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EFFETTO DEL TRATTAMENTO CON
OZONO SULLA CONTAMINAZIONE
DA BRETTANOMYCES IN BARRIQUE

In questo lavoro si & voluto verificare I'effetto del trattamento

con acqua ozonata su barrique contenenti vino inoculato con
Brettanomyces bruxellensis, in maniera da ottenere differenti gradi

di contaminazione. | risultati dimostrano che un tale trattamento di
sanitizzazione riduce la contaminazione senza eliminarla completamente.

Introduzione

Agli inizi del novecento il
genere Dekkera/Brettanomy-
ces fu riscontrato per la pri-
ma volta nella rifermentazio-
ne delle birre inglesi e solo
negli anni cinquanta un cep-
po di tali lieviti fu isolato da
uno spumante tedesco
(Claussen, 1903; Larue et al.,
1991; Licker et al., 1998).

In bibliografia (Chatonnet
et al., 1995; Gerbaux et al.,
2000; Cocolin et al., 2004)
sono presenti numerosi lavo-
ri riguardanti il problema

della contaminazione da
Brettanomyces in vini ¢ mo-
sti prodotti in tutto il mondo
(Francia, Italia, Spagna, Au-
stralia e Usa) a testimonianza
di quanto la presenza di que-
sto microrganismo in ambito
enologico sia una problema-
tica di attualita.

Nell’attuale classificazione
il genere Brettanomyces, for-
ma anamorfa e asporigena
del genere Dekkera, include
5 specie e tra queste il Bret-
tanomyces bruxellensis &
quella maggiormente riscon-
trata nel vino (Kurtzman e

Fell, 1998; Henick - Kling et
al., 2000).

Tali lieviti sono estrema-
mente adattabili e ubiquitari,
infatti sono riscontrabili nei
prodotti caseari, nella linfa
degli alberi (essudati), nelle
birre, nei mosti e nei vini
(rossi, bianchi e spumanti),
nel terreno, nell’acqua e
nell’aria. In cantina i Bretta-
nomyces sono stati isolati
nelle attrezzature, sulle pare-
ti, sui pavimenti e nelle botti
di rovere. La contaminazione
da parte di tali lieviti si ma-
nifesta solitamente a fermen-
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Tab. 1 - Risultati nelle barrique ad un mese dal primo trattamento

Posizione Barrique 1 Barrique 2 Barrique 3
prelievo trattata non trattata testimone
(UFC/dm?) (UFC/dm?) (UFC/dm?)

A 78000 480000 0

B 18000 600000 0

C 680000 1550000 0

Barrique piuttosto contaminata

Tab. 2 - Risultati nel vino ad un mese dal primo trattamento

Barrique 1 Barrique 2 Barrique 3
trattata non trattata testimone
Carica di Brettanomyces (cell/mL) 40 1010 0

Barrique piuttosto contaminata

Tab. 3 - Risultati del secondo trattumento

Posizione Barrique 1 Barrique 1 Barrique 4 Barrique 4
prelievo prima dopo prima dopo
trattamento trattamento trattamento trattamento
(UFC/dm?) (UFC/dm?) (UFC/dm?) (UFC/dm?)
A 78000 850 8200 60
B 18000 380 3400 10
C 680000 10300 12000 420

Barrique mediamente contaminata

tazione alcolica e malolattica
ultimate per lo piu durante
I’invecchiamento in barrique
(Chatonnet et al., 1993; Cha-
tonnet P., 2000).

I Brettanomyces crescono
piuttosto lentamente (da al-
cune settimane a diversi an-
ni) con temperatura ottimale
di crescita compresa trai 13
°C e i 30 °C e manifestano
buona tolleranza all’acidita,
alla solforosa molecolare e
all’alcol (Geros et al., 2000;
Lanati e Marchi, 2003; Silva
et al., 2004).

Dal punto di vista organo-
lettico lo sviluppo di questi
microrganismi contribuisce
alla comparsa nel vino di
particolari odori, per lo piu
sgradevoli, come il sudore di
cavallo, I’odore di cerotto o
di plastica bruciata capaci di
distruggere gli aromi fruttati
e floreali del vino. Queste
note animali sono correlate
alla degradazione degli acidi
idrossicinnamici dell’uva in
composti maleodoranti, co-
me il 4-etil fenolo e il 4-etil
guaiacolo (Boidron et al.,

1988; Chatonnet et al., 1992;
Licker et al., 1998).

La ricerca non ha ancora
individuato uno strumento
efficace di controllo per
combattere o limitare 1’azio-
ne di questo lievito: alcuni
studiosi sostengono che un
modo per limitarne 1’azione
sui vini rossi invecchiati in
botti di rovere sia quella di
mantenere il pH sotto i 3,5 e
una buona concentrazione di
SO, durante la fermentazione
e I’invecchiamento. Tuttavia
il Brettanomyces resiste an-
che ad alte concentrazioni di
solforosa annidandosi nei
frammenti porosi del legno e
in quiescenza, si pud raggrin-
zire ed assumere dimensioni
tali da oltrepassare i setti fil-
tranti (Henick - Kling et al.,
2000; Lanati e Marchi,
2003). Uno dei metodi di sa-
nitizzazione in cantina puo
essere il trattamento delle
botti o delle barrique con ac-
qua ozonata. Sulla base di ta-
li considerazioni la sezione
di Microbiologia dell’Istituto
Sperimentale per I’Enologia

di Asti ha svolto uno studio
riguardante il trattamento
con acqua ozonata di barri-
que riempite con vino inocu-
lato con un ceppo di Bretta-
nomyces bruxellensis (ceppo
ISE 372) appartenente alla
collezione di lieviti e batteri
enologici presente in Istituto.
Per effettuare il lavoro & sta-
to utilizzato un sistema mo-
bile di sanificazione.

Materiali
e metodi

Inoculo del vino con
Brettanomyces. Durante la
prima parte della sperimen-
tazione sono stati effettuati
dei prelievi in tre barrique
vuote per assicurarsi che non
fossero contaminate da Bret-
tanomyces. Successivamente
le barrique n.1 e n.2 sono
state inoculate aggiungendo
vino contenente 2x10°
cell/mL di Brettanomyces
bruxellensis (ceppo ISE 372)
mentre la barrique n.3 (testi-
mone) ¢ stata riempita con lo
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Fig. 1 - Posizioni dei prelievi effettuati in barrique

Posizione a

Di fronte
al cocchiume

Cocchiume

Fondo della

Posizione b

A lato
del cocchiume

Posizione c

Attorno al fondo
della barique

stesso vino ma non contami-
nato.

Il vino utilizzato aveva le
seguenti caratteristiche: den-
sita: 0,9957; alcol %: 10,46;
estratto totale: 25,3 g/L;
estratto secco: 24,3 g/L; aci-
dita volatile: 0,45 g/L; aci-
dita totale: 4,87 g/L; pH:
3,55; solforosa libera: 8,32
mg/L; solforosa totale: 28,8
mg/L; acido malico: 0 g/L e
acido lattico: 1,38 g/L. Al
vino ¢ stato aggiunto dello
zucchero in modo da ottene-
re una concentrazione zuc-
cherina di 2 g/L. In nessun
caso il vino ¢ stato addizio-
nato di altra SO, o di altre
sostanze ad azione antisetti-
ca.

Prelievi e piastratura. I
prelievi sono stati effettuati
all’interno di ogni barrique
in tre posizioni differenti
(Fig. 1) su una superficie di
1 dm? mediante tampone ste-
rile. I prelievi sono stati rac-
colti in soluzione fisiologica
0,9% NaCl. Quindi 1 ml del-
la sospensione cellulare ¢
stato piastrato in YEPGA
(estratto di lievito 1%; pep-
tone 1%; glucosio anidro 2%
e agar purificato 1,5%) con
2% CaCOy in presenza di ac-
tidione (0,01%) e ampicilli-
na (0,01%). Una tale con-
centrazione di actidione ren-
de selettivo il mezzo per i
Brettanomyces eliminando la
maggior parte degli altri lie-
viti (Kurtzman e Fell, 1998),
mentre I’ampicillina inibisce
la crescita dei batteri. Le
piastre sono state incubate a

25 °C per 14 giorni. E’ stato
quindi effettuato il conteggio
delle colonie su piastra.

Primo trattamento con
acqua ozonata. Dopo una
settimana dall’inoculo le bar-
rique sono state svuotate ed il
vino trasferito in altre barri-
que non contaminate. A que-
sto punto la barrique n.1 &
stata lavata con acqua, riem-
pita con acqua ozonata e la-
sciata a bagno per 30 minuti.
Le barrique n.2 e n.3 sono
state soltanto lavate con ac-
qua. Prima e dopo il tratta-
mento sono stati effettuati i
prelievi all’interno delle bar-
rique. Alle barrique n. 1, 2 e
3 ¢ stato quindi aggiunto
dell’altro vino non contami-
nato. Il trattamento con acqua
ozonata ¢ avvenuto mediante
il sistema mobile di sanifica-
zione delle superfici con ozo-
no le cui caratteristiche tecni-
che sono le seguenti: produ-
zione di ozono: 8-10 g Oy/h;
portata di acqua ozonata: 2,5
m?3/h; 1,5-2,5 ppm di ozono
residuo.

Secondo trattamento con
acqua ozonata. Le barrique
trattate in questa fase della
sperimentazione sono state la
n.1 (secondo trattamento) e la
n.4, contaminata utilizzando
vino con carica 1,2x10°
cell/mL di Brettanomyces. 1l
secondo trattamento ¢ stato
effettuato per 30 minuti uti-
lizzando lo stesso sistema
mobile con 1’aggiunta di una
lancia rotante posizionata
all’interno della barrique. I

prelievi sono stati eseguiti
prima e dopo il trattamento e
solamente la barrique n.4 ¢
stata riempita con vino nuovo
non contaminato.

Prelievo vini. Sono stati
effettuati prelievi di vino nel-
le barrique trattate e non trat-
tate a 30 giorni dal primo trat-
tamento e a 60 giorni dal se-
condo trattamento. Tali pre-
lievi sono stati piastrati per
vedere la differenza tra il gra-
do di contaminazione acquisi-
to dal vino nuovo, non conta-
minato, messo nella barrique
trattata e non trattata.

Risultati e
discussione

I risultati ottenuti dopo il
primo trattamento, in condi-
zioni di maggior contamina-
zione (carica 2x10° cell/mL)
delle barrique si possono ve-
dere nella Tab. 1 e nella Tab.
2, dove si presentano sia i da-
ti relativi ai prelievi nelle tre
posizioni diverse delle barri-
que trattata, non trattata e te-
stimone, sia i dati relativi al
contenuto di cellule di Bret-
tanomyces nel vino dopo 1
mese dal trattamento.

Dai risultati ottenuti in
questa prima prova si puo ve-
dere, confrontando 1 dati rela-
tivi alla barrique trattata con
quelli della barrique non trat-
tata, che il trattamento con
ozono ha fatto diminuire in
maniera importante la conta-
minazione di Brettanomyces.
Tuttavia non ¢ stato possibile
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eliminare completamente
questi lieviti, in accordo con i
dati della letteratura (Henick-
Kling et al., 2000) che indi-
cano la difficolta a debellare i
Brettanomyces, una volta che
questi si siano insediati in
una barrique.

Siccome questa prova ¢
stata realizzata utilizzando
una barrique molto contami-
nata, si ¢ voluto ripetere il
trattamento utilizzando delle
barrique con un grado di con-
taminazione minore.

I risultati del secondo trat-
tamento sono rappresentati
nella Tab. 3.

I risultati ottenuti in questa
seconda prova confermano
quelli ottenuti nella prima,
vale a dire I’efficacia del trat-
tamento con acqua ozonata
nella riduzione della popola-
zione di Brettanomyces, sen-
za riuscire pero ad eliminare
totalmente i lieviti contami-
nanti. Inoltre si puo vedere
come un minore grado inizia-
le di contaminazione porti ad
una maggiore efficacia del
trattamento.

La barrique n. 4, trattata, ¢
stata riempita con del vino
nuovo, non contaminato, e
questo analizzato dopo 2 me-
si. Il numero di cellule di
Brettanomyces trovato ¢ stato
di 2,6x10° cell/mL. Questo
alto grado di contaminazione
del vino, dopo due mesi di
conservazione in una barri-
que poco contaminata sta ad
indicare la grande importanza
dell’effetto della temperatura
sulla crescita dei Brettanomy-
ces, infatti tale sperimenta-
zione ¢ stata condotta nei me-
si di marzo-maggio, in locali
a temperatura ambiente, men-
tre la prima prova & stata con-
dotta nei mesi di gennaio-
febbraio. Inoltre i risultati ot-
tenuti pongono in evidenza il
pericolo della sola presenza
di poche cellule di Bretta-
nomyces all’interno della bar-
rique.

Considerazioni
conclusive

Si pud quindi concludere
che i trattamenti di sanitiz-
zazione delle barrique, tipo
il trattamento con ozono,
sono auspicabili per ridurre

la popolazione di contami-
nanti, ma, nel caso dei Bret-
tanomyces, non sono suffi-
cienti ad impedire la crescita
di questi lieviti nel vino,
senza altri mezzi di prote-
zione da tale microrgani-
smo.

E’ quindi consigliabile in
primo luogo la prevenzione;
soprattutto quando si acqui-
stano delle barrique usate.
Nel caso non fosse possibile
accertarsi dell’assenza di
cellule di Brettanomyces, bi-
sognerebbe effettuare un
trattamento preventivo di sa-
nitizzazione delle barrique.

E’ anche importante fare
molta attenzione alla tempe-
ratura di conservazione del
vino, fattore determinante
nello sviluppo di tale lievito.
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