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In questi anni si sta assistendo ad un sempre crescente interesse nei confronti del lievito Brettanomyces, dovuto all’intervento deleterio sulla qualità dei vini interessati dalla sua presenza. Questi lieviti infatti sono responsabili della produzione di vinilfenoli ed etilfenoli in concentrazioni tali da superare le soglie di percezione, durante il periodo di conservazione del vino, ed apportare quello che ormai è conosciuto come carattere Brett (odori animali, di stalla, ecc.).

Questa tesi si è posto l’obiettivo di effettuare una prima indagine conoscitiva sulla diffusione  del lievito appartenente alla specie Brettanomyces bruxellensis, nella regione Liguria. 

La determinazione dei lieviti appartenenti al genere Brettanomyces è stata effettuata mediante analisi microbiologiche, inoculando i campioni su due diversi mezzi colturali, e metodiche molecolari.

Dai 41 campioni provenienti da varie zone della Liguria, è stato  prelevato 1ml di vino ed è stato centrifugato in eppendorf (in duplice copia). Il pellet così ottenuto, è stato conservato a -20°C, per essere utilizzato in un secondo momento per l’estrazione del DNA. 

Per ciascun campione sono state preparate delle diluizioni (da -1 a -4), poi spatolate, nella quantità di 100 µl, su piastre di terreno selettivo DBDM. La stessa operazione è stata effettuata dopo 14 giorni per i campioni arricchiti (20 ml di vino + 20 ml di YNB double strength, in falcon da 50ml). I primi son stati denominati campioni T0, i secondi campioni Tarr; su questi ultimi è stata condotta un’analisi olfattiva.

Sulle piastre dei campioni T0 è statta effettuata la conta microbica, mentre le piastre dei campioni Tarr, sono servite a confermare la responsabilità degli odori fenolici a Brettanomyces. A conferma invece dell’effettiva appartenenza alla specie Brettanomyces bruxellensis delle colonie cresciute su terreno selettivo DBDM, sono state isolate e portate in coltura pura con ripetuti strisci, cinque singole colonie, poi sottoposte ad analisi molecolari, in particolare a PCR specie specifica.

Ottenuti questi dati, si è proceduto alla costruzione della curva di taratura per poter quantificare Brettanomyces bruxellensis nei campioni di ciascun vino previamente conservati a -20°C. Questi sono stati ottenuti mediante l’utilizzo di un kit di estrazione Epicentre.

Per ogni campione erano stati prelevati 100 ml di vino, divisi in due falcon da 50 ml e messi a -20°C; queste quantità sono state utilizzate per effettuare un’analisi gas-cromatografica volta a correlare la presenza di etilfenoli a quella di Brettanomyces.

I risultati  mostrano che la presenza di Brettanomyces bruxellensis non è sempre conseguenza di un passaggio in legno; quindi, sottolineando comunque la necessità di una pulizia totale dell’ambiente “cantina”, si registra il suo intervento anche in vinificazioni condotte solo in acciaio.

L’analisi olfattiva, l’analisi microbiologica su terreno selettivo dei campioni al tempo T0 ed al tempo Tarr e la PCR su cinque colonie per campione (a T0 ed a Tarr), hanno confermato la presenza e la responsabilità degli odori animali sviluppatisi dalle falcon (campioni arricchiti), alla specie Brettanomyces bruxellensis. Su 41 campioni esaminati, 20 hanno mostrato la presenza di questo lievito ed altri 2 si son  mostrati positivi alla Real Time PCR, segno che comunque si è trovato del DNA di Brettanomyces bruxellensis, ma al momento delle analisi non è stato possibile isolare colonie. Le motivazioni possono essere essenzialmente due: o le cellule erano nello stato “vitale ma non coltivabile”, oppure erano semplicemente morte.

Dall’analisi gas-cromatografica e spettrometria di massa, infine, sono stati quantificati i quattro composti maggiormente responsabili degli odori di Brett: 4-etilfenolo, 4-etilguaiacolo, 4-vinilfenolo, 4-vinilguaiacolo. I risultati hanno messo in evidenza come un aumento della carica di Brettanomyces non è direttamente causa di un aumento di etilfenoli, infatti questo sembra essere più correlato ad una maggior estrazione di precursori e conseguenza di una più lunga macerazione.

