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Introduzione

Inserendo il nome Brettanomyces/Dekkera nel motore di ricerca Google, la quantita di pubblicazioni
(tecniche e scientifiche) sul’largomento & notevole (circa 47.900 risultati). Questo dimostra I'enorme e
sempre piu attuale interesse di ricercatori, di addetti al settore e non, per un lievito il cui nome fu
introdotto, per la prima volta oltre un secolo fa, da Claussen nel 1904, in occasione di una presentazione
di una birra inglese. Attualmente, & noto che inoculi di Brettanomyces sono essenziali nella produzione di
birre inglesi (Lambic) con particolari caratteristiche fruttate e, in quella del vino, in cui i fenoli volatili,
prodotti verso la fine della fermentazione in basse concentrazioni, possono conferire aromi gradevoli
come quello di sidro, di pepato e di chiodi di garofano.

Generalmente, pero, la presenza di Brettanomyces nei vini provoca notevoli danni economici, riscontrati
in tutto il mondo, in quanto determina modificazioni organolettiche dovute alla comparsa di odori fenolici,
che richiamano sentori di fattoria, sudore di cavallo, di pelle e di cuoio. Questo tipo di alterazione &
caratterizzato dalla presenza in quantita superiore rispetto al valore soglia di percezione di composti,
come gli etilfenoli (Chatonnet et al., 1995). Inoltre, durante I'affinamento del vino in botti, i lieviti del
genere Brettanomyces producono, oltre ai fenoli volatili, tetraidropiridine ed alte concentrazioni di
composti volatili, quali acido acetico (> 0,5 mg/L) ed etil acetato (> 150 mg/L), con effetto negativo sulla
qualita del vino (Ciani et al., 2003). La presenza di questo lievito in cantina é stata riscontrata in diverse
aree vitivinicole nel mondo dimostrando di non avere siti preferenziali di contaminazione. Brettanomyces
arriva in cantina dal vigneto e, pud colonizzare le attrezzature (es. pigiatrici) ma anche le vasche in
cemento, il legno delle botti e delle barrique, in realta potenzialmente tutte le superfici. Come misura
preventiva € necessario eseguire controlli microbiologici rapidi e riproducibili in modo che in presenza di
Brettanomyces si abbia la possibilita di intervenire tempestivamente riducendo il rischio di un suo
ulteriore sviluppo o della sua diffusione in altre botti.

L’isolamento di Brettanomyces direttamente dal mosto, pud risultare difficile in quanto la limitata velocita
di crescita e la bassa concentrazione cellulare ne rende difficile I'individuazione rispetto agli altri lieviti
presenti in quantita maggiori. Inoltre, le cellule di Brettanomyces si possono trovare in uno stato vitale ma
di non coltivabilita (Viable But Not Coltivable, VBNC) e quindi la sua ricerca puo risultare difficile se
eseguita con le tecniche microbiologiche tradizionali. Per superare questo empasse, negli ultimi anni
sono stati messi a punto metodi coltura-indipendenti basati sulla PCR che non richiedono le procedure di
isolamento. Tra questi metodi, la PCR quantitativa (qQPCR) non solo consente di rilevare il microrganismo
in esame ma, anche di quantificarlo. La gPCR & stata applicata per rilevare funghi, lieviti, batteri,
microrganismi patogeni in diversi prodotti fermentati, riuscendo a quantificarli anche se presenti in
bassissime concentrazioni (Delaherche et al., 2004; Bleve et al., 2003; Phister e Mills, 2003; Hierro et
al., 2006).

Pertanto, queste metodologie innovative possono consentire all’enologo di verificare in tempo reale la
presenza ed il numero di microrganismi, desiderati o meno, anche nelle primissime fasi della
vinificazione, permettendo di effettuare scelte opportune e tempestive.

Nel presente lavoro sono riportati i dati relativi all'impiego della gPCR per la ricerca e la quantificazione di
Brettanomyces/Dekkera in uve, mosti e vini della regione Abruzzo.
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Materiali e metodi

Origine dei campioni

La ricerca di Brettanomyces € stata eseguita in campioni prelevati durante le vinificazioni di vini ottenuti
da viticoltura biologica (Trebbiano e Montepulciano d’Abruzzo DOC). La produzione dei vini rispecchia
le procedure tradizionali, come riportato da Tofalo et al. (2011). Sono stati inoltre, analizzati 30 campioni
di vino con il carattere "Brett” percepibile della provincia di Teramo.

Ricerca di Brettanomyces/Dekkera mediante il substrato DBDM

Per determinare la presenza di Brettanomyces, i campioni di uve, mosti e vini sono stati prelevati in
doppio e sottoposti ad analisi microbiologiche. Dopo opportune diluizioni in soluzione fisiologica (NaCl
8,5 g/L), 0,1 mL di ogni diluizione sono stati seminati su piastre DBDM in accordo con Rodrigues et al.
(2001). La ricerca e stata eseguita anche sui campioni sottoposti ad una fase di arricchimento in YPD
(1% estratto di lievito, 2% peptone, 2% glucosio, 2% agar). In particolare, ad 1 mL di mosto/vino sono
stati aggiunti 4 mL di YPD ed incubati a 28°C per 5 giorni.

Determinazione di Brettanomyces mediante qPCR

Per I'estrazione del DNA da uve, mosti e vini € stato impiegato il kit DNA PowerSoil® Total RNA Isolation
Kit (Mobio Laboratories, Inc), con qualche modifica rispetto al protocollo fornito dalla ditta produttrice.
Per la quantificazione delle cellule di B. bruxellensis & stata eseguita una gPCR in accordo con Phister e
Millis (2003).

Inizialmente, sono state determinate le cellule di Brettanomyces in sistema modello, cioé in vini
contaminati artificialmente con concentrazioni note del ceppo tipo Brettanomyces bruxellensis MUCL
2700". Dalle diluizioni seriali dei vini contaminati, sono stati estratti i DNA e sottoposti ad amplificazione.
Le stesse diluizioni sono state seminate in piastre DBDM a 28°C per 5 giorni.

La gPCR é stata eseguita nel termociclatore Cycle IQ (Biorad, Milano, Italia) impiegando i primer BRUXR
(5'GAAGGGCCACATTCACGAACCCCG-3') e BRUXF (5'GGATGGGTGCACCTGGTTTACAC-3’). La miscela di
reazione (50 pl) era costituita da Platinum SYBR Green | Supermix-UDG (Invitrogen, Milano, Italia), 0,9
MM del primer BRUXF, 0,3 uM del primer BRUXR e 2 ul di DNA purificato. Il ciclo di amplificazione
prevedeva 40 cicli costituiti da una fase di denaturazione a 94°C per 60s, una fase di appaiamento a
69°C per 45s e un’estensione a 72°C per 7s. Inizialmente € stato effettuato un ciclo di denaturazione a
94°C per 5 min. Ogni reazione & stata ripetuta tre volte. Il ciclo soglia C; (cycle threshold) e stato
determinato automaticamente (Biorad). La curva di taratura € stata ottenuta plottando i valori di C; della
gPCR ottenuti con il DNA totale dei vini artificialmente contaminati e i valori delle conte ottenute sul
substrato DBDM.

Risultati e discussione

Metodi rapidi e sensibili, per rilevare dal punto di vista qualitativo e quantitativo i microrganismi nel vino
sono necessari, in quanto consentono agli operatori del settore di controllare la dinamica del processo e
di evitare fenomeni di spoilage. E’ noto, che le tecniche di microbiologia tradizionali non consentono di
determinare le cellule di Brettanomyces/Dekkera essendo spesso non coltivabili su terreni standard di
laboratorio, ma presenti e metabolicamente attive. Per determinare il numero di cellule di Brettanomyces
in vini di pregio della regione Abruzzo, come Trebbiano e Montepulciano d’Abruzzo DOC, é stato
ottimizzato un protocollo proposto da Phister e Millis (2003). Inizialmente, per ottenere la curva di
taratura, la determinazione di Brettanomyces & stata eseguita su campioni di vino artificialmente
contaminati con il ceppo tipo B. bruxellensis MUCL 2700" come riportato in materiali e metodi. In
particolare, sono stati determinati i valori di C; e quelli della conta in piastra. In fig. 1 & riportata la curva di
taratura.

Si osserva un’ottima correlazione, infatti il valore R? & pari a 0,994. Il limite di rilevabilita del metodo & di 1
log UFC/mL, confermando i risultati ottenuti da Phister e Millis (2003). La PCR quantitativa & stata quindi
eseguita sui campioni di uve e mosti alle diversi fasi di fermentazione. La ricerca di Brettanomyces &
stata eseguita sui campioni sottoposti ad arricchimento e non, attraverso la conta in piastra e la gPCR
(Tab. 1).
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) Fig. 1. Curva di taratura generata correlando i C;
10 7 e i valori di conta in piastra ottenuti dalle diluizion
5 seriali di vino contaminato con B. bruxellensis
o | MUCL 2700". | valori di C, e di log;,UFC/mL sono
0 1 5 3 4 5 P . g la media di tre ripetizioni
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Tab. 1. Quantificazione di cellule di B.
bruxellensis durante la vinificazione
Montepulciano d’Abruzzo DOC mediante qPCR e terreno selettivo (DBDM)
Campioni C Logiecell/mL Logio UFC/mL
Uve 30,56 2,50£0,51* 2,81+0,26*
Uve appena pigiate 35,12 1,1910,72* 1,5710,42*
24h 29,79 2,72+0,35 4,50+0,67
48h 23,79 4,44+0,64 3,11+0,51
799 28,57 3,07+0,31 3,20+0,69

* Logyocell/g - Logig UFC/g

La presenza di Breftanomyces non € stata rilevata nei campioni senza arricchimento. In particolare,
nessuna cellula é stata rilevata sulle uve e nei mosti della vinificazione del Trebbiano con i due metodi
utilizzati. Invece, per la vinificazione Montepulciano le uve presentavano una concentrazione pari a 10°
cell/lg. Inoltre, come si pud osservare tale lievito e stato rilevato fino a 7 giorni sia tramite gPCR che
mediante conta in piastra. Brettanomyces bruxellensis sulle uve ¢ difficile da rilevare per la sua scarsa
presenza numerica, nonostante siano stati messi a punto diversi substrati di crescita. Pertanto, per
superare queste difficolta, alcuni autori hanno suggerito una fase di arricchimento per ricercare questa
specie minoritaria. In realta, questo metodo ha consentito di rilevare anche specie come Saccharomyces
cerevisiae e Saccharomyces paradoxus sulle uve (Renouf e Lonvaud-Funel, 2007).

Per ottenere risultati attendibili da un approccio basato su sistemi coltura-indipendenti &, senza dubbio,
necessario disporre di un buon protocollo di estrazione degli acidi nucleici. Questo rappresenta uno dei
fattori limitanti nelle tecniche coltura-indipendenti. In questo lavoro, & stato impiegato un kit per
I'estrazione suolo, matrice piuttosto complessa per la presenza di forti inibitori della PCR. Per facilitare la
lisi dei campioni pero, € stato aggiunto un’ulteriore passaggio alle indicazioni della ditta produttrice: i
campioni sono stati incubati a -20°C per 20min. Inoltre, per rendere confrontabili i risultati & stato

necessario standardizzare la concentrazione di DNA (dati non mostrati).

La fase successiva del lavoro ha riguardato la determinazione delle cellule di Brettanomyces in vini con il
carattere "Brett” percepibile. L’analisi & stata eseguita su un totale di 30 campioni di vino, 25 ottenuti da
viticoltura convenzionale e 5 da viticoltura biologica. Le concentrazioni erano comprese tra 10 e 10*
UFC/mL. In particolare, i valori piu bassi sono stati rilevati in vini biologici, (10-10° UFC/mL). Questi
risultati confermano che il carattere "Brett” & gia percepibile a concentrazioni cellulari di 10 UFC/mL (Tab.
2). In molti casi non & stata rilevata la presenza di questo lievito mediante la conta in piastra impiegando
il terreno selettivo DBDM, confermando la difficolta di crescita di Brettanomyces sui substrati sintetici.
Alcuni autori ritengono che per rilevare la presenza di Brettanomyces € necessario fare i prelievi dopo tre
settimane dall’aggiunta di SO, in quanto la presenza dell’antisettico influenza la capacita di sviluppo di
questo lievito sui terreni di crescita (Du Toit et al., 2005), ottenendo in questo modo falsi negativi
mediante il metodo della conta in piastra. Ci sono diversi metodi per rilevare Brettanomyces, tutti molto
utili per gli enologi. Piu che sceglierne uno, una combinazione dei metodi pu6 dare una misura del livello
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di contaminazione del vino. Ad esempio, se I'aggiunta di SO, & stata fatta poco prima dell’analisi, &

consigliabile eseguire la determinazione impiegando metodi basati su PCR.

T UFC/mL Cellule /mL
Campioni di vino Conta su DBDM qPCR
Vini ottenuti da viticoltura
tradizionale

ST1L ND* (2,8 + 0,5) x 10°
ST10L ND ND
ST112 ND ND
ST13A ND 2,1+ 0,4) x 10°
ST20 ND ND
ST221 (7,5+ 0,3)x 10° 6,5+ 0,4) x 10°
ST3B ND ND

ST34 (2,4+0,2) x10° (7,1 £0,5) x 10°
ST42L ND ND

ST5S ND 2,2+ 0,2)x 10
ST51A ND ND

ST62 ND (1,6 £ 0,4) x 102
ST6B (9,1 £ 0,5) x 10° (4,6 £ 0,4) x 10
ST7S (3,1 £ 0,1) x 10* (5,2 + 0,1) x 10*
ST7A (2,5+0,5) x 10° (1,7 + 0,2) x 10*
ST8A ND ND

ST82 ND (2,5+ 0,6)x 10
STIL ND (1,8 + 0,3)x 10
ST9G (4,1+£0,2)x 10 (2,2+ 0,6)x 10
ST9A (8,2+0,9) x 10 (1,5+0,3) x 10
ST95L (3,3+0,2) x10° (2,3 + 0,2) x 10*
ST92 (1,2+0,6) x 10° (9,2+0,3) x 10°
ST91 ND (4,1 £ 0,2) x 10
ST94 ND (5,8 + 0,6) x 10°
ST9B ND (5,9 +0,5) x 102

Vini ottenuti da viticoltura
biologica

BT1A ND ND

BT1L ND (1,3+ 0,2)x 10
BT2C (5,1 +0,1) x 10 (2,2+0,4) x10°
BT3B ND (3,5 0,4)x 10
BT4A ND (4,6 +0,5) x 10

Tab. 2. Determinazione di cellule di B. bruxellensis mediante conta in piastra (DBDM) e
qPCR in vini Montepulciano d’Abruzzo
*non rilevato

In questo lavoro, con la qPCR & stato possibile monitorare e quantificare il lievito in modo veloce (meno
di 5 ore) e sensibile riuscendo a rilevare anche basse concentrazioni cellulari (10 UFC/mL). Infatti, anche
se alcuni autori ritengono che siano necessarie 10° UFC/mL per modificare le caratteristiche
organolettiche di un vino, dai risultati ottenuti si & evidenziato come basse concentrazioni cellulari (10
UFC/mL) possano determinare danni al prodotto.

Pertanto, diventa cruciale individuare la presenza di Brettanomyces durante la vinificazione sia in fase di
fermentazione che di invecchiamento onde evitare...”brutte sorprese”.
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Riassunto

L’industria del vino necessita di metodi rapidi per ricercare e quantificare i lieviti sia per il controllo della
fermentazione, che per il rilevamento di microrganismi contaminanti. Spesso, come nel caso di Brettanomyces
bruxellensis, i microrganismi si possono trovare in uno stato vitale ma di non coltivabilita (VBNC) e quindi la ricerca
puo risultare piu difficile con le tecniche microbiologiche tradizionali. In presenza di B. bruxellensis la manovra
correttiva deve essere, pero, tempestiva per evitare grossi danni economici. Lo scopo di questo lavoro & stato
I'ottimizzazione del metodo per la ricerca di B. bruxellensis mediante una tecnica coltura-indipendente quantitativa,
Real-time PCR (gPCR). Sono stati analizzati campioni di uve, mosti e vini di Trebbiano e Montepulciano d’Abruzzo
DOC, di viticoltura biologica e non, di alcune aziende abruzzesi. Le cellule di B. bruxellensis sono state rilevate su
uve Montepulciano d’Abruzzo (102 UFC/mL) ma non in quelle di Trebbiano. Nelle fermentazioni spontanee di
Montepulciano d’Abruzzo la presenza di B. bruxellensis é stata rilevata anche nelle prime fasi della fermentazione
per poi scomparire. In alcuni campioni di vino, con il carattere "Brett” percepibile, le concentrazioni erano comprese
tra 10 e 10* UFC/mL. Questi risultati confermano che il carattere "Brett” & gia percepibile a concentrazioni cellulari
di 1 UFC/mL. La gPCR & un metodo rapido (meno di 5 ore) e sensibile per il monitoraggio e la quantificazione del
lievito, riuscendo a rilevare anche basse concentrazioni cellulari (10 UFC/mL). Un severo controllo di uve/mosti, sia
in fase di fermentazione che di invecchiamento, pud quindi evitare brutte sorprese.

Parole chiave: Brettanomyces, PCR quantitativa, vino
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