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U
no dei problemi principali per 
l'industria enologica è l'alte-
razione biologica e il deterio-

ramento del vino dovuto all'attività di 
alcuni batteri e lieviti; in particolare il 
Brettanomyces bruxellensis (teleomor-
fo Dekkera bruxellensis) è considerato il 
più importante microrganismo alterante 
nell'industria del vino e rappresenta un 
problema di rilievo a livello mondiale. Le 
ricerche focalizzate su questi lieviti sono 
numerosissime, tuttavia ad oggi non è 
disponibile un trattamento completa-
mente efficace per eradicare il problema 
e ogni nuova conoscenza può essere uti-
le agli enologi e agli operatori di cantina 
per migliorarne il controllo nelle fasi di 
vinificazione e conservazione del vino.
Il presente lavoro è stato condotto su 
vino Nebbiolo in una cantina operante 
in Piemonte. Durante le diverse fasi della 

vinificazione sono stati prelevati dei cam-
pioni di vino, destinati all’analisi mediante 
PCR quantitativa (qPCR) per valutare la 
popolazione di Brettanomyces bruxellen-
sis e gascromatografia per determinarne 
la concentrazione di etilfenoli.
I dati mostrano che la conoscenza in tem-
po reale del livello di contaminazione, 
consente la prevenzione degli effetti ne-
gativi dei Brettanomyces con l’utilizzo di 
comuni pratiche di vinificazione. 

Le premesse

Il Brettanomyces bruxellensis è un lievito 
contaminante capace di produrre com-
posti volatili che alterano il profilo orga-
nolettico del vino. Tra questi rivestono 
particolare importanza il 4-etilfenolo e 
il 4-etilguaiacolo, che, in concentrazioni 
superiori alla soglia di percezione, con-

La conoscenza in tempo reale del livello 
di contaminazione del vino consente la prevenzione 
degli effetti negativi dei Brettanomyces 
con l’utilizzo di comuni pratiche di vinificazione
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feriscono al vino note olfattive sgrade-
voli che ricordano il sudore di cavallo, 
il cuoio, i medicinali, la stalla, l'aia, il 
cerotto e la plastica bruciata (Chaton-
net et al., 1992; Norris, 2004). L’insieme 
di questi odori è generalmente noto 
come “Brett-character”. Bisogna inol-
tre aggiungere che le specie di Bret-
tanomyces/Dekkera sono fortemente 
acidogene e possono produrre grandi 
quantità di acido acetico (Ciani e Ferra-
ro, 1997).
Questi lieviti sono naturalmente pre-
senti sulle bucce dell'uva (Renouf et al., 
2005) anche se il loro habitat classico 
è la cantina, in particolare le attrezza-
ture e le botti utilizzate per l'invecchia-
mento dei vini rossi (Ibeas et al., 1996). 
Tuttavia, Brettanomyces/Dekkera sono 
stati rilevati anche in vini ottenuti utiliz-
zando solo serbatoi di acciaio inossida-
bile (Rodriguez et al., 2001).
Il controllo di Brettanomyces in can-
tina richiede una pulizia accurata e 
attenta delle attrezzature e delle su-
perfici, nonché l'uso razionale dell’a-
nidride solforosa (SO2), soprattutto in 
fase post-fermentativa quando il vino 
è più suscettibile alla contaminazio-
ne. Nonostante ciò, attualmente non 
esistono metodi per prevenire total-
mente la contaminazione, quindi, è 
fondamentale effettuare un attento e 
costante monitoraggio dei vini e acqui-
sire una conoscenza dettagliata degli 
effetti delle pratiche consolidate sulla 
crescita e sullo sviluppo di questo lie-
vito contaminante.

La rilevazione analitica degli etilfenoli 
vino deve far supporre una situazione 
di massiccia contaminazione e bisogna 
ricorrere a misure correttive per sal-
vare il vino. La soglia di percezione del 
4-etilfenolo è stata identificata a 605 
μg/L, (Chatonnet et al., 1992; Loureiro 
e Malfeito-Ferreira, 2003) e se la popo-
lazione di Brettanomyces è in fase di 
crescita esponenziale questa concen-
trazione può essere raggiunta rapida-
mente. 
Dal punto di vista microbiologico i 
metodi tradizionali utilizzano terreni 
selettivi per enumerare questi lieviti. 
Nella microbiologia alimentare, la pri-
ma applicazione di metodi molecolari 
coltura-indipendente a una matrice 
alimentare fermentata è stata descritta 
nel 1999 (Ampe et al., 1999). Negli ul-
timi anni sono stati descritti metodi di 
successo coltura-indipendenti, come 
PCR-DGGE; questa tecnica che è una 
delle più utilizzate in enologia, ha ripor-
tato limiti di rilevazione tra 102 CFU/mL 
in colture pure e 104 CFU/mL in campio-
ni di vino o mosto (Andorrà et al., 2008).
Attualmente, i metodi molecolari ba-
sati sulla PCR, in particolare la qPCR, 
sono ampiamente utilizzati per rileva-
re, identificare e quantificare patogeni 
o microrganismi utili come i microbi in 
fermentazione o probiotici (Masco et 
al., 2007; Phister & Mills, 2003). Anche 
per quanto riguarda Brettanomyces, lo 
sviluppo delle tecniche di biologia mo-
lecolare ha consentito la rilevazione 
di questi lieviti con metodi basati sulla 

PCR che possono identificare e quanti-
ficare rapidamente i microorganismi in 
ecosistemi microbici complessi, come 
vino o mosti, senza ricorrere a un preli-
minare isolamento su terreni di coltura 
(Prakitchaiwattana et al., 2004).  
Nel presente studio, è stata valutata 
la presenza di lieviti Brettanomyces in 
cantina ed è stato sviluppato un me-
todo qPCR per la loro rilevazione e 
quantificazione nel vino in tempi molto 
rapidi. In particolare, è stata monito-
rata la popolazione di Brettanomyces 
durante la vinificazione, in condizioni 
reali di cantina, per studiarne la cresci-
ta e le dinamiche e comprendere me-
glio l'influenza/efficienza delle diverse 
pratiche di vinificazione, quali travasi, 
fermentazione malolattica (FML) spon-
tanea o con starter malolattici e solfi-
tazione.
In questo lavoro sono state monito-
rate tre vinificazioni di uve Nebbiolo, 
dalla fermentazione alcolica fino alla 
fine della fermentazione malolattica. 
Gli stessi campioni analizzati con qPCR 
sono stati sottoposti ad analisi GC-FID 
per la quantificazione degli etilfenoli 
allo scopo di determinare una possibile 
correlazione tra la popolazione di Brett 
e il loro contenuto in questi vini.

Materiali e metodi

Vinificazione
I test sono stati eseguiti utilizzando 
vino Nebbiolo proveniente da una can-
tina piemontese con pregressi problemi 
di inquinamento da Brettanomyces. L'u-
va è stata raccolta a mano utilizzando 
cassette da 20 kg, pigiata e diraspata. 
Il pigiato è stato suddiviso in tre vasche 
da 75 hL di capacità, sono stati quindi 
aggiunti 40 mg/L di SO2 (come meta-
bisolfito di potassio), 20 g/hL di lievito 
secco attivo (LSA) e sali di ammonio (15 
g/hL). Nei giorni successivi sono stati 
effettuati rimontaggi giornalieri e la 
temperatura delle vasche è stata moni-
torata, mantenendola a 28°C. Quattro 
giorni dopo la svinatura, i vini sono sta-
ti travasati. Al termine della FML, tutti i 
vini sono stati nuovamente travasati ed 
è stata aggiunta SO2 (30 mg/L). Il vino 
è stato quindi sottoposto a controlli pe-
riodici al fine di verificare il contenuto 
di SO2 libera. 
Nella vasca 1 la FML è stata condotta 

Fig. 1 - Andamento della produzione di 4-etilfenolo e quantificazione della popolazione di B. bru-
xellensis nella vasca 1
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spontaneamente e il vino è stato sol-
fitato al termine della stessa. Il serba-
toio 2 è stato inoculato con lo starter 
malolattico commerciale MLV1B (Oliver 
Ogar, Italia), secondo le indicazioni del 
produttore; al termine della FML il vino 
è stato trattato con bentonite (30 g/hL) 
e successivamente solfitato.
Il serbatoio 3 è stato inoculato con lo 
starter malolattico Laffort PreAc (Laf-
fort, Italia) e il vino è stato solfitato alla 
fine della FML senza trattamento con 
bentonite. 

Campionamento di mosto e vino
Periodicamente sono stati prelevati 
campioni di vino dall'inizio della fer-
mentazione alcolica fino alla fine della 
fermentazione malolattica. Sono stati 
inoltre prelevati campioni dopo ogni 
pratica di vinificazione quali: svinatura, 
aggiunta di bentonite (30 g/hL) e solfi-
tazione (30 mg/L). Per ogni campione, 
il DNA è stato estratto e analizzato me-
diante qPCR e i 4-etilfenoli sono stati 
quantificati utilizzando GC-FID.

Determinazione della popolazione 
di Brettanomyces nel vino
I primer specifici per Brettanomyces/
Dekkera bruxellensis sono stati dise-
gnati allineando le sequenze riboso-
miali di D. bruxellensis, D. anomala e S. 
cerevisiae e selezionando le regioni che 
presentano una diversa composizione 
nucleotidica tra le specie. 
Per stabilire il limite di quantificazione 
è stato utilizzato come standard il cep-
po B. bruxellensis ISE 371 appartenen-
te alla collezione conservata presso il 
CREA-VE di Asti, inoculandolo nel vino 
a partire da una coltura contenente 
1,0×107 CFU/mL che è stata diluita in 
serie dieci volte nel vino. Il DNA è stato 
estratto da ciascuna diluizione e analiz-
zato mediante qPCR. La quantificazio-
ne è lineare nell’intervallo da 102 a 107 
CFU/mL e il limite di rilevamento di 102 
CFU/mL. 

Determinazione dei 4-etilfenoli 
mediante GC-FID

Prodotti chimici e reagenti
Gli standard di 4-etilguaiacolo, 4-etil-
fenolo, 3,4-dimetilfenolo (usato come 
standard interno) e tutti i reagenti ausi-
liari utilizzati (acido tartarico, NaOH 1M, 

Na2SO4) sono stati forniti da Sigma-Al-
drich (Milano, Italia).

Preparazione del campione 
30 mL di vino sono stati diluti con ac-
qua ultrapura a 100 mL di volume allo 
scopo di ridurre il tenore alcolico che 
potrebbe interferire con l’estrazione 
degli analiti. Il campione è stato quindi 
aggiunto di una quantità nota di stan-
dard interno 3,4-dimetilfenolo e fatto 
passare attraverso una cartuccia SPE 
(Solid Phase Extraction) C18 EC, op-
portunamente attivata, ad un flusso di 
circa 2 mL/min (Gianotti e Di Stefano, 
1991). La fase estraente è quindi lava-
ta con pochi mL di acqua, asciugata e 
la frazione lipofila contenete gli analiti 
è estratta con diclorometano. Il cam-
pione è stato quindi anidrificato con 
Na2SO4 e concentrato ad un volume di 
circa 200 µL.

Condizioni cromatografiche 
e quantificazione
L'analisi GC è stata eseguita utilizzando 
un sistema Fisons HRGC Mega 2 Series 
(Thermo Fisher, Waltham, MA, USA) 
dotato di un rivelatore a ionizzazione 
di fiamma (FID) e una colonna capillare 
di silice fusa Innowax (J&W Scientific, 
30 m x 0,25 mm x 0,25 µm). La tem-
peratura dell’iniettore e del rivelatore 
sono state mantenute a 250 °C. Un µl 
di campione è stato iniettato in moda-
lità split con un rapporto di 1:8. Il gas 

di trasporto utilizzato era l’idrogeno e il 
flusso è stato impostato a 2 mL/min. La 
temperatura del forno è stata program-
mata come segue: 40 °C per 2 min, 
quindi aumentata a 60 °C con un in-
cremento di 30 °C/min, e mantenuta a 
60 °C per 2 min; aumentata a 210°C ad 
una velocità di 2° C/min e, infine man-
tenuta a tale temperatura per 10 min.
Le curve di calibrazione del 4-etilfenolo 
e del 4-etilguaiacolo sono state deter-
minate utilizzando vino rosso privo di 
4-etilfenoli. Sono stati utilizzati sei di-
versi punti di concentrazione nell'inter-
vallo 0 - 2000 μg/L. Per ogni concen-
trazione, la loro analisi è stata eseguita 
in triplicato. Ciascuna soluzione è stata 
estratta su una cartuccia SPE come de-
scritto in precedenza. 

Risultati

In generale, i risultati ottenuti indicano 
che durante la fermentazione alcolica 
(FA), la popolazione di Brettanomyces 
si è mantenuta a un livello basso (infe-
riore a 103 CFU/mL). 
Alla fine della FA la popolazione inizia 
a crescere, ciò potrebbe essere do-
vuto alla diminuzione di S. cerevisiae 
e, di conseguenza, ad una riduzione 
della competizione tra specie diverse. 
Inoltre, la presenza di Brettanomyces 
non ha influenzato l'evoluzione della 
fermentazione malolattica (sponta-

Fig. 2 - Andamento della produzione di 4-etilfenolo e quantificazione della popolazione di B. bru-
xellensis nella vasca 2
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nea o con starter commerciali) e allo 
stesso tempo la presenza di batteri 
malolattici non ha ridotto lo sviluppo 
di Brettanomyces, anzi, la crescita di 
Brettanomyces è favorita dai livelli ri-
dotti di solfiti normalmente necessari 
per l'avvio della FML.
Nella vasca 1, la FML è stata condotta 
spontaneamente dopo la fermenta-
zione alcolica.  Come riportato nella 
Fig.1, durante la FML la popolazione 
di Brettanomyces è aumentata da 10 a 
105 CFU/mL. Durante questo periodo, il 
livello di 4-etilfenolo è passato da 10 a 
20 µg/L e al termine della FML è au-
mentato nuovamente da 20 a 40 µg/L. 
Questo serbatoio è stato tempestiva-
mente solfitato e la popolazione è sce-
sa a 102 CFU/mL. La solfitazione riduce 
la quantità microbica bloccandone la 
crescita e stabilizza il vino; infatti, la 
popolazione di Brettanomyces è rima-
sta invariata nel campione prelevato 
sette giorni dopo la solfitazione, que-
sto ha evitato un accumulo di etilfenoli 
oltre la loro soglia di percezione. 
Nella vasca 2, la FML è stata indotta da 
uno starter malolattico commerciale. Il 
vino a fine FA è stato tenuto in vasca 
per una settimana prima dell'inoculo 
dello starter; in questa fase latente, la 
popolazione di Brettanomyces è au-
mentata esponenzialmente raggiun-
gendo 104 CFU/ml e durante la FML è 
stato raggiunto il valore di 105 CFU/mL. 
La produzione di 4-etilfenolo è aumen-
tata contemporaneamente all'aumen-

to della popolazione, ma è rimasta 
sotto i 70 µg/L. Dopo la FML, è stato 
eseguito il trattamento con bentonite 
e si è osservata una significativa effi-
cacia sulla riduzione della popolazio-
ne di Brett (100 volte). Infine, dopo la 
solfitazione, la popolazione è diminui-
ta di dieci volte, e una settimana dopo 
il trattamento è rimasta invariata, 
così come il contenuto di 4-etilfenolo 
(Fig.2).
Nella vasca 3 (Fig. 3), la FML è stata 
indotta con batteri starter. Come nel 
serbatoio 2, il vino è rimasto nel ser-
batoio per una settimana prima dell'i-
noculo, il che ha favorito la crescita di 
Brett da 102 a 105 CFU/mL in sette gior-
ni; durante la FML, la popolazione di 
Brett è ancora aumentata a 106 CFU/
ml. Durante questa fase è aumentato 
anche il contenuto di 4-etilfenolo, che 
alla fine della FML era di 150 µg/L; il 
suo livello è aumentato anche dopo la 
FML e dopo sette giorni ha raggiunto 
circa 400 µg/L. Il vino è stato imme-
diatamente solfitato per ridurre la po-
polazione di Brett e stabilizzare il vino, 
in questo modo è stata bloccata anche 
la produzione di 4-etilfenolo.

Discussione

In generale, in tutte le vasche studia-
te, nel periodo di indagine, il contenu-
to di 4-etilfenolo è rimasto al di sotto 
delle soglie di percezione sensoriale 
(Fig.3). Ciò è probabilmente dovuto 

alle misure tempestive eseguite sui 
serbatoi al fine di diminuire la popo-
lazione di Brett; di conseguenza è 
stato impedito l'accumulo di queste 
molecole indesiderate.
I risultati hanno mostrato che duran-
te la fermentazione alcolica, la popo-
lazione di Brettanomyces ha mante-
nuto un livello basso, intendendo per 
basso una concentrazione di 103 CFU/
mL. 
Al termine della FA, i Brettanomyces 
hanno iniziato a crescere, probabil-
mente a causa di una ridotta compe-
tizione tra specie diverse, facilitato 
dal fatto di non essere esigente dal 
punto di vista nutrizionale (Uscanga 
et al., 2000) potendo crescere anche 
in mezzi con un basso contenuto di 
zuccheri e un alto livello di etanolo 
(Silva et al., 2004).
Dal punto di vista analitico, il chiaro 
vantaggio delle tecniche molecolari 
quali la PCR è che si possono applica-
re direttamente alla matrice e aggira-
no la necessità di coltivare su piastra, 
che necessita tempo e talvolta non 
dà risultati poiché ci sono specie non 
coltivabili; inoltre, rispetto ai metodi 
basati su colture, la PCR è più veloce, 
più sensibile e più specifica. Soprat-
tutto la velocità di analisi risulta un 
fattore determinante per prevenire 
la produzione di etilfenoli. Come evi-
denziato nella sperimentazione, in-
fatti, è proprio grazie alla rapidità di 
analisi che è stato possibile interveni-
re tempestivamente e precocemente 
inibendo la crescita dei microrgani-
smi responsabili del difetto.
Questo lavoro si è anche concentra-
to sullo studio dell'effetto di diver-
se pratiche sulla quantità di cellule 
di Brettanomyces presenti nel vino. 
L'importanza della solfitazione in vi-
nificazione è ampiamente nota, con 
trattamenti effettuati al termine della 
FML che portano alla stabilità micro-
biologica; infatti, questo studio ha 
mostrato una diminuzione delle cellu-
le di Brettanomyces e la popolazione 
è rimasta invariata nei campioni pre-
levati sette giorni dopo la solfitazione 
(Fig.3).
Inoltre, la svinatura/travaso può por-
tare ad una riduzione di questo lievito 
da 10 (vasca 3) a 100 volte (vasche 1, 
2), come si può osservare nelle Fig. 1, 
2, 3; l’efficacia di questa semplice pra-

Fig.3 - Andamento della produzione di 4-etilfenolo e quantificazione della popolazione di B. bru-
xellensis nella vasca 3
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tica nel ridurre la popolazione di lievi-
ti può essere tenuta in conto quando 
non sia possibile impiegare SO2 in 
una particolare fase di vinificazione.
L'uso della bentonite ha dato un 
buon risultato. Dopo il suo utilizzo, 
è stata osservata una diminuzione 
significativa della popolazione di 
Brettanomyces. La bentonite è il co-
adiuvante più comunemente usato 
(Ribereau-Gayon, 2000) per la chia-
rificazione e il trattamento dell’insta-
bilità proteica del vino. La bentonite è 
un composto argilloso che, una volta 
idratato, forma una sospensione col-
loidale; questa struttura multistrato è 
caricata negativamente ed è in grado 
di reagire con le componenti carica-
te positivamente del vino, (Marchal e 
Jeandet, 2009). Alcuni studi Santos 
et al. (2011) hanno dimostrato l'attivi-
tà antimicrobica della bentonite, che 
trattata con Ag+ e acido esercita un 
effetto battericida su Staphylococ-
cus aureus ed Escherichia coli. Nel 
presente lavoro è possibile che la ri-
duzione della popolazione di Bretta-
nomyces sia dovuta semplicemente 
all'effetto fisico della bentonite, poi-
ché la bentonite enologica non viene 
trattata con sali d’argento.
Confrontando i dati ottenuti dalla 
quantificazione qPCR e degli etilfe-
noli mediante GC-FID, si può osser-
vare che se la popolazione di lievito 
rimane al di sotto di 105 CFU/mL, è 
possibile controllare facilmente la 
contaminazione, che può essere ri-
dotta con svinatura e /o solfitazione 
del vino. Infatti, la Fig.1 mostra che 
quando la popolazione rimane al di 
sotto di 104 CFU/mL, il contenuto di 
etilfenoli rimane molto basso (20-40 
μg/L). Quando la popolazione supera 
106 CFU/mL, la produzione di 4-etil-
fenolo aumenta notevolmente e può 
facilmente superare i valori di soglia 
percettiva (Fig.3).
Renouf et al. (2006) hanno mostrato 
che la quantità di etilfenoli prodotti in 
un vino è proporzionale non solo alla 
durata dell'attività dei lieviti, ma an-
che al loro numero; questo significa 
che se un vino è contaminato anche 
da quantità molto piccole di Brett ma 
per lunghi periodi o, viceversa, posso-
no essere prodotti gli etilfenoli. Ciò è 
particolarmente evidente nella vasca 
3 (Fig.3) dove la popolazione di Brett 

ha superato il limite di 106 CFU/mL, 
solo per una settimana, e il livello di 
etilfenoli ha quasi raggiunto il limite 
della soglia olfattiva.

Conclusioni

È evidente che l'unico metodo efficace 
per evitare i problemi legati al lievito 
contaminante Brettanomyces è la pre-
venzione. Per questo motivo l'approc-
cio proposto, ovvero il monitoraggio 
della popolazione di lievito durante 
l’intero processo di vinificazione, che 
permette di intervenire per abbassar-
ne la concentrazione prima che la cre-
scita diventi eccessiva, abbinato ad un 
uso razionale della solforosa, può es-
sere utile ai produttori per preservare 
la qualità del vino ed evitare il suo de-
prezzamento.
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