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Brettanomyces bruxellensis é il principale agente di alterazione
dei vini rossi invecchiati in legno. Nell'industria enologica, la contaminazione
da Brettanomyces é difficile da gestire, in quanto alcuni ceppi di questo lievito possono
sopravvivere e crescere in condizioni proibitive per molti altri microrganismi.
L’inattivazione termica mediante I'impiego di acqua calda o di altro mezzo riscaldante
sembra pero dimostrarsi una tecnica valida per il risanamento microbico delle botti.

Brewanomyces bruxellensis (specie anamorfa di
Dekkera bruxellensis) ha assunto una importanza ne-
gativa crescente in vinificazione poich¢ tale lievito ¢
considerato il principale agente di alterazione dei vini
rossi da invecchiamento in legno [1, 2].

L’attuale incidenza del difetto definito nota “Bretet”
non ¢ facile da determinare, in parte perché alcuni eno-
logi sono riluttanti ad ammettere il problema e in parte
perché la contaminazione ¢ difficile da rilevare preco-
cemente. Tuttavia analizzando i dati analitici desunti
dalla bibliografia [3, 4] e da report tecnici consultati
(comunicazioni personali) si puo stimare che almeno il
20% dei prodotti sia coinvolto nel fenomeno. La per-
dita economica per la mancata vendita e il danno repu-
tazionale puo dunque essere
assai rilevante.

Si ricordi che il deteriora-
mento del vino ¢ dovuto alla ca-
pacita di B. bruxellensis di
produrre fenoli volatili sostanze
maleodoranti che derivano da at-
tivita enzimatiche consecutive
operanti sugli esteri tartarici
degli acidi idrossi-cinnamici na-
turalmente presenti nelle uve [5].

In particolare durante le di-
verse fasi della vinificazione, dap-
primaavviene la liberazione degli
acidi idrossi-cinnamici dall’acido
tartarico ad opera di una cinnam-
mil-esterasi sintetizzata da di-
versl microrganismi o aggiunta
dall’operatore talvolta inconsape-
volmente come preparato enzi-
matico pectinolitico.

Successivamente una cinnammato-decarbossilasi pro-
veniente da alcuni ceppi di lieviti trasforma I"acido p-cu-
marico in 4-vinilfenolo e [I'acido ferulico in
4-vinilguaiacolo. Infine attraverso I’azione di una vinil-fe-
nolo-reduttasi espressa specificamente da Brewanomyces
i vinil-fenoli sono ridotti rispettivamente a 4-ctilfenolo ¢
4-etilguaiacolo. A basse concentrazioni questi composti
volatili e soprattutto i vinil-fenoli possono contribuire alla
complessita aromatica del vino (descrittori medicinale,
pepe, chiodi di garofano, fumo). Invece a concentrazioni
superiori alle soglie di percezione, gli etil-fenoli impattano
negativamente sul profilo sensoriale del prodotto, confe-
rendo odori assai sgradevoli come puzza di stalla, sudore
di cavallo, cuoio, straccio bagnato [2, 6, 7].

ligura 1 - Colonie di Brewanomyces bruxellensis.
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Diversi autori hanno confermato il ruolo
specifico di tali attivita enzimatiche nella for-
mazione del difetto [8, 9, 10]. Di recente il
gruppo di ricerca del nostro Dipartimento ha
scoperto che la vinil-fenolo-reduttasi di 2. bru-
xellensis grazie ad una specifica sequenza ami-
noacidica agisce sia come reduttasi
NADH-dipendente che come superossido di-
smutasi [11, 12]. Nella Tabella 1 si riportano
le soglie di percezione dei fenoli volatili in dif-
ferenti matrici; i valori riscontrati possono es-
sere assai variabili in funzione del tipo di vino
¢ delle condizioni sperimentali adottate.

Nell’industria enologica la contaminazione da Brec-
tanomyces ¢ difficile da gestire in quanto alcuni ceppi
di questo lievito sono in grado di sopravvivere e cre-
scere in condizioni proibitive per molti altri microrga-
nismi quali pH basso, concentrazioni elevate di etanolo
(fino a 145% v/v) ¢ di SOy molecolare (fino a 0.8
mg/L), condizioni di anacrobiosi, scarsa disponibilita
di zuccheri (inferiore a 300 mg/L) e di azoto pronta-
mente assimilabile. Oltre alla resistenza agli stress am-
bientali, . bruxellensis ha sviluppato la capacita di
utilizzare il cellobiosio disaccaride che si genera in se-
guito al trattamento di tostatura delle botti e che viene
rilasciato nel vino durante I’invecchiamento [13].

Inoltre alcuni ceppi si sono dimostrati capaci di for-
mare biofilm in diverse condizioni di crescita [14, 15],
fenomeno che consente loro di sopravvivere ai consueti
trattamenti di sanificazione.

Sebbene il “serbatoio” naturale di questa specie non
sia stato ancora definito, I’opinione prevalente ¢ che la
sua presenza nella filiera viti-vinicola derivi da una ge-
stione non corretta delle pratiche igieniche nello stabi-
limento enologico [16, 17].

Composto
chimico

in vino
rosso

(Hg/L)

in vino
bianco
(Hg/L)

in acqua
(Hg/L)

Tabella 1 - Soglie di percezione det fenoli volauili
in differend macrici.

In realta il genere Brewwanomyces ¢ un lievito diffuso
nell’ambiente e sebbene minoritario appartiene al mi-
crobiota nativo dell’uva [18, 19]; quando entra in can-
tina, le cellule colonizzano le superfici porose, in
particolare il legno delle botti e le parti delle attrezza-
tura che sono difficili da pulire come pompe, tubi, gri-
glie e fileri [20, 21].

Oltre alle consuete operazioni di detergenza, le pro-
cedure di sanificazione normalmente applicate ai reci-
pienti vinari di legno prevedono una fase di disinfezione
per solfitazione, fatta mediante aggiunta di una solu-
zione acquosa di metabisolfito oppure di SO, in forma
gassosa, ottenuta bruciando dischetti di zolfo elemen-
tare.

Nei riguardi del vino la prevenzione si esercita attra-
verso ’adozione della tecnica di filtrazione su mem-
brana (ove possibile) e ancora con I'addizione di
anidride solforosa. Nondimeno tali pratiche non risul-
tano efficaci a causa della porosita del legno, che limita
la capacita di penetrazione dei mezzi chimici, o della
presenza ¢ selezione di ceppi solfito-resistenti, o del
verificarsi di contaminazioni incrociate nelle operazioni

di cantina[16, 20, 22, 23, 24].
Al fine di prevenire e controllare in
modo efficace il problema della contami-

oo~

nazione di Brewanomyces nelle botti,
sono state proposte nuove applicazioni
nei protocolli di mantenimento del-
I'igiene quali I'uso dell’ozono, degli ul-

Concentrazione cellulare
(Log UFC/mL)
Noow B

Tempo (minuti)

Figura 1 - Linee di inattivazione termica di D. bruxellensis

in acqua a differenti temperature di trattamento.

trasuoni, I'irraggiamento UV o i raggi
gamma [21, 25, 26], comunque con
costi di investimento e di gestione non
facilmente sopportabili da piccole realta
produttive ¢ con risultati non sempre
pienamente positivi.

In effetti tranne che per le radia-
zioni ionizzanti, I’efficacia dei tratta-
menti ¢ condizionata dal contenuto di
materiale organico presente nella ma-
trice e dal grado di pulizia raggiunto
sulla superficie da trattare.
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L’uso del calore

Tenendo conto della natura fungina di Brez-
tanomyces e quindi della intrinseca limitata re-
sistenza delle cellule all’azione del calore, ¢
nata I'idea di impiegare la temperatura come
agente microbicida, andando a determinare le
cinetiche di inattivazione termica secondo
quanto previsto dalle leggi di Bigelow [27, 28].

A questo scopo, sospensioni cellulari a con-
centrazioni note di quattro ceppi diversi di .
bruxellensis sono state sottoposte a differenti
trattamenti termici in condizioni controllate
[29]. La scelta di saggiare la resistenza al calore
delle cellule in acqua ¢ stata dettata dalla supposizione
che I’acqua riscaldata potesse essere il mezzo pit sem-
plice per erogare calore all’interno delle botti, utiliz-
zando attrezzature gia presenti in una normale
situazione di cantina quali le lava-barriques.

Nelle prove sperimentali, il trattamento termico
delle sospensioni cellulari ¢ avvenuto in capillari di
vetro immersi in bagno termostatico agitato, per mas-
simizzare la velocita di trasferimento del calore, che ve-
nivano prontamente raffreddati in ghiaccio al termine
del tempo prefissato. Il tempo di raggiungimento della
temperatura desiderata all’interno del tubo capillare ¢
stato verificato mediante sonda termica. In Figura 1
sono riportate le linee di inattivazione termica ottenute
dai valori mediati dei ceppi osservate a quattro diffe-
renti temperature (55 °C; 57,5 °C; 60 °C; 62,5 °C).
Come atteso, si ¢ verificata una diminuzione esponen-
ziale della concentrazione di cellule vitali durante il
trattamento ¢ la velocita di morte ¢ stata maggiore alle
temperature piu elevate.

Il tempo di riduzione decimale (D) e cio¢ il tempo

65
60

55
50

Temperatura

D medio

(°C) L (s)

Tabella 2 - Valori medi minimi e massimi di tempi di riduzione decimale

(D espresso in secondi) di D. bruxellensis riscontrati
a differenti temperature di trattamento in acqua.

in cui viene inattivato il 90% della popolazione cellulare
presente, ¢ stato calcolato come I'inverso del coeffi-
ciente angolare della retta di regressione che interpola
i punti sperimentali per ciascuna delle temperature te-
state. I valori ottenuti sono esposti in Tabella 2. [l valore
di Z, cio¢ 'incremento di temperatura che consente I’ab-
battimento di un ordine di grandezza di D, ¢ stato calco-
lato nella misura di 9,6 °C (valore medio).

La resistenza termica ¢ stata confermata essere un
carattere ceppo-specifico. Ad esempio la particolare re-
sistenza al calore del ceppo CBS 2797 potrebbe essere
attribuita alla formazione di aggregati cellulari osser-
vata al microscopio in queste condizioni sperimentali
[29].

Sulla base dei risultati ottenuti ¢ stato possibile cal-
colare il tempo di risanamento alle varie temperature
nell’ipotesi di una contaminazione assai elevata sullo
strato superficiale interno di una botte: per un tratta-
mento con acqua avrebbero potuto essere ritenuti suf-
ficienti 97 minuti a 55 °C; 54 minuti a 57,5 °C; 30
minuti a 60 °C e 17 minutia 62,5 °C per abbattere di
otto cicli logaritmici una popolazione cellulare di Brez-
tanomyces.

Tuttavia a questo punto occorreva
prendere in considerazione due que-
stioni aggiuntive: la prima era fino a
che profondita Brezzanomyces ¢ in
grado di penetrare negli strati interni
delle doghe? La seconda era quanto

45
40

tempo aggiuntivo era necessario affin-
ché la temperatura stabilita fosse rag-

35
30

Temperatura (°C)

25

20
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Figura 2 - Profili di penetrazione del calore ad una profondita di § mm
all'interno di legno di quercia durante differenti trattamenti in acqua.

giunta all’interno del legno ove era
potenzialmente possibile ritrovare an-
cora cellule di lievito?

La risposta alla prima domanda ci
viene data da un lavoro di Barata e col-
leghi [30] che hanno osservato la pre-
10 senza di contaminazione microbica
fino a 8 mm corrispondenti al mas-
simo fronte di penetrazione del vino
nel legno.
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La seconda risposta ¢ stata ottenuta misurando spe-
rimentalmente I’andamento della temperatura a 8 mm
di profondita in doghe ricavate da una barrique smon-
tata, mediante ['ausilio di una sonda termica

La propagazione del calore nel legno si ¢ dimostrata
essere molto lenta, poiché come previsto questo mate-
riale ha una bassa conduttivita termica compresa tra
0,16 € 0,46 W/(m-K) [31]. Quindi, tenuto conto del
tempo necessario per raggiungere la temperatura letale
scelta (60 °C), negli strati interni in cui il lievito po-
tesse ancora annidarsi ¢ prendendo in considerazione
un potenziale tempo di abbattimento di magnitudo di 8
D ¢ stato definito un protocollo di sanificazione termica
della superficie con acqua calda alla temperatura di
60°C per 19 minuti.

Per I’esperimento sono state utilizzate 3 barriques
mandate in disuso poiché fortemente sospette di essere
contaminate da Breuanomyces. Al fine di verificare il
tasso di abbattimento microbico, la superficie interna
della botte ¢ stata sottoposta ad analisi microbiologiche
prima e dopo il tractamento a caldo con acqua. Le con-
centrazioni di lieviti contaminanti variavano da 2,5+ 102
a 2,3-10° UFC/mL nelle sospensioni di risciacquo
prima del tractamento, mentre nessuna colonia ¢ stata
rilevata in 100 mL dopo il tractamento, dimostrando
Iefficacia dell’operazione.

Una vera e propria
scoperta dell’acqua calda...

In realta I’effetto microbicida della alte temperature
in procedure di sanificazione di vasi vinari ¢ gia impie-
gato da tempo attraverso la tecnica di trattamento al va-
pore. I necessario tuttavia tenere presente che
I’efficacia del trattamento termico ¢ dipendente dalla
durata dell’esposizione all’agente e quindi dal tempo
che occorre al materiale per raggiungere la temperatura
letale.

In un precedente lavoro, Guzzon etal. [21] confron-
tarono gli effetti di diversi trattamenti di sanificazione
su popolazioni microbiche residenti in barriques: I'uso
del vapore si dimostro pit efficace dell’irradiazione UV
e simile al trattamento con ozono e 'effetto del vapore
era chiaramente correlato al tempo di esposizione del-
I’agente. K assai probabile che la natura porosa del
legno protegga le cellule che stanno in profondita dal-
I’irradiazione UV diretta mentre la presenza di abbon-
dante materia organica all’interno puo reagire con
I’ozono rendendo questo trattamento meno efficace.

La rimozione delle incrostazioni dalle superfici ri-
sulta fondamentale per ottenere un’adeguata disinfe-
zione in ogni caso.

Molto convincenti sono i risultati ottenuti da Schmid
etal. [32] che hanno saggiato I’efficacia di un tratta-

mento con ultrasuoni ad alta potenza (17 W/L) per di-
versi tempi e temperature su doghe contaminate con 5.
bruxellensis. Un’applicazione di 8 minuti in combina-
zione con acqua a 60 °C comporto la rimozione com-
pleta del depositi di tartrato e una riduzione della
popolazione di lievito di tre ordini di grandezza anche
con cellule presenti fino a 4 mm di profondita.

Piu recentemente ¢ stato presentato uno studio assai
interessante da colleghi spagnoli [33] che hanno pro-
posto una nuova applicazione di risanamento delle botti
basata sulle tecnologie a microonde ad alta frequenza.
Il trattamento ¢ stato effettuato per 3 minuti a 3000 W
su doghe smontate di quercia americana (Quercus alba)
e di quercia francese (Quercus petraea) altamente con-
taminate da differenti microrganismi. La temperatura
massima raggiunta alla superficie ¢ stata di 48 °C.

I risultati ottenuti dalle analisi microbiologiche ef-
fettuate su campioni di raschiatura di legno raccolti fino
a 8 mm di profondita hanno dimostrato I'efficacia del
trattamento che rispetto al controllo ha manifestato una
riduzione significativa delle popolazioni microbiche
presenti. Nell’articolo originale viene riportato un ab-
battimento percentuale di conte in piastra rispettiva-
mente del 36-38% per i lieviti (35-67% per
Brettanomyces) del 91-100% per batteri lattici e del
100% per batteri acetici. Per queste valutazioni furono
pero considerati i valori di carica microbica gia trasfor-
mati in logaritmi decimali. commettendo una disatten-
zione nel calcolo che ha nettamente sottostimato il
potenziale del trattamento. Infatti se dovessimo rifare i
conti e utilizzassimo i valori non trasformati, scopri-
remmo che la riduzione percentuale delle cariche mi-
crobiche fu ben piu accentuata e cio¢ rispettivamente
del 97-99% per i lieviti (97-99% per Brewanomyces)
del 99-100% per batteri lattici e del 100% per batteri

aceticl.

Conclusioni

In conclusione, I’adozione di un trattamento ter-
mico mediante 'impiego di acqua calda o di altro mezzo
riscaldante sembra dimostrarsi una tecnica valida per il
risanamento microbico delle botti, a patto che si consi-
deri il tempo di mantenimento alla temperatura letale
per le cellule e il tempo necessario alla penetrazione del
calore nel legno. I valori di D e Z riscontrati sono dati
utili alla definizione di qualsiasi protocollo di inattiva-
zione termica di cellule . bruxellensis ¢ colmano una
lacuna presente in letteratura [34].

Infine il tipo di intervento proposto appare fattibile
in una situazione di cantina comune, non comportando
un significativo aumento dei costi e, trovando una so-
luzione per riciclare 'acqua, potrebbe anche diventare
ecologicamente sostenibile.
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