
Biofilm di Brettanomyces bruxellensis: 
uno stile di vita per resistere agli stress 
ambientali?

>>> La capacità di formare biofilm è una potenziale 
strategia di resistenza, sebbene finora non sia stata 
molto esplorata per il lievito alterante Brettanomyces 
bruxellensis. È stata studiata la capacità di due ceppi di 
aderire e formare biofilm su pezzi di acciaio inossidabile 
all’interno del vino. Utilizzando la microscopia 
elettronica, sono state identificate particolari strutture 
cellulari potenzialmente coinvolte nella resistenza di 
B.  bruxellensis, come cellule filamentose o strutture 
simili alle clamidospore. Inoltre, sono state osservate 
cellule libere, rilasciate dai biofilm, le quali si è ipotizzato 
siano fonte di alterazione ricorrente nel vino. <<<

Il biofilm può essere definito come una comunità di 
microrganismi che sono adesi in modo irreversibile a 
una superficie, legati insieme e incorporati in una matrice 
autoprodotta. Questa strategia di crescita, diffusa tra i 
microrganismi, contribuisce alla loro persistenza in diversi 
ambienti attraverso una maggiore resistenza allo stress e 
una migliore colonizzazione delle superfici2. La capacità 
di Brettanomyces bruxellensis, lievito alterante del vino, di 
formare biofilm è scarsamente descritta in letteratura. Se 
l’abilità di B. bruxellensis di aderire alle superfici delle 
attrezzature enologiche e la sua capacità di sviluppare 
biofilm venissero dimostrate, ciò consentirebbe lo 
sviluppo di strategie appropriate per una sua efficace 
rimozione. In questo contesto, lo scopo di questo lavoro è 
stato in primo luogo quello di evidenziare la formazione 
di biofilm da parte di B. bruxellensis; in secondo luogo, 
visualizzare le sue diverse strutture cellulari mediante 
osservazioni microscopiche; e infine studiare l’impatto 
del vino sulla formazione di biofilm da parte di due ceppi 
di B. bruxellensis.

n Formazione e struttura del biofilm nel vino

Le cellule di due ceppi selezionati (denominati “11” e 
“14” e precedentemente isolati da apparecchiature per la 
vinificazione) sono state adattate alle condizioni del vino 
rosso (concentrazione di alcol e pH) come descritto da 
Longin et  al.,  20163. Inoltre, prima della formazione del 
biofilm, le colture starter hanno assicurato che le cellule 
fossero nello stesso stato fisiologico corrispondente alla 
fine della fase esponenziale, permettendo il confronto 
accurato della formazione di biofilm da parte di diversi 
ceppi nel vino. La formazione di biofilm di B. bruxellensis 
nel vino è stata studiata su pezzi di acciaio inossidabile 
utilizzando un protocollo adattato da studi precedenti4. 

I pezzi di acciaio inossidabile di dimensione 25 mm 
× 25 mm sono stati immersi in 15 mL di vino rosso 
inoculato con cellule alla concentrazione di 5,0 × 105 
UFC/mL. Dopo incubazione per 7 e 14 giorni a 28 °C, 
le cellule sono state staccate mediante sonicazione, le 
popolazioni di cellule coltivabili del biofilm sono state 
determinate mediante coltura in piastra su terreno YPD 
e la struttura del biofilm è stata osservata mediante 
microscopia elettronica a scansione (SEM).
La capacità di adesione ai pezzi di acciaio e la formazione 
di biofilm di entrambi i ceppi nel vino sono state monitorate 
dopo 2 ore, 24 ore, 7 giorni e 14 giorni di incubazione 
utilizzando il protocollo descritto in precedenza. Le colture 
di lievito sono state inizialmente inoculate a circa 106 
UFC/mL (Tabella 1). Il ceppo 14 aveva un debole tasso 
di adesione dello 0,69% dopo 2 ore nel vino rispetto al 
ceppo 11 (5,69%). Questa differenza nella popolazione 
è stata mantenuta per tutto il periodo di 7 giorni, ma non 
dopo 14 giorni di incubazione, anche se non è stata 
osservata alcuna crescita ulteriore del biofilm per nessuno 
dei due ceppi nel vino (Tabella 1). Ciò suggerisce che 
B. bruxellensis è in grado di aderire e formare biofilm in 

Figura 1. A) Osservazioni SEM di microcolonie di 7 giorni dei ceppi 11 e 14 sviluppate nel vino rosso 
su pezzi di acciaio inossidabile. Gli ingrandimenti sono stati eseguiti a 500 x (sviluppo delle microcolonie 
sulla superficie dell’acciaio inossidabile) e a 7000 x (cellule filamentose e SPE indicati rispettivamente 
dalle frecce bianche n ° 1 e n ° 2). B) Osservazioni SEM di microcolonie di 14 giorni del ceppo 14 
sviluppate nel vino rosso su pezzi di acciaio inossidabile. Gli ingrandimenti sono stati eseguiti a 7000 x 
(struttura simile a clamidospora indicata dalla freccia bianca).
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Fonte: articolo scientifico “New advances on the Brettanomyces bruxellensis biofilm mode of life” (International 
Journal of Food Microbiology 2020)1.

Tabella 1. Crescita di microcolonie su pezzi di acciaio inossidabile nel vino per i ceppi 11 e 14 a 2 e 
24 ore e 7 e 14 giorni. I valori rappresentano la media di tre repliche biologiche indipendenti, riportata 
con la deviazione standard (valori grigi). Il segno * indica una differenza significativa (ANOVA, p-value 
≤ 0,05) tra i 2 ceppi allo stesso punto temporale.

La preparazione e la pubblicazione degli articoli di IVES Technical Reviews sono sostenute dal laboratorio di eccellenza LabEx COTE, 
attraverso l’invito a presentare progetti incentrati sul tema “Trasferimento e valorizzazione”.



Sandrine Rousseaux, Manon Lebleux, Hany Abdo, Louise 
Basmacyian, Chloé Roullier-Gall, Hervé Alexandre, Stéphanie 
Weidmann
UMR Procédés Alimentaires et Microbiologiques, Equipe VAlMiS (Vin, 
Aliments, Microbiologie, Stress), AgroSup Dijon - Université Bourgogne 
Franche-Comté, IUVV, Dijon, France

IVES Technical Reviews - published December 2020

ambienti difficili come il vino, ma la crescita del biofilm è 
scarsa dopo 14 giorni di incubazione. 
In parallelo, le osservazioni dei ceppi 11 e 14 dopo 
7 giorni di incubazione sui pezzi di acciaio inossidabile 
hanno rivelato la presenza di microcolonie contenenti 
cellule incorporate in sostanze polimeriche extracellulari 
(SPE) (Figura 1A). Inoltre, è importante notare che sono 
state osservate numerose cellule filamentose all’interno 
delle microcolonie, le quali si ipotizza giochino un 
ruolo strutturale all’interno del biofilm (Figura 1A). Le 
osservazioni microscopiche hanno anche rivelato la 
presenza di strutture più grandi di una normale cellula di 
lievito, con pareti spesse e derivate da cellule filamentose 
(Figura 1B). Tali caratteristiche sono tipiche di strutture 
simili a clamidospore, come precedentemente riportato 
per C. albicans5.

n Impatto del vino sul biofilm di B. bruxellensis 

In primo luogo, abbiamo prodotto biofilm su pezzi di 
acciaio inossidabile in terreno YPD (come descritto in 
precedenza) e, dopo 7 giorni di incubazione, i pezzi di 
acciaio con cellule adese nel biofilm sono stati trasferiti 
nel vino per studiarne l’impatto su biofilm di B. bruxellensis 
vecchio di 7 giorni. Sono stati enumerati due tipi di cellule: 
(i) quelle che sono rimaste all’interno del biofilm sui pezzi 
di acciaio e (ii) quelle che sono state rilasciate nel vino 
(Figura 2). Per entrambi i ceppi, la quantità di cellule 
all’interno del biofilm è diminuita significativamente 
dopo 24 ore, ma è rimasta stabile da allora fino a 14 
giorni (Figure 2A e 2B). Come descritto in precedenza, 
il ceppo 14 è stato influenzato più negativamente dal 
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Figura 2. Comportamento della microcolonia nel vino per il ceppo 11 (A) e per il ceppo 14 (B). 
La popolazione cellulare sul pezzo di acciaio è espressa in log10 (UFC/cm²) e la popolazione 
cellulare rilasciata nel vino in log10 (UFC/mL). Le barre di errore rappresentano la deviazi-
one standard tra tre repliche indipendenti. Lettere diverse indicano una differenza significativa 
(ANOVA, p-value ≤ 0,05).

vino rispetto al ceppo 11. Inoltre, è stato osservato un 
importante fenomeno di rilascio cellulare dal biofilm già 
2 ore dopo l’inoculo nel vino (a circa 106 UFC/mL) per 
entrambi i ceppi (Figure 2A e 2B). Successivamente, per il 
ceppo 14, è stata osservata una diminuzione del numero 
di cellule rilasciate durante le 24 ore, prima di rimanere 
stabile fino a 7 giorni. Ciò è stato seguito da un aumento 
del numero di cellule tra il giorno 7 e il giorno 14. Lo 
stesso comportamento è stato osservato per il ceppo 11, 
ma in misura minore.

n Conclusione

In questo studio, è stata dimostrata la capacità del lievito 
alterante B. bruxellensis di formare biofilm sull’acciaio 
inossidabile in contatto con il vino. Come descritto per 
altri microrganismi6, la modalità di sviluppo in biofilm può 
consentire a B. bruxellensis di persistere nel vino e negli 
ambienti enologici e, inoltre, rappresentare un importante 
mezzo per la contaminazione del vino. Questo tipo di 
sviluppo deve essere preso in considerazione quando 
si puliscono serbatoi o tubi, perché una volta formato 
un biofilm, il processo di pulizia potrebbe essere meno 
efficace, poiché la modalità di sviluppo in biofilm 
consente una migliore resistenza alle condizioni di stress. 
Inoltre, le osservazioni SEM hanno rivelato strutture 
“simil-clamidospore” che non sono mai state riportate 
per B. bruxellensis. Le clamidospore sono state descritte 
come forme di resistenza in alcuni funghi7, ma nei lieviti 
il loro ruolo non è mai stato chiaramente identificato. Il 
lavoro futuro dovrebbe concentrarsi sulla determinazione 
della natura e del ruolo effettivo di queste strutture “simil-
clamidospore” in B. bruxellensis, nonché del ruolo di 
questa struttura nella persistenza del lievito alterante in 
cantina. n


