia cellulare di Brettanomyces bruxellensis ottenuta al mi-
croscopio ottico a: a) all’inoculo e b) dopo 80 giorni

Cenni storici
e nomenclatura
Il primo riferimento storico

relativo al genere Brettano-
myces risale al 1904 quando
Claussen riuscì ad isolare un
ceppo di lievito da una lenta
fermentazione secondaria av-
venuta in una birra inglese.
Gli aromi prodotti da questo
tipo di microrganismo diven-
tarono caratteristici di alcune
birre inglesi, di tipo “ale”,
cosicché il lievito assunse il
nome di Brettanomyces che
significa ‘fungo britannico’.
Nel 1940 Custers realizzò il
primo studio sistematico su
diversi ceppi del genere Bret-
tanomyces, per la maggior
parte isolati da birra ma an-
che, per la prima volta da vi-
no, descrivendone le caratteri-
stiche fenotipiche. Venti anni
dopo, Van der Walt attraverso
osservazione microscopica ri-
conobbe che alcune cellule
erano in grado di differenziarsi
in aschi, dimostrando la pos-
sibilità da parte di talune col-
ture di condurre un ciclo ses-
suale.
La classificazione del gene-

re venne dunque rivista condu-
cendo alla seguente suddivi-
sione: i ceppi capaci di forma-
re spore all’interno di un asco
vennero raggruppati nel gene-
re Dekkera, mentre quelli di
cui non si riconosceva
la forma sessuata rimasero a
costituire il genere Brettano-
myces.
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re cellulare e di formazione di
composti secondari (ac. aceti-
co, sostanze di riserva) limi-
tano il rendimento a 80-90%
del suo valore teorico (Kappe-
li, 1986). La tecnica di mi-
cro-ossigenazione per
l'ottimizzazione dell'affina-
mento dei vini è stata ritenuta
responsabile di favorire i mi-
crorganismi che causano alte-
razioni, e in particolare Bret-
tanomyces (Lonvaud-Funel,
2000). L'ossigeno infatti sti-
mola la crescita e la fermenta-
zione alcolica di tale genere,
nonché la sintesi di ac. aceti-
co (Aguillar Uscanga et al.,
2003; Ciani et al., 2003); al
contrario diversi autori con-
cordano che in anaerobiosi
stretta la concentrazione in
ac. acetico prodotto risulti
molto bassa (Ciani e Ferraro,
1997; Gilis et al.,2003).

Le fonti
di carbonio

4.1 Assimilazione delle
fonti di carbonio.
La specie B. bruxellensis è

nota per essere in grado di me-
tabolizzare glucosio, fruttosio
e galattosio, tra i monosacca-
ridi, e saccarosio, maltosio,
trealosio e cellobiosio, tra i
disaccaridi. Arabinosio, latto-
sio, raffinosio, ribitolo, glice-
rolo e mannitolo, così come,
malato, succinato e citrato so-
no invece metabolizzati da un

numero ridotto di ceppi appar-
tenenti alla medesima specie
(Conterno et al., 2006). Per
contro, si ricorda che Saccha-
romyces non ha la capacità di
fermentare lattosio, melibio-
sio, cellobiosio, o zuccheri a
5 atomi di carbonio, come ad
esempio xilosio o arabinosio
(Jones et al., 1981).
Attualmente, poche infor-

mazioni e talvolta contraddit-
torie sono disponibil i sui
meccanismi di assimilazione
degli zuccheri per il genere
Brettanomyces (Gaunt et al.,
1988; Gancedo e Serrano,
1989). Géros e collaboratori
(1997) hanno osservato due
tipi di trasportatori del gluco-
sio in Dekkera anomala: un
trasportatore a bassa affinità
che accetta anche il fruttosio
ed uno ad alta affinità solo
per il glucosio.
Tra gli zuccheri utilizzati

da Brettanomyces, il cello-
biosio ha un grande interesse
industriale: l'obiettivo è quel-
lo di sfruttare questa capacità
catabolica per il recupero dei
substrati che contengono cel-
lulosa in un processo di sac-
carificazione e fermentazione
simultanee (SSF) che consen-
tirebbe la produzione di eta-
nolo in condizioni economi-
che vantaggiose. Nel campo
enologico il cellobiosio è il
principale disaccaride che si
forma durante la tostatura del-
le botti e che quindi può esse-
re la fonte di energia disponi-
bile per supportarne lo svi-
luppo (Boulton et al., 1996).
Brettanomyces può crescere
anche su etanolo e acetato,
come unica fonte di carbonio,
quando in condizioni di aero-
biosi (Géros, et al. , 2000,
Rodrigues et al. , 2001). Il
nostro lavoro ha evidenziato
anche la potenziale capacità di
alcuni ceppi di D. bruxellen-
sis di utilizzare lattato con
produzione di acetato, anche
in condizioni di anaerobiosi
(Vigentini et al. , 2008),
aprendo un passaggio nella
comprensione delle interazio-
ni che tale specie può intra-
prendere con i batteri malolat-
tici.

4.2 Meccanismi di repres-
sione da catabolita.
L'attivazione delle vie me-

taboliche dipende sia da mec-
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gli zuccheri, nota anche come
glicolisi, comporta la conver-
sione di una molecola di eso-
so (glucosio) in due molecole
di piruvato, seguendo la via
Embden Meyerhof Parnas
(EMP). Queste trasformazio-
ni si svolgono nel citoplasma
cellulare e sono comuni sia
alla respirazione che alla fer-
mentazione.
La respirazione, che viene

attivata solo in presenza di
ossigeno, ha tre funzioni
principali quali produrre ener-
gia (ATP), generare potere ri-
ducente (NADH) e formare
composti intermedi del carbo-
nio per le biosintesi cellulari.
L’acetil-CoA, prodotto da pi-
ruvato per azione della piru-
vato-deidrogenasi, entra nel
ciclo di Krebs, che ha luogo
nei mitocondri, producendo
un guadagno energetico di 38
ATP per molecola di gluco-
sio utilizzata.
Durante il metabolismo

fermentativo, attivo in assen-
za di ossigeno, l'ac. piruvico
prodotto alla fine della glico-
lisi viene decarbossilato ad
acetaldeide che a sua volta
viene ridotta ad etanolo utiliz-
zando il NADH. Il saldo di
energia della via anaerobica è
molto basso ed equivalente a
2 ATP per molecola di gluco-
sio. Sebbene la resa teorica di
etanolo è di 0,51g di etano-
lo/g di glucosio consumato,
le reazioni metaboliche pri-
marie, di sintesi delle struttu-

Fig. 2 - Vie biochimiche di formazione dei fenoli volatili (tratto da Oelofse
et al., 2008)

africana preparata con miglio
maltato (“Bantu-beer”) e in
salamoie con olive; per con-
tro la specie B. naardenensis
è stata riscontrata in bevande
gasate alterate, quali limona-
ta, acqua tonica, ginger, cola.
Quest’ultima specie è anche
quella più studiata ed utiliz-
zata per la produzione di bio-
etanolo a partire da fonti ve-
getali alternative, quali resi-
dui legnosi.
Studi recenti riportano co-

me B. bruxellensis sia presen-
te lungo tutta la filiera viti-vi-
nicola, dal campo, sulle uve,
fino allo stabilimento di tra-
sformazione, e non solo sulle
superfici di legno, ma anche
nelle vasche di cemento e di
acciaio (Agnolucci et al. ,
2007; Du Toit e Pretorius,
2000) e nell’aria della cantina
(Connell et al., 2002). Infine
anche residui organici raccolti
da pompe utilizzate per il tra-
sferimento dei mosti e dei vi-
ni sono risultati contaminati
da tale specie (Fugelsang,
1998).

Respirazione e
fermentazione
I lieviti del genere Bretta-

nomyces mostrano un meta-
bolismo di tipo ossidativo e
fermentativo a seconda della
specie e delle condizioni di
crescita. La prima fase del
processo di degradazione de-
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specie B. anomalus (Gaunt et
al., 1988).
Effetto Crabtree - S. cere-

visiae è in grado di fermenta-
re il glucosio ad etanolo ed
anidride carbonica e in anae-
robiosi questo è l’unico mo-
do che la cellula possiede per
produrre energia. Tuttavia, in
presenza di ossigeno e con
una concentrazione zuccheri-
na nel mezzo che supera il
valore di 9 g/L avviene co-
munque una produzione di
etanolo, e dunque è attiva la
via fermentativa. Anche la
maggior parte delle specie ap-
partenenti al genere Brettano-
myces presentano questo feno-
meno e per questo vengono
considerate “Crabtree posi-
tive” (van Dijken e Schef-
fers, 1986).
Effetto Custers - Il genere

Brettanomyces è noto essere
sensibile alla disponibilità di
ossigeno. A tal proposito,
Scheffers e Wikén (1969) in-
trodussero il termine “effetto
Custers” definendolo come
l’inibizione della fermenta-
zione alcolica nel passaggio
alle condizioni anaerobiche ed
osservando la forte tendenza a
produrre ac. acetico da gluco-
sio. Tale fenomeno è determi-
nato dal fatto che l’al-deide-
deidrogenasi in Brettanoyces
è un enzima che viene espres-
so in modo costituivo e cioè
indipendentemente dalle con-
dizioni di crescita, il che con-
duce alla inevitabile forma-
zione di acetato provocando
uno squil ibrio redox della
coppia NAD+/NADH a favore
del NADH. Nella specie B.
intermedius, oggi riclassifica-
to in D. bruxellensis, l’effetto
Custers risulta transiente e la
crescita riprende con forma-
zione di etanolo (Wijsman et
al., 1984).

Aspetti
enologici

5.1 La resistenza all’eta-
nolo.
Tra i fattori ambientali che

condizionano la sopravviven-
za delle popolazioni microbi-
che nel vino l’etanolo rappre-
senta la principale causa di
stress e dunque di selezione.
L’effetto tossico dell’alcol
sulle cellule di Brettanomy-

canismi genetici che da fattori
ambientali quali pH, tempe-
ratura, pressione parziale di
ossigeno e concentrazione di
substrati. In particolare, la
quantità di glucosio e la pre-
senza di ossigeno nel mezzo
colturale svolgono un ruolo
importante nel meccanismo
di repressione nella trascrizio-
ne dei geni necessari al cata-
bolismo di fonti di carbonio
alternative. Diversi meccani-
smi di regolazione, qual i
l 'effetto Pasteur, l’ef-fetto
Crabtree e l’effetto Custers,
sono stati descritti dapprima
nel lievito S. cerevisiae e
quindi investigati in Bretta-
nomyces.
Effetto Pasteur - S i ha

quando alcuni lieviti mostra-
no una diminuzione della ve-
locità di consumo dei carboi-
drati quando passano da una

condizione di anaerobiosi ad
una di aerobiosi. Tale feno-
meno trova spiegazione nel
fatto che i processi respirativi
sono più favorevoli, dal pun-
to di vista energetico, rispetto
ai processi fermentativi.
La parziale inibizione della

fermentazione in aerobiosi è
spiegabile osservando le diver-
se affinità che gli enzimi piru-
vato deidrogenasi e piruvato
decarbossilasi possiedono per
il piruvato. Inoltre, l’effetto
Pasteur è strettamente legato
all’azione della fosfofrutto-
chinasi che viene disattivata
da alte concentrazioni di ATP,
causando quindi una diminu-
zione del consumo di gluco-
sio (Ribéreau-Gayon et al. ,
1998).
Tale effetto è di bassissima

entità per i lieviti fermentativi
ed è stato osservato solo nella
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Fig. 3 - Andamento di alcuni parametri durante la crescita di tre ceppi di
Dekkera bruxellensis in simil-vino, senza fase di adattamento (EWOA) e con
adattamento all’etanolo 10% v/v (EWA). La concentrazione di fruttosio (�),
ac. acetico (�) e ac. L-lattico (•) è espressa in g/L. La coltivabilità (�) è ri-
portata come log UFC/mL
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Qualità e
sicurezza

6.1 La resistenza alla
SO2.
Il potenziale antimicrobico

dell’anidride solforosa rende
ideale il suo impiego nella
stabilizzazione del vino. I dati
disponibili in letteratura sul-
l’effetto dell’SO2 in D. bru-
xellensis sono tuttavia con-
troversi (Loureiro & Malfei-
to-Ferreira, 2006) poiché
spesso i lavori sperimentali
si riferiscono a livelli di SO2
totale o libera, che non hanno
senso da un punto di vista
enologico se non circostan-
ziati da informazioni relative
a pH, etanolo, composizione
del vino. L’efficacia della so-
stanza antimicrobica è infatti
esplicata dalla forma moleco-

lare: per il controllo di Bret-
tanomyces viene normalmen-
te raccomandato un livello di
0.5 - 0.8 mg/L di SO2 mole-
colare. Alcuni ricercatori (Du
Toit et al., 2005) hanno im-
piegato due tecniche diverse
(conta su terreno colturale e
in parallelo osservazione mi-
croscopica in epifluorescenza)
per valutare la vitalità di una
popolazione di D. bruxellen-
sis sottoposta a trattamento
con differenti dosi di SO2 mo-
lecolare. Gli esperimenti han-
no evidenziato come
l’anidride solforosa possa in-
durre uno stato di non colti-
vabilità (VNC) già a concen-
trazioni intorno a 0.25 mg/L
di SO2, mentre a 0.8 mg/L si
determina un abbattimento
completo della vitalità. Sic-
come durante l’invecchia-
mento in botte si assiste ad

una riduzione progressiva del-
la concentrazione di SO2, la
gestione di tale antimicrobico
nel periodo di affinamento di-
venta cruciale per
il controllo dell’eventuale
contaminazione. La pratica
condotta da alcuni produttori
di aggiungere piccole e fre-
quenti dosi di SO2 risulta pe-
rò controproducente poiché
porta alla selezione di cep-
pi maggiormente resistenti
(Coulter et al., 2004). Il mec-
canismo molecolare impiega-
to da D. bruxellensis per de-
tossificare l’azione dell’ SO2
non è ora conosciuto.

6.2 La produzione di fe-
noli volatili.
La responsabilità della pro-

duzione di fenoli volatili in
vino da parte di ceppi apparte-
nenti al genere Brettanomyces

ces, come per altri blastomi-
ceti, si esplica nelle seguenti
modificazioni:
- riduzione della fluidità delle
membrane attraverso la dimi-
nuzione dello stato di idrata-
zione delle teste polari dei
fosfolipidi, che a sua volta
comporta il malfunzionamen-
to dei trasportatori (proteine
carrier), indispensabili per
veicolare zuccheri ed ammi-
noacidi nel citoplasma;
- modulazione negativa degli
scambi ionici, poiché l’eta-
nolo rende possibile l’ingres-
so di protoni con conseguen-
te acidificazione intracellula-
re. Per ripristinare condizioni
di pH idoneo al mantenimen-
to delle funzioni vitali la cel-
lula estrude H+ con l’impiego
di una pompa ATP dipenden-
te, che sottrae energia al si-
stema;
- denaturazione delle proteine
funzionali con conseguente
riduzione o perdita di specifi-
che attività enzimatiche.
In D. bruxellensis l’incre-

mento di concentrazione di
etanolo fino al 8% v/v non
determina, in un mezzo col-
turale contenente zuccheri
(20g/L), un cambiamento nel-
la velocità di crescita. Que-
st’ultima viene invece ridotta
quando è presente tra il 10 e il
12% v/v di etanolo, per an-
nullarsi a concentrazioni ≥ al
14% v/v (Dias et al., 2003).
Tuttavia le osservazioni speri-
mentali portano a considerare
che, come accade per S. cere-
visiae, l’alcol-tolleranza è un
carattere ceppo dipendente e
può essere indotta attraverso
una fase di adattamento.
In effetti la risposta fisiolo-

gica del lievito alle condizio-
ni di stress comporta i se-
guenti fenomeni:
- sintesi di proteine definite
“da stress” (heat shock pro-
teins) che consentono di pro-
teggere gli enzimi dalla dena-
turazione, riportando alla con-
formazione attiva le proteine
funzionali, e che operano da
regolatori negativi della pom-
pa ATP dipendente aiutando a
ridurre il dispendio energeti-
co;
- aumento degli acidi grassi
insaturi nei fosfolipidi e di er-
gosterolo, per contrastare la
riduzione della fluidità delle
membrane.
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Fig. 4 - Produzione di fenoli volatili durante la crescita di tre ceppi di Dek-
kera bruxellensis in simil-vino, senza fase di adattamento (EWOA) e con
adattamento all’etanolo 10% v/v (EWA). La concentrazione di 4-vinil-feno-
lo (•), 4-vinil-guaiacolo (�), 4-etil- fenolo (�) e 4-etil-guaiacolo (�) è espres-
sa in mg/L



86

L’ENOLOGO � SETTEMBRE 2010

è ben documentata in biblio-
grafia. Questi composti, in
particolare i 4-etil-fenoli, ge-
nerano, a seconda della con-
centrazione, aromi sgradevoli
che richiamano sentori di su-
dore di cavallo, cuoio, pelle
animale oppure odore di medi-
cinale, cerotto, plastica bru-
ciata con sapori di speziato, di
chiodi di garofano. La forma-
zione di fenoli volatili è il ri-
sultato di trasformazioni enzi-
matiche che avvengono a par-
tire dagli acidi idrossicinnami-
ci, naturalmente presenti nelle
uve, ove si ritrovano esterifi-
cati con l’ac. tartarico.
L’attività cinnamoil-esterasica
di alcuni enzimi fungini ag-
giunti o residuali, o derivanti
da batteri, rende dapprima li-
beri l’ac. p-cumarico, l’ac. fe-
rulico e l’ac. caffeico. Succes-
sivamente i lieviti in questio-
ne, come altri saccaromiceti,
sono in grado di decarbossilare
gli acidi idrossi-cinnamici li-
beri formando i rispettivi deri-
vati idrossi-stirenici, quali 4-
vinil-fenolo, 4-vinil-guaiacolo
e 4-vinil-catecolo, anch’essi
con proprietà sensoriali nega-
tive. Infine tali molecole sono
ridotte nei corrispondenti etil-
derivati, 4-etil-fenolo, 4-etil-
guaiacolo e 4-etil-catecolo
(Heresztyn, 1986a; Chatonnet
et al. , 1997; Hesford et al. ,
2004). È proprio quest’ultimo
passaggio dovuto ad una spe-
cifica attività vinil-fenolo-re-
duttasica che risulta distintiva
delle specie D. anomala e D.
bruxellensis, e che consente
la formazione di etil-fenoli in
vino a concentrazioni superio-
ri alla soglia di percezione. Il
contenuto di fenoli volatili
che si forma dipende dalla
quantità di precursori presenti
nel mezzo di partenza, dalle
condizioni ambientali e dalla
capacità del ceppo di operare
le trasformazioni. Mediamen-
te il valore del rapporto tra la
concentrazione di 4-etil-fenolo
e quella di 4-etil-guaiacolo si
situa intorno a 4.
In Fig. 2 viene esposta la

via di formazione dei 4-etil-
fenoli a partire dagli acidi cin-
namici. Come tutte le sostan-
za odorose, i composti fenoli-
ci succitati, possono essere
avvertiti solo quando raggiun-
gono una concentrazione mi-
nima, denominata soglia di

percezione. La sensazione del-
l'odore, oltre che dall’indivi-
duo, dipende anche dal sol-
vente in cui tali molecole so-
no sciolte e dunque in lettera-
tura si possono riscontrare
differenti valori di soglia di
percezione in funzione del ti-
po di vino o di altro mezzo
acquoso in cui le prove sen-
soriali sono state realizzate
(Tab. 1).

6.3 La formazione di am-
mine biogene.
Tra i rischi i principali ri-

guardanti la sicurezza nel con-
sumo del vino la formazione
di ammine biogene costitui-
sce senza dubbio un tema at-
tuale e futuro. Tali molecole,
se presenti ad alte concentra-
zioni (> 200 mg/kg), posso-
no causare problemi di intos-
sicazione o fenomeni di intol-
leranza nei consumatori; in
particolare l’istamina e la ti-
ramina sono le più tossiche
per la salute umana, con ef-
fetti diretti sul sistema circo-
latorio e nervoso dell’indivi-
duo. L’Unione Europea ha già
emanato regolamenti che pre-
vedono limiti massimi accet-
tabili di istamina per alcuni
alimenti e, specificamente nel
settore enologico, alcuni Pae-
si del Nord Europa hanno già
provveduto a stabilire valori
soglia raccomandati. L’accu-
mulo di ammine biogene nel
prodotto è dovuto all’azione di
microrganismi in grado di de-
carbossilare gli amminoacidi;
le ammine biogene più fre-
quentemente riscontrate in vi-
no sono istamina, tiramina,
putrescina, cadaverina, fenile-
tilamina, spermina e spermi-
dina. Il tipo e la quantità di
ammina riscontrati dipendono
tuttavia dall’entità del precur-
sore e dall’attività enzimatica

disposta dal microrganismo.
Nel vino i batteri malolattici
sono i maggiori responsabili
di questo fenomeno. Tuttavia
recenti studi hanno evidenzia-
to l’attitudine dei lieviti ap-
partenenti al genere Brettano-
myces a produrre ammine bio-
gene (Agnolucci et al., 2009;
Caruso et al., 2002; Granchi
et al., 2005; Vigentini et al.,
2008); la capacità di formare
queste sostanze sembra essere
ceppo-dipendente. I determi-
nanti genetici delle decarbossi-
lasi per B. bruxellensis non
sono stati ancora identificati.

Caratteristiche
fisiologiche

7.1 Comportamento di
differenti ceppi di Dekkera
bruxellensis in vino modello.
Il lavoro sperimentale che

viene presentato ha avuto co-
me obiettivo lo studio delle
caratteristiche fisiologiche di
differenti ceppi D. bruxellen-
sis per comprendere in manie-
ra più approfondita le correla-
zioni esistenti tra crescita cel-
lulare, consumo di fonti di
carbonio, produzione di ac.
acetico, fenoli volatili e am-
mine biogene, in condizioni
enologiche.
Dopo uno screening inizia-

le che ha previsto la valuta-
zione della capacità di produr-
re 4-etil-fenoli da parte di di-
ciassette ceppi appartenenti
alla specie D. bruxellensis,
provenienti dalla collezione
internazionale CBS (Centraal-
Bureau voor Schimmelcultu-
res, Utrecht, The Netherlands)
e isolati da mosti o vini in
differenti zone geografiche,
sono stati selezionati i se-
guenti cinque ceppi: CBS
2336 (basso produttore, isola-

to da vino in Francia, Giron-
da, S. Emilion), CBS 2499
(basso produttore, isolato da
vino in Francia, Medoc,
Quinsac), CBS 4459 (medio
produttore, isolato da vino
bianco secco in SudAfrica),
CBS 4481 (alto produttore,
isolato da vino spumante in
Sudafrica), CBS 4601 (medio
produttore, isolato da vino in
Sudafrica). Un ceppo vinario
di S. cerevisiae (L288) prove-
niente dalla collezione micro-
bica ESAVE (Ente per gli
Studi e l’Assistenza. Viticola
ed Enologica dell’Emilia Ro-
magna, Tebano, RA, Italia) è
stato incluso nella sperimen-
tazione come controllo.

7.2 Condizioni di crescita.
Le prove di crescita dei cep-

pi sono state realizzate in un
vino modello definito “simil-
vino”, cioè un mezzo sinteti-
co sterile, avente composizio-
ne simile ad un vino secco
dopo trasformazione malolat-
tica.
La sua formulazione era la

seguente: 11.5% (v/v) etano-
lo, 5 g/L glicerolo, 5 g/L ac.
tartarico, 0.5 g/L ac. L-mali-
co, 0.2 g/L ac. citrico, 4 g/L
ac. L-lattico, 1 g/L fruttosio,
6.7g/L fonti di azoto organi-
co, 0.12 g/L NH4Cl, 0.5
mL/L Tween80, 20 mg/L
uracile, 15 mg/L ergosterolo,
10 mg/L acidi p-coumarico,
10 mg/L ac. ferulico, pH =
3.3. L’aggiunta di ac. lattico
è stata volutamente abbon-
dante per saggiare l’eventua-le
capacità dei ceppi di utilizzare
tale fonte ci carbonio.
Per ogni ceppo sono stati

allestiti due esperimenti diffe-
renti per valutare il possibile
adattamento di D. bruxellen-
sis allo stress da etanolo. Nel
primo, detto EWOA (Esperi-

Tab. 1 - Informazioni relative ai fenoli volatili

Sostanza Concentrazione Soglia di Descrittore
riscontrabile percezione
in vino (μg/L) (μg/L)

4-Vinil-fenolo 1-10 400-700 Fenolico, vernice, medicinale
4-Vinil-guaiacolo 1-15 30-380 Speziato, chiodo di garofano
4-Etil-fenolo 100-3600 30-440 Sudore di cavallo, cuoio, pelle
animale
4-Etil-guaiacolol 1-400 20-50 Speziato, chiodo di garofano
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ment WithOut Adaptation)
l’inoculo del simil-vino, rea-
lizzato ad una concentrazione
di 105 UFC/mL, è stato pre-
parato impiegando cellule
coltivate in brodo colturale;
la condizione EWOA è stata
predisposta per simulare una
situazione nella quale il lievi-
to contamina un vino dopo la
fine della fermentazione alco-
lica. Nel secondo esperimen-
to, detto EWA (Esperiment
With Adapta-tion) l’inoculo
del simil-vino, eseguito alla
medesima concentrazione cel-
lulare, derivava da una popo-
lazione cellulare che era stata
coltivata in un mezzo coltura-
le contenente etanolo al 10%
(v/v); la condizione EWA mi-
mava dunque una situazione
nella quale il lievito contami-
nante era presente nel mosto
e si adattava durante la fer-
mentazione alcolica.
Successivamente le sospen-

sioni cellulari così approntate
sono state suddivise in ali-
quote da 10 mL utilizzando
provette sterili, ermetiche,
riempite senza spazio di testa.
Queste sono quindi state in-
cubate a 27° C per tre mesi
ed il loro contenuto è stato
analizzato a cadenze temporali
regolari (ogni settimana per i
primi 42 giorni). La concen-
trazione di ossigeno disciolta
nel simil-vino è stata misura-
ta utilizzando un elettrodo po-
larografico: la concentrazione
era attorno al 98% di satura-
zione all’inizio della speri-
mentazione mentre si riduce-
va al di sotto del 30% (corri-
spondente ad un valore <1.8
mg/L di O2) a fine sperimen-
tazione, simulando un am-
biente semi-anaerobico come

quello si riscontra in un vino
in affinamento. Per evitare
che la fase di prelievo cam-
biasse le condizioni ed in-
fluenzasse i risultati, ogni
provetta aperta veniva elimi-
nata dopo l’analisi.

Metodi analitici
e risultati

8.1 Analisi microbiologi-
che e chimiche.
Per ogni ceppo e per ogni

punto del monitoraggio sono
state eseguite le seguenti ana-
lisi:
- sviluppo cellulare, valutato
mediante misurazione spettro-
fotometrica della densità otti-
ca a 640 nm;
- coltivabilità cellulare, stabi-
lita come numero di colonie
su terreno YEPD agarizzato
incubando le piastre a 25°C
per 5 giorni;
- concentrazioni di D-frutto-
sio, etanolo, glicerolo, ac.
acetico, ac. L-malico, ac. ci-
trico e ac. D-/L-lattico, deter-
minate tramite l’uso di kit
enzimatici basati su tecnica
spettrofotometrica;
- concentrazioni di 4-vinil-fe-
noli e 4 etil-fenoli, determi-
nate mediante separazione
cromatografica in HPLC e ri-
levazione in UV (Vigentini et
al., 2008);
- concentrazione di ammine
biogene, analizzate dopo deri-
vatizzazione con dabsyl, me-
diante separazione cromato-
grafica in HPLC e rilevazione
in UV, secondo il protocollo
previsto da Krause et al .
(1995).
Tutte le determinazioni ana-

litiche sono state effettuate in

doppio.

8.2 Risultati della crescita
in simil-vino.
In generale i dati raccolti

indicano chiaramente che
l’entità del deterioramento del
prodotto (simil-vino) a segui-
to dello sviluppo di D. bru-
xellensis è dipendente dal cep-
po ed è associato alla capacità
di crescita della popolazione
cellulare nelle condizioni
adottate.
A titolo esemplificativo

vengono riportati nella Fig. 3
i risultati analitici dei para-
metri indagati ottenuti duran-
te il monitoraggio di tre cep-
pi che hanno mostrato com-
portamenti nettamente diffe-
renti.
Il ceppo CBS 4481 ha ma-

nifestato un’evoluzione dei
parametri sovrapponibile nel-
la condizione senza adatta-
mento (EWOA) e in quella
con adattamento all’etanolo
(EWA); la vitalità è rimasta
elevata per tutta la durata de-
gli esperimenti, mantenendo
invariata la capacità di forma-
re colonie fino al termine del-
le prove (> 106UFC/mL). Es-
so ha evidenziato un’alta ve-
locità di crescita e una grande
produzione di ac. acetico
(0.93 - 0.82 g/L rispettiva-
mente in EWOA e in EWA).
Il fruttosio è stato esaurito in
due settimane e successiva-
mente il microrganismo ha
cominciato a consumare l’ac.
L-lattico (0.48 g/L in EWOA
- 0.72 g/L in EWA) e l’ac.
malico (0.10 g/L in EWOA -
0.08 g/L in EWA).
Assai diversi sono stati gli

andamenti osservati per il
ceppo CBS 4601 nelle due

Tab. 2 - Coefficienti di correlazione (r) tra le variabili monitorate negli esperimenti

OD Coltivabilità Fruttosio Acetato Ac. L-Lattico 4-Etil-fenolo 4-Etil-guaiacolo

OD 1.000 0.600** (96) −0.800** (61) 0.943** (56) −0.754** (23) 0.689** (68) 0.629** (68)

Coltivabilità 1.000 −0.332* (61) 0.461** (55) −0.786** (19) 0.244 (66) 0.192 (71)

Fruttosio 1.000 −0.709** (44) 0.441 (16) −0.527** (47) −0.533** (47)

Acetato 1.000 −0.778** (23) 0.676** (37) 0.622** (37)

Ac. l-Lattico 1.000 −0.412 (18) −0.378 (18)

4-Etil-fenolo 1.000 0.951** (46)

4-Etil-guaiacolo 1.000

Livello di significativ ità: P<0.01;P<0.001
Il numero di osservazioni, per ogni coppia di variabili considerata, è mostrato in parentesi
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condizioni. Nell’esperimento
delle cellule senza adattamen-
to (EWOA) la vitalità è risul-
tata costante (105 – 106
UFC/mL) mentre in quello
con cellule già adattate all’al-
col (EWA) si è assistito, ina-
spettatamente, ad un abbassa-
mento della coltivabilità (103
UFC/mL) fino a circa il 40°
giorno, per avere poi una ri-
presa della moltiplicazione
cellulare fino alla fine delle
prove (> 106 UFC/mL).
Nella prima condizione

(EWOA) il fruttosio risultava
esaurito in 30 giorni, l’ac. L-
lattico e l’ac. malico venivano
consumati (rispettivamente
0.71 g/L e 0.04 g/L) a partire
dal 50° giorno con evidente
produzione di ac. acetico (0.96
g/L). Nell’ esperimento con
adattamento (EWA) l’utilizzo
del fruttosio è avvenuto in
una primissima fase iniziale,
dopodiché il contenuto è ri-
masto costante per 40 giorni
per poi essere esaurito solo al
60° giorno. Il consumo di ac.
L-lattico e ac. malico è stato
assai ridotto rispetto alle pre-
cedenti situazioni (0.10 g/L e
0.04 g/L) come pure la produ-
zione di ac. acetico (0.48
g/L).
Anche il ceppo CBS 2499

ha evidenziato un comporta-
mento differente negli esperi-
menti con e senza adattamen-
to. Nella prima condizione
(EWOA), esso ha mostrato
un consumo limitato di frut-
tosio durante la prima setti-
mana e la capacità di formare
colonie si è mantenuta solo
nei primi 20 giorni dall’ini-
zio dell’esperimento. Nella
seconda condizione invece
(EWA) si è manifestata una
crescita nelle prime tre setti-
mane con contemporaneo
esaurimento del fruttosio.
Dopodiché la coltivabilità è
crollata intorno al 60° giorno;
il consumo di ac. L-lattico
assai è stato ridotto e la pro-
duzione di ac. acetico è stata
contenuta (0.27 g/L).
Riassumendo e tenendo

conto anche dei risultati otte-
nuti con gli altri ceppi di D.
bruxellensis sottoposti ad in-
dagine, si osservava che il
fruttosio era la prima fonte di
carbonio a venir utilizzata da
tutti i ceppi e che la crescita
di quest’ultimi era sostanzial-

mente collegata al suo consu-
mo. L’ac. L-lattico e L-mali-
co venivano degradati solo
nel momento in cui il frutto-
sio era già esaurito; d’altra
parte l’ac. citrico, l’etanolo e
il glicerolo non sono mai sta-
ti metabolizzati. Tutti i ceppi
saggiati in grado di crescere
nelle condizioni sperimentali
adottate, producevano circa
0.2-0.3 g/L di glicerolo.

Il carattere “Bret”
in vino modello

9.1 Produzione di fenoli
volatili.
Nella Fig. 4 sono riportati

gli andamenti della produzio-
ne di fenoli volatili per i tre
ceppi già precedentemente
scelti.
Nella condizione senza

adattamento (EWOA) il cep-
po CBS 4481 ha evidenziato
una marcata e continua produ-
zione, fino a circa il 40° gior-
no, di 4-eti l-fenolo (1.7
mg/L), di 4-etil-guaiacolo
(1.3 mg/L) e di 4-vinil-fenolo
(0.5 mg/L). Nell’esperimento
in cui le cellule venivano pre-
viamente adattate all’etanolo
(EWA) le quantità di etil-fe-
noli prodotti sono state signi-
ficativamente più elevate (2.7
mg/L di 4-etil-fenolo e 2.0
mg/L di 4-etil-guaiacolo),
mentre la concentrazione nel
di 4-vinil-fenolo rimaneva co-
stante intorno a 0.45 mg/L.
La maggior differenza di

comportamento tra le due
condizioni sperimentali adot-
tate è stata quella osservata
per il ceppo CBS 4601: la
popolazione cellulare senza
adattamento (EWOA) ha pro-

dotto bassissime quantità di
fenoli volatili (< 0.2 mg/L),
mentre dopo adattamento in
etanolo (EWA) essa ha river-
sato nel mezzo circa 1.0
mg/L di 4-etil-guaiacolo, 0.9
mg/L di 4-vinil-fenolo e 0.5
mg/L 4-etil-fenolo.
Sorprendentemente Il ceppo

CBS 2499 non ha accumula-
to alcun composto fenolico
nella condizione EWOA,
mentre nella condizione con
adattamento (EWA) ha pro-
dotto unicamente 4-vinil-fe-
nolo (fino a 0.9 mg/L).
Il ceppo di controllo S. ce-

revisiae L288, come atteso,
ha riversato nel simil-vino fi-
no a 0.56 mg/L di 4-vinil-fe-
nolo e 0.15 mg/L di 4-vinil-
guaiacolo nella condizione
EWOA; una inferiore quantità
delle stesse molecole è stata
ri levata nella condizione
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Fig. 5 - Produzione di fenoli volatili durante la crescita di tre ceppi di Dek-
kera bruxellensis in simil-vino, senza fase di adattamento (EWOA) e con
adattamento all’etanolo 10% v/v (EWA). La concentrazione di 4-vinil-feno-
lo (•), 4-vinil-guaiacolo (�), 4-etil- fenolo (�) e 4-etil-guaiacolo (�) è espres-
sa in mg/L
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EWA (dati non esposti).

9.2 Formazione di ammi-
ne biogene.
Tutti i ceppi indagati sono

stati in grado di produrre
quantità rilevabili di putresci-
na, cadaverina e spermidina
(Fig. 5). In particolare il cep-
po CBS 4481 ha accumulato
spermidina fino a 1.3 mg/L
(in condizione EWOA) e 1.2
mg/L (in condizione EWA)
entro 60 giorni, prima di ma-
nifestare una riduzione rispet-
t ivamente a 0.85 mg/L e
0.70 mg/L verso la fine della
prove.
Nell’esperimento senza

adattamento (EWOA) la po-
polazione cellulare di CBS
4601 ha sintetizzato una
quantità delle tre poliammine
relativamente bassa (< 0.3
mg/L); invece nella condizio-
ne con adattamento (EWA) si
osservava una netta formazio-
ne di spermidina (1.3 mg/L),
putrescina (0.4 mg/L) e cada-
verina (0.15 mg/L) intorno al
40° giorno che successiva-
mente andava scemando.
Il ceppo CBS 2499 produ-

ceva principalmente putresci-
na fino a 0.4 mg/L (in condi-
zione EWOA) e 0.3 mg/L (in
condizione EWA) verso il 60°
giorno.
In ogni caso la formazione

di ammine biogene non sem-
bra essere collegata alla cre-
scita.

Discussione
dei risultati
I dati ottenuti dalle prove

sperimentali sono stati sotto-
posti ad analisi statistica per
comprendere quali relazioni si-
gnificative potessero sussiste-
re tra le diverse variabili misu-
rate. I coefficienti di correla-
zione sono stati calcolati attra-
verso il modello generale
(Tab. 2) (Camussi et al. ,
1986); solo i valori diversi da
zero sono stati considerati. I
risultati dell’analisi relativi ai
valori di etanolo, glicerolo,
ac. malico, 4-vinil-fenolo e 4-
vinil-guaiacolo non sono stati
riportati poiché non hanno
mostrato nessuna interazione
significativa. I valori delle
conte in piastra hanno mostra-
to una correlazione negativa

con i valori di ac. L-lattico,
indicando che l’incremento di
biomassa osservato era effetti-
vamente legato all’utilizzo
dell’ac. L-lattico. Sono state
osservate correlazioni signifi-
cative di segno negativo tra
valori di fruttosio e di ac. ace-
tico e tra valori di ac. L-lattico
e di ac. acetico evidenziando
l’attitudine di D. bruxellensis
a formare ac. acetico come un
prodotto finale e, interessante,
a consumare lattato come fon-
te di carbonio.
Le concentrazioni di 4-etil-

fenolo e 4-etil-guaiacolo sono
risultate positivamente corre-
late tra di loro, con i valori di
densità ottica e di ac. acetico ,
mentre hanno mostrato una
correlazione negativa con i va-
lori di fruttosio. Infine, i va-
lori dei fenoli volatili sono
stati sottoposti ad analisi della
varianza allo scopo di verifica-
re gli effetti di due differenti
fattori: la condizione speri-
mentale (EWOA, EWA) ed
il ceppo. Nel caso di 4-etil-fe-
nolo, nessuna differenza signi-
ficativa è stata osservata tra
EWOA ed EWA, mentre dif-
ferenze significative sono sta-
te trovate tra i diversi cep-pi
(P<0.01). Al contrario,
l’ANOVA ha dimostrato che
entrambi I fattori (condizione
e ceppo) significativamente
influenzano la produzione di
4-etil-guaiacolo (P<0.01).
I risultati ottenuti mettono

in evidenza come D. bruxel-
lensis dopo l’esaurimento del
fruttosio, in presenza di una
bassa concentrazione di ossi-
geno disciolto, è in grado di
consumare gli acidi L-lattico
e L-malico e al contrario,
l’ac. citrico ed etanolo non
sono stati impiegati come
fonte di carbonio.
La produzione di acetato è

avvenuta in parallelo con la
crescita, come già citato da
altre fonti (Ciani e Ferraro,
1997), e due tra i ceppi sag-
giati (D. bruxellensis CBS
4481 and CBS 4601) hanno
prodotto ac. acetico in quanti-
tà eccedenti le soglie massi-
me concesse dalla legislazio-
ne UE inerenti la produzione
di vini ad alta qualità. L’eta-
nolo rappresenta ancora il fat-
tore di maggiore stress per
una popolazione microbica e
vini ad elevato contenuto al-

colico non mostrano alte con-
centrazione di fenoli volatili
(Rodrigues et al. , 2001). I
nostri risultati indicano che la
tolleranza all’etanolo in D.
bruxellensis è un carattere
ceppo-dipendente.
La fase di adattamento in

terreni contenenti etanolo
10% v/v, ha infatti generato
differenti risposte nei diversi
ceppi: in alcuni casi la pre-
esposizione ha influito nega-
tivamente sulla successiva
crescita nel simil-vino; in al-
tri, la fase di adattamento al-
l’etanolo ha comportato una
migliore risposta della popo-
lazione in termini di vitalità e
produzione di metaboliti. Per
quanto riguarda la produzione
di fenoli volatili, i ceppi ana-
lizzati in questo studio hanno
mostrato una ampia eteroge-
neità di comportamento e tut-
tavia si è osservato come tali
trasformazioni siano connesse
alla crescita cellulare, e dun-
que legate ad attività metabo-
liche primarie, come il recu-
pero il potere riducente all’in-
terno del citoplasma.
Diverse e complementari

sono le disposizioni tecniche
e analitiche applicate attual-
mente per prevenire e com-
battere l’alterazione Brettano-
myces/Dekkera durante la
produzione del vino. Tra que-
ste ci sono il mantenimento
di rigorose condizioni igieni-
che in cantina, il monitorag-
gio degli zuccheri residui, il
controllo della temperatura,
l’impiego dell’SO2, i tratta-
menti disinfezione delle botti
e la riduzione di riutilizzo del-
le stesse, etc (Lonvaud-Funel
e Renouf, 2005; Loureiro e
Malfeito-Ferreira, 2003; Oe-
lofse et al., 2008). Anche se
queste pratiche spesso aiutano
a contenere o risolvere il pro-
blema, non è perfettamente
chiaro in che modo agiscano
e perché abbiano successo.
La ragione di questo limite

è che le attuali conoscenze
sulla fisiologia di Brettano-
myces/Dekkera sono ancora
limitate, soprattutto in condi-
zioni enologiche. Un altro te-
ma importante è comprendere
se il potenziale alterativo di-
pende dal ceppo e dunque con-
futare la tesi che la contami-
nazione da D. bruxellensis ne-
cessariamente comporti una

produzione di fenoli volatili a
concentrazioni inaccettabili.
Tutte queste considerazioni
sono state la base del presente
lavoro.

�
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