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RESUMEN

La contaminacion del vino, en particular del vino tinto, debido a levaduras del genero
Brettanomyces es actualmente uno de los problemas de mayor relieve en el sector enolégico.
Estas levaduras son muy resistentes y tienen la capacidad de crecer incluso en presencia de
escasas cantidades de nutrientes.

Brettanomyces puede sobrevivir en todas las superficies de la bodega y es responsable de la
formacion de etil fenoles, que pueden ocasionar aromas desagradables a menudo descritos
como “fendlico”, “animal”, “cuero” o “solvente”.

Para prevenir el desarrollo de esta levadura durante la vinificacién, es necesario disponer de
métodos que permitan en tiempo real la determinacion de la presencia del microorganismo.
Con los modernos métodos de la biologia molecular se pueden detectar en el vino
concentraciones de pocas células (10 cell/mL) de Brettanomyces, con lo cual se puede
intervenir rapidamente para limitar su crecimiento, de la manera mas adecuada segun el tipo
de vino.

SUMMARY

Wine contamination, especially in red wine, caused by yeast belonging to the genus
Brettanomyces is actually one of the most important problem in enological field. This yeast is
very resistant and it is able to grow in media with a few of nutrient substances.

Brettanomyces/Dekkera is a common contaminating yeast. It can survive on all winery
surfaces and it is responsible of ethyl phenols compounds formation that cause unpleasant
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aromas often described as “phenolic”, “animal”, “leather” and “solvent”.

To prevent the development of these yeasts during winemaking is necessary to have methods
that are able to detect in real time the presence of this microrganisms. The recent molecular
biology techniques allow to detect very low concentration of this yeast in wine (10 cells/mL);
in this way it is possible to quickly operate and take decisions on wine processing.
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INTRODUCCION

Levaduras del genero Brettanomyces se encontraron por primera vez al inicio del siglo XX, en
la fermentacion secundaria de algunas cervezas en Inglaterra y posteriormente, hacia
mediados del siglo, se aisl6 una cepa en un vino espumoso en Alemania (Claussen, 1903;
Larue et al., 1991; Licker et al., 1998). Desde entonces se han publicado numerosos trabajos
sobre la presencia y los efectos que produce esta levadura en mostos y vinos de todo el mundo
(Larue et al., 1991; Chatonnet et al., 1995; Licker et al., 1998; Gerbaux et al., 2000; Cocolin
et al., 2004).

Las levaduras Brettanomyces son capaces de adaptarse a diversas situaciones y se las puede
encontrar en la linfa de los arboles, en el terreno, en el agua y en el aire. En bodega, ademas
de en el vino, han sido aisladas en las vascas, en las tuberias, en las paredes, en el suelo y en
los recipientes de roble. La contaminacion se manifiesta normalmente al final de la
fermentacion alcoholica o malolactica y sobre todo durante el envejecimiento en barrica
(Chatonnet et al., 1993; Loureiro e Malfeito-Ferreira, 2003; Silva et al., 2004).

Estas levaduras crecen bastante despacio (desde algunas semanas a diversos anos) con
temperatura optima de crecimiento entre 13 y 30 °C y presentan una buena resistencia a la
acidez, al sulfuroso y al alcohol (Gerds et al., 2000; Silva et al., 2004). Desde un punto de
vista organoléptico su desarrollo contribuye a la aparicion en el vino de particulares olores,
casi siempre desagradables, definidos como sudor de caballo, establo, cuero, plastico
guemado, barniz o solvente, capaces de enmascarar los aromas afrutados y florales del vino y
como consecuencia de disminuir su calidad. Estos olores estan relacionados, por lo menos en
parte, con la formacion de 4-etil fenol y 4-etil guaiacol a partir de los acidos hidroxicinamicos
de la uva (Chatonnet et al., 1992; Licker et al., 1998).

Hasta ahora no se ha encontrado un método eficaz para impedir completamente el desarrollo
de Brettanomyces en el vino, pero se han hecho muchos estudios para limitar su accion, por
ejemplo algunos autores proponen mantener el pH por debajo de 3,5 y una buena
concentracion de sulfuroso durante la fermentacion y el envejecimiento (Chatonnet et al.,
1993; Arvik e Henick-Kling, 2002). Sin embargo, Brettanomyces resiste incluso a altas
concentraciones de sulfuroso introduciéndose en los fragmentos porosos de la madera y con
ningun tratamiento, ni con agua sulfitada, ni con ozono o mediante rascado o tostacion, es
posible esterilizar una barrica contaminada por Brettanomyces (Henick-Kling et al., 2000;
Cersosimo et al., 2005). Reciéntemente algunos autores (du Toit et al., 2005; Garcia-Moruno
et al., 2006) han indicado la posibilidad de que estos microorganismos se encuentren en
ciertas ocasiones en un estado vital pero no cultivable (VBNC). Este estado, muy estudiado en
las bacterias, sobre todo del suelo, ha sido definido por Oliver (1999) como un estado en el
cual la célula no crece en los medios convencionales de cultivo formando una colonia, aunque
de hecho sea una célula viva. Las células que utilizan este mecanismo para sobrevivir en
condiciones de stress, pueden salir de este estado cuando las condiciones del medio cambian.

Desde un punto de vista aplicativo, para controlar el crecimiento de Brettanomyces en la
bodega y poder intervenir rapidamente es fundamental disponer de métodos de deteccion en
tiempo real. Con los métodos de la microbiologia clésica no siempre se obtienen resultados y
ademas tienen el inconveniente de la lentitud, por lo tanto el método de control mas utilizado
hasta ahora en las bodegas se ha basado casi siempr en el analisis quimico de los fénoles
volatiles. El problema de esta determinacion es que cuando estos compuestos aparecen en el
vino ya es tarde para prevenir el desarrollo de Brettanomyces. Los modernos metodos de la
biologia molecular permiten sin embargo no solo la deteccion de la contaminacion cuando en
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el vino estan presentes pocas células del microorganismo sino también la posibilidad de
cuantificarlas y determinar el grado de crecimiento. Con esta informacion es posible
intervenir rapidamente, de la manera mas adecuada segun el tipo de vino. Ademas estos
métodos son independientes de la obtencidn de colonias en una placa Petri, se pueden utilizar
extrayendo directamente el ADN a partir del vino.

Resulta también muy importante, para programar distintas intervenciones en la bodega,
conocer la cantidad de etil fenoles que un vino puede contener sin que se vean comprometidas
sus cualidades organolépticas. Como se sabe el umbral de percepcion de los etil fenoles es
muy diferente segin el tipo de vino (Chatonnet et al., 1992; Fugelsang et al., 2003;
Alessandria et al., 2005 ; Garcia-Moruno et al., 2006).

TECNICAS BIOMOLECULARES PARA LA DETECCION DE BRETTANOMYCES
EN EL VINO

Extraccion del ADN

La extraccion del ADN se realiza a partir de 2 ml de vino, que son centrifugados a 10000 rpm
durante 5 min. EI ADN de los pellet residuos de la centrifugacion se extrae utilizando el kit
EZNA de Omega Biotec, que permite obtener un ADN de un elevado grado de pureza.

PCR cualitativa

Para determinar la presencia o ausencia de Brettanomyces en las muestras de vino se utiliza
un método de amplificacion del ADN cualitativo. Los oligos utilizados han sido descritos por
Phister y Mills (2003). Estos primers han sido disenados sobre la subunidad 26S del rRNA .
El producto de amplificacion es de 95 bp. Otros primers han sido disenados en nuestro
Instituto sobre la secuencia especifica para el Brettanomyces. El producto de amplificacion es
de 196 bp.

La mezcla de reaccién es: 2 mM MgCl,, 0.2 mM dNTPs, 2X tampdn de reaccién, 0,4 uM de
cada primer, 1 uL de ADN, 0,2 U de Taqg polimerasa (Invitrogen). El programa de
temperatura es: 30 sec a 95 °C, 30 sec a 63 °C, 45 sec a 72 °C, todo repetido durante 45
ciclos.

Los productos de amplificacion resultantes se analizan por electroforesis en un gel de agarosa
al 2.5% (w/v) en tampdén TAE (40mM Tris- Acetato y 1mM EDTA pH 8). El gel se coloca en
una solucién de bromuro de etidio y se visualiza bajo luz UV con GelDoc (Biorad).

La minima cantidad de Brettanomyces que se puede detectar con este método es de 10°
cell/ml.

En la fig. n. 1 se puede ver un ejemplo del gel de electroforesis obtenido en la amplificacion
del ADN de varias muestras de vino.




Fig.1. Electroforesis en gel de agarosa 2,5%
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M: marker low range (Sigma); 1-12: ADN extraidos de diversas muestras de vino
C+: ADN de Brettanomyces bruxellensis; C-: control negativo

PCR cuantitativa

La PCR cuantitativa (Real time PCR), permite determinar el numero de células de
Brettanomyces presentes en el vino. Se utilizan los mismos oligos que en la PCR cualitativa y
para evaluar la especificidad de los productos de amplificacién se analizan las curvas de
melting. La mezcla de reaccion (25 uL) contiene: iQ Sybr green supermix Biorad, 1 puL di
ADN, 0,2 uM oligonucleotidos (primers).

El aparato utilizado ha sido el iQcycler Biorad. El programa de temperatura es: una etapa
inicial de 5 min a 95 °C, 45 ciclos con 1 mina 95 °C,45seca 69 °Cy 7 seca 72 °C. La
sensibilidad del método es de 10 cell/ml.

La calibracién se ha realizado de la siguiente manera: Una cepa de Brettanomyces
bruxellensis de la coleccion del Istituto Sperimentale per I’Enologia (ISE 371) se inocula en
terreno liquido YEPG (1% peptona, 2% glucosio, 1% extracto de levadura) y se incuba a 25
°C.

A partir de este cultivo se inocula en concentracién de 10" cell/ml un vino precedentemente
esterilizado con filtro de 0,2 um. Del vino inoculado se hacen diversas diluciones hasta llegar
a la minima de 10 cell/ml. De cada uno de los vinos inoculados con Brettanomyces en el
margen de concentraciones de 10 a 10" cell/ml se toman 2 ml, a partir de los cuales se extrae
el DNA, como descrito precedentemente. Las extracciones se han realizado por triplicado.

En la figura 2 se presenta la determinacion de la eficiencia de amplificacion y el limite de
deteccion de Brettanomyces bruxellensis con la Real Time PCR.




Fig. 2: Curva de calibracion obtenida con PCR cuantitativa para la determinacion de B.
bruxellensis
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TECNICAS BIOMOLECULARES PARA LA CARACTERIZACION DE LA
ESPECIE BRETTANOMYCES

La identificacion taxonomica de las levaduras del vino ha sido y es todavia objeto de muchos
tabajos de investigacion. Los métodos fenotipicos, basados en las caracteristicas morfoldgicas
y fisioldgicas, tradicionalmente usados en la sistematica, se combinan hoy con técnicas de
biologia molecular. En los ultimos afios se han desarrollado y aplicado diversas metodologias
que se basan en el polimorfismo del DNA.

En la actual clasificacion el genero Brettanomyces, forma no espordgena del genero Dekkera,
comprende 5 especies y de estas el Brettanomyces bruxellensis es la especie que se encuentra
mas frecuéntemente en el vino (Kurtzman e Fell, 1998; Henick—Kling et al., 2000).

Analisis PCR-RFLP (Restriction Fragment Lenght Polymorphism)

Se amplifican las regiones ITS utilizando los oligos ITS1 y ITS4 (Guillaumon et al., 1998),
complementarios de dos secuencias conservadas del gen rRNA.

La reaccion se lleva a cabo en un volumen final de 20 pul, utilizando la siguiente mezcla: 0.4
mM de cada oligo, 1U de Tag- DNA polimerasa, 2 mM MgCl,, 0.4 mM dNTPs, 1X tampdn
de reaccion. El programa de temperatura es de 35 ciclos a 94°C durante 1 min, 55°C durante 1
min y 72°C durante 2 min. Esta reaccién se puede utilizar sea con el ADN extraido que
directamente con las células de una colonia.

Los productos amplificados son tratados con las endonucleasas de restriccion Hinfl (Roche
Diagnostic) y Haelll (Sigma) de acuerdo con las indicaciones de los productores. Para separar
los productos resultantes se utiliza un gel de agarosa al 2.5% (w/v) en tampén TAE (40mM
Tris- Acetato y ImM EDTA pH 8). El gel se coloca en una solucion de bromuro de etidio y se
visualiza bajo luz UV.

Analisis RAPD (Random Amplified Length Polymorphism)
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Las reacciones de amplificacion se llevan a cabo en un volumen final de 20 ul que contiene: 1
uM oligo OPB-15 (MWG, Germany), 5.0 mM MgCl,, 4.0 mM dNTPs, 1X tampon de
reaccion, 2.5 U Tag-DNA polimerasa (Invitrogen) y 50 ng de ADN.

El programa de temperatura es: 1 min a 95°C, 1 min a 36°C, 2 min a 72°C, repetido durante
45 ciclos; y una etapa final de 5 min a 72 °C (Welsh et al., 1990; Williams et al., 1990).

El oligo OPB-15 es un pequefio oligonucleotido, cuya secuencia arbitraria se ibrida a bajas
temperaturas con las secuencias complementarias distribuidas casualmente en el genoma.

Para separar los productos de amplificacion resultantes se utiliza un gel de agarosa al 2.5%
(w/v) en tampon TAE (40mM Tris- Acetato y 1ImM EDTA pH 8). EIl gel se coloca en una
solucion de bromuro de etidio y se visualiza bajo luz UV.

En el analisis RAPD la eleccion del oligonucleotido es muy importante para el poder
discriminante del método. Nosotros hemos probado muchos oligos y con el OPB-15 se
obtiene la mejor resolucion, el pérfil de bandas que se obtiene es muy polimérfico y permite
una clara diferenciacion de las especies de levaduras enoldgicas.

Estos dos métodos proporcionan perfiles especificos y demuestran ser métodos sencillos y
faciles de realizar para identificar la poblacion de levaduras durante la vinificacion. En la
figura 3 (Garcia-Moruno et al., 2006), se muestra un ejemplo de los perfiles obtenidos con 5
levaduras distintas con las dos técnicas.

Fig. 3: Identificacion de especies de levadura

A) RFLP con Haelll, B) RAPD con OPB-15. 1) marker (Sigma); 2) S. bayanus; 3) S.
cerevisiae; 4) Schizosaccharomyces japonicus; 5) Brettanomyces bruxellensis

PERCEPCION SENSORIAL DEL CARACTER BRETT EN VINO DOLCETTO




Se utilizé un grupo de 14 catadores expertos, 4 hombres y 10 mujeres, de edad comprendida
entre 28 y 49 anos. Se han calculado los umbrales individuales y de grupo de los catadores
(best estimate threshold; BET) mediante test triangulares segin el método de Kluba et al.,
(1993).

Se prepararon soluciones de vino Dolcetto con las siguientes concentraciones de etil fenoles:

4-etil fenol (ng/L): 81,9 — 163,96 — 245,00 — 409,9 — 819,8 — 1639,6 — 2459,4
4-etil guaiacol (ug/L): 41,8 — 83,65 — 125,47 — 209,12 — 334,56 — 418,24 — 627,36

mezcla de los dos (ug/L):

I: 163,96 etil fenol; 41,8 etil guaiacol

I1: 491,88 etil fenol; 125,47 etil guaiacol
I11: 1311,68 etil fenol; 334,56 etil guaiacol
IV:1639,6 etil fenol; 418,24 etil guaiacol

Las muestras de vino Dolcetto con distintas concentraciones de la mezcla de etil fenoles se
analizaron por parte del grupo de catadores con el test del ordenamiento: los vinos tenian que
ser ordenados en funcion de la intensidad del aroma afrutado, especiado y vegetal y por la
preferencia olfativa, del menos intenso al mas intenso y del menos agradable al mas
agradable. A los catadores se les preguntd también si identificaban algin otro olor y de
ordenar las muestras en base a la intensidad de este olor, del menos intenso al mas intenso.
Los resultados se han elaborado con el test de Friedman (p=95%) (Conover, 1980).

Tabla 1: umbrales olfativos en vino Dolcetto obtenidos con test triangulares y célculo del
BET (best estimate threshold)

4-etil fenol (ug/L) 4-etil guaiacol (ng/L)
umbral de percepcion 119,2 151,6
umbral de reconocimiento 266,9 No reconocido

En mezcla 4 etil fenol: 4-etil guaiacol (4:1)

4-etil fenol (ug/L) 4-etil guaiacol (ug/L) | Suma (ug/L)
umbral de percepcion 171,1 43,8 2149
umbral de reconocimiento 312,7 79,8 392,5

El 4-etil guaiacol presenta aromas especiados que pueden explicar que no se haya reconocido
en el test, es decir, los catadores han notado la diferencia pero no la han reconocido como un
defecto, atribuyendo el distinto olor a una mayor intensidad del olor especiado. En el caso de
la mezcla, la presencia de etil guaiacol hace aumentar el umbral de reconocimiento del 4-etil
fenol, con lo cual se puede pensar que el reconocimiento del defecto esta relacionado con la
presencia de 4-etil fenol y no de 4-etil guaiacol.




Figura 4: Test del ordenamiento de los vinos con etil fenoles para los descriptores olfativos
afrutado, especiado, vegetal y preferencia olfativa
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Datos elaborados con el test de Friedman: letras distintas indican diferencias significativas al
95%. Test= vino testigo, sin etil fenoles; 1=163,96 pg/L etil fenol; 41,8 ug/L etil guaiacol; 11=
491,88 ug/L etil fenol; 125,47 pg/L etil guaiacol; I11= 1311,68 ug/L etil fenol; 334,56 pg/L
etil guaiacol; 1IV=1639,6 pg/L etil fenol; 418,24 ug/L etil guaiacol.

El vino testigo, sin etil fenoles ha resultado estadisticamente diverso de los vinos II, I11'y 1V,
pero no del vino I. Como se ve en la fig. 1 los vinos han resultado estadisticamente diferentes
en relacion al aroma afrutado y vegetal y en relacion a la preferencia olfativa, mientras que no
se han percibido diferencias a nivel de aroma especiado. Aln en las concentraciones mas altas
de etil fenoles los vinos no han sido reconocidos como diversos para este descriptor.

En el caso del aroma vegetal, el vino testigo se distingue solo del vino con la mayor
concentracion de etil fenoles. Este vino (IV) se reconoce como significativamente diverso de
todos los otros; la disminucién del olor vegetal se puede explicar considerando la disminucién
de los aromas tipicos del vino debido a la presencia de defectos que se pueden atribuir a los
etil fenoles ( no con una relacion directa con la presencia de estos compuestos, sino con la
disminucion de los aromas del vino y de consecuencia con la mayor percepcién de los
defectos que se pueden atribuir a los etil fenoles).

Si se observa la evaluacion del aroma del vino en su conjunto se puede observar que sigue una
distribucion similar a la disminucion del aroma afrutado.




PUNTOS CRITICOS PARA EL CONTROL DURANTE LA VINIFICACION Y
CONCLUSIONES FINALES

Para controlar la proliferacion de Brettanomyces en bodega y prevenir la posible alteracion
sensorial del vino se puede aplicar el siguiente protocolo:

Analisis con PCR cualitativa hacia el final de la fermentacion alcolica, repetido
periddicamente cada 4 dias hasta que no comienza la fermentacion maloléctica. Si el resultado
es positivo, utilizar la Real Time PCR para cuantificar el nimero de células y verificar si hay
crecimiento. Hay que tener presente, para programar las distintas operaciones de bodega, que
Brettanomyces empieza a producir etil fenoles a nivel de trazas (menos de 10 ug/L) cuando la
poblacion celular es del orden de 1x 10 cell/mL.

Si el resultado al final de la fermentacién alcélica es negativo y la fermentacién maloléctica
empieza sin problemas, se puede esperar hasta el final de la malolactica para efectuar una
nueva PCR cualitativa. Durante la conservacién del vino se pueden realizar analisis
periddicos, con intervalos que dependeran del riesgo asociado a las condiciones de
conservacion y a las caracteristicas de la bodega.

En las operaciones de bodega para controlar el crecimiento de Brettanomyces hay que tener
en cuenta el tipo de vino, una cierta cantidad de etil fenoles no tiene por qué ser negativa si
estd por debajo del umbral de reconocimiento y este depende del vino.
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