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1- INTRODUCCION

Las levaduras pertenecientes al género Brettanomyces/Dekkera
ocasionan uno de los problemas mas graves de la enologia
actual. A ellas se debe la génesis en vinos de determinados
fenoles volatiles (4-etil fenol, 4-etil guayacol) que se traducen, a
partir de cierta concentracion, en sensaciones olfativas muy
negativas, descritas como "olor animal', "cuero mal curado" o
"'sudor de caballo".

La percepcion olfativa de estos fenoles volatiles resulta contro-
vertida ya que los descriptores sensoriales tipo animal se han
considerado tradicionalmente como caracteristicos de determi-
nados vinos de crianza en madera. Dado que en pequefas
concentraciones, estos compuestos contribuyen a la compleji-
dad aromatica del vino, y en concentraciones grandes enmas-
caran completamente su perfil sensorial con sensaciones muy
desagradables, para la descripcion de fenoles volatiles se pre-
fiere hablar de "umbral de preferencia" en lugar de "umbral de
deteccion'. Se define como umbral de preferencia la concentra-
cion de fenoles volatiles a partir del cual el 50% de los catado-
res considera una muestra como defectuosa. Los umbrales
determinados para el 4-etil fenol son muy bajos, del orden de
440 ug/L, para 4-etil fenol, y de 620 ug/L para la suma de 4-etil
fenol y 4-etil guayacol (Chattonet et al., 1993).

En la determinacion sensorial de los vinos afectados por Brett,
desempefa un importante papel la matriz intrinseca del vino.
Asi en los vinos con mas cuerpo y estructura se detecta el
caracter fendlico a mayores concentraciones de 4-etil fenol que
en los vinos de menos consistencia. En este aspecto, también
la variedad de uva parece influir, siendo las variedades mas
robustas (Cabernet-Sauvignon), mas proclives a enmascarar un
contenido elevado en 4-etil fenol.

Esta doble cara de la presencia de etilfenoles en vino ha contri-
buido a despistar a bodegas y endlogos sobre la naturaleza,
procedencia y repercusiones del problema. Vinos en perfectas
condiciones organolépticas han manifestado después de algu-
nos meses en la botella alteraciones graves, de dificil solucion.
Es por ello que el conocimiento de la fisiologia y de las caracte-
risticas de desarrollo del principal microorganismo causante,
Dekkera/Brettanomyces, puede ayudar a su deteccién y control,
y asi evitar sorpresas desagradables en un futuro.

2- BRETTANOMYCES/DEKKERA Y SINTESIS DE FENOLES
VOLATILES

Las levaduras del género Brettanomyces, o su forma teleomor-
fica (perfecta o esporulada) Dekkera , fueron descritas por pri-
mera vez por Claussen en 1903, en la produccion de cerveza
(Gilliland, 1961). Este género se conoce desde hace tiempo
como agente contaminante, en la industria cervecera, sidra y
bebidas carbonatadas (Deak y Beuchat, 1996). En la industria
enoldgica su descripcidon como alterante es mas reciente.
Aunqgue el género lo constituyen 5 especies diferentes, en vinos
aparece Unicamente Dekkera bruxelliensis.

El origen de los fenoles volatiles esta relacionado con la activi-
dad secuencial de dos enzimas que descarboxilan los acidos
hidroxicinamicos (ej: acido ferdlico, acido p-cumarico y acido
cafeico) en hidroxiestirenos (vinilfenoles) que son posteriormen-
te reducidos a etilderivados (etilfenoles) (Steinke y Paulson,
1964), Figura 1.
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Figura 1: Sintesis de etil fenoles por Brettanomyces /Dekkera ssp.
a) Descarboxilaciéon de los acidos hidroxicinamicos
b) reduccion de vinilfenoles

El primer paso de descarboxilacion esta presente en un gran
numero de bacterias, hongos y especies de levaduras (Degrassi
et al. 1995, Edwin et al. 1995, Suezawa, 1995, Suezawa et al.,
1998). Sin embargo el segundo paso, o la reduccion de los vinil-
fenoles se ha registrado de manera especialmente efectiva en
varias especies de levaduras: Dekkera bruxelliensis, D. anoma-
la, Pichia guillermondi, Candida versarilis, C. halophila y C. man-
nitofaciens (Dias et al. 2003).

Herestzyn (1986) describid por primera vez la produccion de
etilfenoles por Dekkera/Brettanomyces, pero la contribucion de
estas moléculas al caracter fendlico en los vinos y su relacion
con la actividad de levaduras del género Brettanomyces ha sido
esclarecida recientemente (Chattonet et al., 1995).

Anteriormente su origen se relaciond con la actividad bacteria-
na (Cavin et al., 1993). De hecho, las bacterias lacticas pueden
producir cantidades significativas de vinilfenoles, pero producen
Unicamente trazas de etilfenoles en las condiciones del vino
(Chattonet et al. 1995, 1997). Las levaduras fermentativas
Saccharomyces cerevisiae y otras levaduras consideradas alte-
rantes del vino (Pichia, Torulaspora, Zygosaccharomyces) pue-
den producir vinilfenoles pero son incapaces de producir etilfe-
noles (Rodrigues et al., 2001). En D. bruxelliensis las enzimas
cinamato descarboxilasa y vinifenol reductasa son muy activas
en las condiciones del vino y se la considera el principal causan-
te de este problema.

Brettanomyces, al contrario de las levaduras responsables de la
fermentacion del mosto, se caracteriza por una actividad fer-
mentativa baja y crecimiento lento. En condiciones de cultivo
sobre medio solido forma colonias al cabo de siete a diez dias.
Crece en medios de cultivo habituales de crecimiento de leva-
duras (MEA, YPD), sin embargo, cuando se desea aislarlo de
mosto o vino es necesario emplear medios de cultivo diferen-
ciales que impidan el crecimiento de otros microorganismos,
mucho mas activos que Brettanomycesy que ocultan o impiden
el desarrollo de las colonias de Brett.

La morfologia celular de Brettanomyces es ojival o cilindrica,
con gemacion multipolar en reproduccion vegetativa. Una de
las caracteristicas de este género es su tamafio celular variable
y la formacién de filamentos. En vinos se observan siempre
células mucho mas pequefias que en medio de cultivo y son
frecuentes estas formas filamentosas que ayudan a la adheren-
cia del microorganismo a las superficies, por ejemplo de las
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barricas. (Figuras 2 y 3).
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Figuras 2 y 3: Microfotografia de cultivo de Dekkera/Brettanomyces
a) variabilidad morfologica y de tamafio celular.
b) forma filamentosa

Los defectos sensoriales asociados directamente a Brett apare-
cen mayoritariamente en vinos tintos de calidad y las causas
radican en la propia fisiologia del microorganismo. En efecto, la
biosintesis de fenoles volatiles se realiza a partir de acidos hidro-
Xicinamicos y en vinos tintos el contenido de estos compuestos
es mayor. Ademas, al ser una levadura de crecimiento muy
lento, la alteracion se presenta principalmente durante el alma-
cenamiento y sobre todo, la crianza del vino, habitual en los
vinos tintos de gama alta. En las barricas de madera el micro-
organismo tiene a su disposicion todo el sustrato y tiempo sufi-
ciente para realizar su actividad. La naturaleza porosa de la
madera y su dificil limpieza contribuye a que las poblaciones
existentes se mantengan incluso después del lavado de la barri-
ca. Ademas, D. bruxelliensis tiene la capacidad de degradar
uno de sus componentes, la celobiosa (Boulton et al. 1996).

Junto con la formacion de fenoles volatiles, Brettanomyces pro-
duce elevadas cantidades a de acido acético (Freer et al.. 2000)
y tiene la capacidad de sintetizar, en condiciones especiales,
tetrahidropiridinas que se identifican con el "gusto a raton'
(Heresztyn, 1986, Grbin et al., 2000). También se le atribuye la
produccion de isovalérico y otros &cidos grasos que confieren
gustos a rancio y de ciertas esterasas, acentuando la pérdida
de aromas afrutados del vino. Por todo ello, el género
Brettanomyces/Dekkera es uno de los mas temidos agentes
microbianos de los vinos.

3- PROCEDENCIA DE LAS POBLACIONES DE
BRETTANOMYCES

Brettanomyces es un microorganismo ubicuo, con poblaciones
escasas pero repartidas en suelo, cortezas de arboles y sustra-
tos azucarados (frutos miel). Su deteccion en uvas y mostos es
poco frecuente debido sobre todo a la gran competencia exis-
tente con otros microorganismos mucho mas activos. No obs-
tante, se han detectado focos en vifledos particulares. Su aisla-

miento es frecuente en materiales de bodega, mangueras,
depositos, suelos, siempre asociado a higiene deficiente. Pero
donde es mas habitual su presencia es en las barricas y tinas
de madera.

El desarrollo de las poblaciones de Brettanomyces se inicia des-
pués de la fermentacion alcohdlica (Figura 4). En este momen-
to, y a partir del reducido nimero de células procedentes del
vifledo que durante la fermentacion alcohdlica no han tenido la
oportunidad de multiplicarse debido a su escasa competitividad
respecto a S. cerevisiae, inician su desarrollo en un vino poco o
nada protegido (ausencia de sulfuroso). Dependiendo del arran-
gue mas tardio de la fermentacion malolactica, la poblacion
sera mayor, y aungue luego se corrija con sulfuroso, mayor la
probabilidad de presentar células viables capaces de desarro-
llar la alteracion posteriormente.
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Figura 4: Dinamica de las poblaciones levaduras fermentativas bacterias lac-
ticas y Brettanomyces desde la entrada de uva hasta vino terminado
FA: fermentacion alcohodlica, FML: fermentaciéon malolactica

Durante la crianza, procedentes del vino o de las propias barri-
cas ya contaminadas, las poblaciones aumentan de mansera
lenta pero sin competencia. Aqui se originan los principales ries-
gos. Es destacable sefialar que no hace falta un gran nimero
de células para desarrollar la alteracion, y que por encima de
1000 células/ml la calidad organoléptica del vino esta seriamen-
te comprometida (Gonzalez y Navascués, 2006).

4- CONDICIONES DE DESARROLLO DE BRETTANOMYCES
EN BODEGA

A continuacion se analizan los distintos factores que contribuyen
al desarrollo de las poblaciones de Brettanomyces en la bode-
ga y que se traducen por tanto en un mayor riesgo de produc-
cion de fenoles volatiles.

a) Nutrientes: Como fuente de carbono Brettanomyces emplea
azUicares residuales presentes en el vino después de fermenta-
cion alcohdlica. Al no tener un metabolismmo muy activo, 300
mg/L de azucares son mas que suficientes para el desarrollo de
una poblacién alterante. Una de las causas de que las contami-
naciones por Brett sean mas frecuentes en los vinos de eleva-
da graduacion alcohdli-
ca, a pesar del caracter
antimicrobiano del eta-
nol, es que estos vinos,
procedentes de uvas
muy maduras, presen-
tan mayor cantidad de
azucares residuales
(apenas glucosa vy fruc-
tosa, pero si otras pen-
tosas residuales),
Figura 5. .
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sobre lias. B. bruxelliensis desarrolla ademas complejas estra-
tegias para su desarrollo en un medio tan empobrecido nutricio-
nalmente como el vino: presenta una fuerte actividad glicosida-
sa, capaz de liberar la glucosa ligada a los antocianos.
Mediante varias actividades celuloliticas, degradan la celobiosa
de la madera de las barricas y la propia reduccion de los vinil-
fenoles en etilfenoles supone un mMecanismo de obtencion de
energia.

En cuanto a compuestos nitrogenados, Brettanomyces presen-
ta requerimientos escasos, aunque la presencia de aminoaci-
dos y sales amoniacales estimula la proliferacion celular. De
aqui que se aconseje la nutricion adecuada en fermentacion
alcohdlicapero nunca en exceso, sobre todo de sales de amo-
nio.

b) Tiempo: Ya se ha comentado que Brettanomyces posee un
metabolismo lento, por lo que el factor tiempo es requisito fun-
damental para el desarrollo de poblaciones alterantes. Se expli-
ca de esta forma la mayor incidencia de etilfenoles en vinos de
crianza. Los vinos conservados en barricas usadas presentan
mayor incidencia de concentracién de estos compuestos.
Efectivamente, la reutilizacion de las barricas contribuye en gran
medida a acentuar el problema, ya que buena parte de las
células de Brettanomyces permanecen en la barrica después
del trasiego del vino, resisten al proceso de limpieza, y el vino
nuevo con el que se rellena la barrica supone una renovacion
del sustrato, sobre el que se desarrollara una poblacion mas
importante.

¢) Temperatura: Como para todos los microorganismos, la tem-
peratura activa el metabolismo celular. Para el control de Brett,
la crianza del vino precisa una atencion maxima en primavera a
otofo, donde la temperatura y el ritmo de evaporacion aumen-
tan. A modo de ejemplo se muestra la evolucion de las pobla-
ciones de Brettanomyces a lo largo de 6 meses en barrica
(Tabla 1).

Maye (0) Agosto (3)  Noviembre{G)
Temperalura 165C 18°C 16°C
502 libm 15 10 [
Brettanomycoes (UFCimi) 10 630 1480
A-gtil fenal (pgil) o 35 484
Parcepcion sensonal i - 4+

Tabla 1: Poblaciones de Brettanomyces a lo largo de 6 meses de crianza de
vino tinto en cirianza en barrica (variedad Tempranillo, pH: 3,9)

Por otro lado, Brettanomyces presenta actividad a bajas tempe-
raturas y tan solo por debajo de 8°C se inhibe su crecimiento.

d) Presencia/ausencia de oxigeno: Levadura capaz de desarro-
llarse en anaerobiosis estricta, la presencia de oxigeno favore-
ce su desarrollo y estimula la sintesis de acidez volatil.

Las nuevas practicas enoldgicas dirigidas hacia la elaboracion
de vinos de calidad pueden constituir factores de riesgo y su
aplicacion debe conllevar la adopcion de medidas de control
para evitar el desarrollo de Brettanomyces. Asi:

» los vinos procedentes de uvas en el punto correcto de madu-
racion fendlica, que en nuestras latitudes se acompana de ele-
vado grado alcohdlico y por tanto mayor proporcion de azlca-
res residuales, suponen un aumento del sustrato disponible
para Brett.

» Las maceraciones prefermentativas en frio, proporcionan
tiempo y sustrato para el desarrollo de las poblaciones proce-
dentes de la uva.

» La crianza sobre lias enriquece el medio en factores nutritivos
(trehalosa y sustancias nitrogenadas) la autolisis de las levadu-
ras.

» El empleo, cada vez mas habitual, de la microoxigenacion
favorece el desarrollo del microorganismo, tanto de manera
directa, al implicar una mayor presencia de oxigeno, como indi-
recta, favorecer la combinacion del sulfuroso libre o al implicar
un retraso en el inicio de la fermentacion malolactica (Arvik y
Henick-Kling, 2002).

» La crianza en madera, ademas de sustrato, supone la perma-
nencia del vino en su contacto, cediendo el tiempo imprescindi-
ble para su desarrollo.

» La tendencia hacia la reduccién de las dosis de sulfuroso en
la elaboracion, es uno de los factores que mas a contribuido a
la extension del problema. Precisamente, el sulfuroso es un ins-
trumento eficaz y permitido para el control de Brettanomyces.
» Por ultimo la salida al mercado de vinos sin clarificar, sin esta-
bilizar y por supuesto sin filtrar, hace que posible la presencia
del microorganismo al final del proceso y la formacion de etil
fenoles en la propia botella.

5- CONTROL PREVENTIVO DE BRETTANOMYCES

El control del desarrollo de Brettanomyces en la bodega se rea-
liza a tres niveles:

1- Materia prima, prestando atencion a la sanidad de la uva.
Aunque las poblaciones de Brett son de partida escasas, se ha
de tener en cuenta que en uvas deficiente estado sanitario la
poblaciéon de levaduras pasa de 100 cels/gramo, a 100 millones
de cels/gramo, y la proporciéon de Brettanomyces puede ser
considerable.

La aplicacion de maceraciones prefermentativas, donde la
competencia de S. cerevisiae esta inhibida por la temperatura,
supone una practica de riesgo, ya que levaduras contaminan-
tes como Brett proliferan a temperturas bajas (>8°C).

2- En el vino es el sulfuroso el instrumento mas eficaz para el
control del desrrollo de Brettanomyces. Contrariamente a lo que
se cree, Brett es bastante sensible a su presencia, y la existen-
cia de fendmenos de resistencia entre cepas es escasa. Se
debe tener en cuenta la relacion del sulfuroso libre con el pH. Al
ser el SO2 molecular la forma activa, a pH altos el control debe
ser mas riguroso (Tabla 2).

Maye (0) Agosto (3)  Noviembre{)
Temperalura 165C 18°C 16°C
502 libre 15 10 [
Brettanomyces (UFCimi) 10 630 1480
A-gtil fenal (pgil) o 35 and
Percepcion sensanal i Wi ++

Tabla 2: Relacion entre pH y sulfuroso libre para alcanza 0,5 mg/L de sulfuro-
so molecular (limite de eficacia antimicrobiana)

3- En las barricas, verdadero punto critico de contaminacion, se
debe prestar especial atencidén a su limpieza y desinfeccion,
asumiendo que es imposible su esterilizacion total.

» Debe realizarse inmediatamente después de cada trasiego y
antes de ser rellenadas. La temperatura de lavado se debe
mantener, a menor temperatura, mayor tiempo de aplicacion.
Nunca por debajo de 60°C. El vapor es mas eficaz pero reper-
cute en la calidad de las barricas y se aconseja reservar para
casos de sospecha de contaminacion

» La limpieza a alta presion (80-110 bares) elimina los depdsi-
tos fijos, siempre que se empleen cabeza rotativas adaptadas a
la geometria de la barrica y tiempos suficiente (10-20 min). No
afecta a la integridad de la madera

» El empleo de productos de limpieza, también se aconseja
reservar para barricas sospechosas.

» El azufrado permite secar la madera sin alteracion microbiana
durante 5 dias aproximadamente. Se debe repetir la operacion
cuando la barrica esta seca.
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6- DETECCION DE BRETTANOMYCES EN VINOS

Para detectar su presencia, confirmar su ausencia o verificar la existencia de un problema
de una manera efectiva en bodega pueden seguirse dos lineas analiticas, utiles en funcion
del objetivo perseguido.

6.1- Andlisis del contenido de etil 4-fenol/guayacol mediante cromatografia gaseosa.
Permite el seguimiento de la evolucion del contenido de etilfenoles en el tiempo e un vino

determinado. Cuando el compuesto es detectado,

implica que la poblacion de

Brettanomyces es muy elevada y reparar la alteracion practicamente imposible. Se trata de
un metodo confirmativo. Es sin embargo util, combinada con la deteccion del microorga-
nismo, en los casos en los que se registran poblaciones importantes pero no la alteracion
sensorial e imprescindible en el caso de filtracion amicrobica o aplicacion de niveles de sul-
furoso elevados, que eliminaran a la microbiota contaminante, pero no el resultado de su

accion.
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Figura 6: Desarrollo de poblacién de Brettanomyces y génesis de 4-etil
fenol/4-etil guayacol. Inéculo inicial 105 cels/ml
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Figura 7: Identificacion y recuento de Brettanomyces ssp. en vinos. Empleo
de medio de cultivo selectivo y diferencial (DBDM)
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Figura 8: Brettanomyces ssp. Crecimiento en medio DBDM
a) siembra, b) crecimiento a los 10 dias: viraje de color azul a amarillo, colo-

nias amarillas, olor fendlico caracteristico.

6.2.- Deteccién del
microorganismo. La for-
macion de 4-
etilfenol/guayacol en

Vvinos se encuentra retar-
dada respecto a la proli-
feracion de las poblacio-
nes de Brettanomyces,
Figura 6. Por ello que es
posible detectar un posi-
ble problema, antes que
la alteracion sensorial
sea perceptible.

La deteccion de Brett
empleando los medios
de cultivo habituales en
microbiologia del vino se
ve impedido por otros
microorganismos (leva-
duras, bacterias lacticas)
mucho mas competitivos
que ellos en condiciones
favorables. Obliga a la
utilizacion de medios de
cultivo con agentes
selectivos y diferenciales
y, en muchos casos, a la
comprobacion microsco-
pica de las colonias. A
diferencia de otras conta-
minaciones microbianas,
las poblaciones de riesgo
en vinos son del orden de
10 UFC /ml, por lo que se
hace imprescindible tra-
tar volumenes grandes
de vino. El medio DBDM
(Rodriges et al., 2001) ha
demostrado su eficacia
en la deteccion de leva-
duras productoras de
fenoles volatiles (Figuras
7 y 8). Hay que tener en
cuenta que, debido al
crecimiento lento del
microorganismo, los
resultados se obtienen a
los 8-10 dias de incuba-
cion.

En casos de vinos con
crianzas muy largas es
frecuente la presencia de
formas viables pero no
cultivables (Millet y
Lonvaud-Funel, 2000),
en poblaciones que han
permanecido en contac-
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to con el vino un tiempo largo (mas de dos afos), siendo habi-
tuales los falsos negativos. La utilizacion de técnicas de biologia
molecular, solventa este problema. Mediante el andlisis de la
secuencia génica exclusiva de las células de Brettanomyces se
detecta con exactitud su presencia en pocas horas.. En estos
casos la deteccion de poblaciones de Brettanomyces ssp. se
realiza por nested PCR (Figura 9), lbeas et al. 1996, Navascués,
(2003).

B

iul 1730 1100

Tul 5ul Sul Lul I0ul 1ul 11

Figura 9: Nested PCR con cebadores especificos de Brettanomyces ssp. A, B
vino control negativo (1ul y 5ul), C, D vino control positivo 1ul'y 1/10 ul), C+
control positivo de la reaccion (Brettanomyces bruxelliensis) en dos diluciones
1/50 y 1/100. NTC: not template control, PM: marcador.

7- TRATAMIENTO DE VINOS CONTAMINADOS

En el caso de que la deteccion de Brettanomyces sea positiva
hay que considerar la adopcion de medidas correctoras. Es
recomendable analizar el contenido en fenoles volatiles y reali-
zar una cata fuera de la bodega. Se ha comprobado que la per-
cepcidon organoléptica de los fenoles volatiles en el vino dismi-
nuye cuando se realiza en el interior de la bodega de origen,
debido a al presencia en el ambiento de las propias sustancias
volatiles que producen un fendmeno de acomodacion de la
pituitaria.

Cuando el vino no manifiesta sensorialmente la alteracion y el
contenido de fenoles volatiles es inferior a 400 ug/l, el objetivo
prioritario es detener el desarrollo de Brettanomyces y por tanto
el aumento de la concentracion de fenoles volatiles. Para ello se
deben corregir los niveles de sulfuroso libre en cantidad sufi-
ciente y acorde con el pH, por encima d e 0,8 ppm de SOo
molecular. Ademas es recomendable acotar perfectamente el
lote alterado, evitando las mezclas y la utilizaciéon de las barricas
que han tenido contacto con el vino contaminado. Con respec-
to a estas barricas, deben acometerse programas de limpieza
y desinfeccidon especialmente enérgicos y cuidadosos.

En el caso de que el vino contaminado si manifieste la altera-
cion, ademas de las medidas anteriores, se debe emplear
algun tratamiento desodorante, capaz de eliminar el olor al
menos parcialmente (bentonita, caseina, carbdn, pvpp). En
estos casos y cuando la contaminacion de es muy elevada
(>1000cels/ml) debe considerarse realizar procedimientos de
clarificacion y posterior filtracion por debajo de una micra. La
pasterizacion es también efectiva, pero poco aplicable a vinos
de crianza.

Las barricas que han albergado vino con grado de contamina-
cién son un peligro potencial para la bodega y deben desechar-
se. Una barrica contaminada es foco de infeccion para las res-
tantes.
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