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1. INTRODUCCIO

Aguesta guia de bones practiques s’emmarca dins del projecte Demostratiu “Control i
eliminacioé del defecte Brettanomyces Bruxellensis i del caracter fenolat del vi negre” financat a
través de I'Operacié 01.02.01 del PDR de Catalunya 2014-2020.

Brettanomyces bruxellensis es considera un dels principals microorganismes alteradors del vi, ja
que és el responsable de la produccié de compostos que confereixen olors desagradables i que
originen la pérdua de qualitat sensorial del vi. Aquest microorganisme presenta una baixa
capacitat fermentativa i un creixement lent. Es caracteritza per tenir una tolerancia excepcional
a l'estrés osmotic, I'etanol, i diferents conservants com pot ser el sulfurds. També resisteix molt
bé la falta de nutrients i tolera graus alcoholics elevats. En preséencia de sulfurds (a
concentracions inferiors a 0.5 mg/| de sulfurés molecular) el microorganisme pot sobreviure
pero no ser cultivable, entrant aixi en un estat viable pero no cultivable (VBNC).

Els principals metabolits de B. bruxellensis amb impacte negatiu en el vi sén els fenols volatils;
els més importants sén el 4-vinil fenol, 4-vinil guaiacol, 4-etil fenol i 4-etil guaiacol. El 4-etil
fenol i el 4-etil guaiacol en vins negres s’associen a aromes desagradables que recorden a 'olor
de cuir, de la suor de cavall, d’estable o de vernis. Aquest aroma és anomenat per la majoria
d’endlegs com aroma a Brett, responsable de la majoria de vins defectuosos comercialitzats
mundialment. Per aix0, el control d’aquest microorganisme es considera essencial per a la
produccié d’un vi de qualitat.

A part dels fenols volatils, B. bruxellensis també és capac de produir altres productes metabolics
amb greus repercussions en les propietats organoleptiques del vi com la formacié d’acid acétic
a partir del sucre residual, acetat d’etil, acids grassos volatils, ésters o acids grassos de cadena
mitjana.

Com a substrat pot utilitzar diferents sucres residuals, com pot ser la sacarosa, la trealosa, i la
maltosa, entre d’altres. També pot consumir la cel-lobiosa present a les barriques de fusta, sent
aquestes el ninxol perfecte per al microorganisme. | finalment, també pot consumir etanol,
glicerol i diferents acids, com poden ser I’acid succinic, malic, lactic entre d’altres.

Finalment, s’ha descrit que B. bruxellensis pot modificar el color del vi. Els pigments antocianics,
com els adductes dels vinil fenols, sén els principals responsables del color del vi. Per tant, B.
bruxellensis pot convertir aquests vinil fenols en derivats etilics, alterant el color resultant.

L'origen d’aquest microorganisme pot ser tant la vinya com el celler, encara que, la seva
deteccié en raim i en most és poc freqlient degut principalment a la gran competéncia que
existeix entre altres microorganismes més actius. No obstant aix0, en algunes anyades i finques
s’han trobat focus. Respecte a la seva morfologia, presenta una forma polimorfa; des de més
ovalada a més allargada. Les seves dimensions varien de 2 a 6,5 micres.

B. bruxellensis pot afectar a les caracteristiques organoléeptiques de totes les tipologies de vins,
tant blancs com negres, tot i que en els vins negres el contingut en acids hidroxicinamics és
major (que és el precursor a partir del qual formara I'aroma) i, per tant, els etil fenols produits
poden ser superiors també.
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Actualment no existeixen estadistiques fiables sobre la freqliéncia del caracter Brett en vins,
perd s’estima que almenys una tercera part de les ampolles de vi negre comercialitzades
contenen una concentracié potencialment detectable (per sobre del llindar de percepcid) d’etil
fenol. Hi ha controversia sobre el limit de percepcié de I'aroma en funcié de I'autor que ho
descriu; alguns cientifics descriuen que el limit de percepcié és de 0,60-0,62 ppm per al 4-etil
fenol i 0,11-0,14 ppm per al 4-etil guaiacol. Tanmateix, altres autors accepten el limit de
percepcié per al 4-etil fenol en 0,44 ppm. Encara que, en la determinacié sensorial dels vins
afectats per Brett, afecta molt la matriu intrinseca del vi. En els vins amb més cos i estructura es
detecta el caracter fenolat a concentracions més altes de 4-etil fenol que en els vins de menys
consisténcia.

Finalment, s’ha de tenir en compte que les poblacions de B. bruxellensis varien en el temps, i en
canvi la concentracié de fenols volatils s"acumula. Per tant, hi pot haver un vi jove que presenti
una poblacié elevada de B. bruxellensis (major a 10°-10> cel/ml) i en canvi que la concentracié
de fenols volatils sigui inferior al limit de percepcié sensorial. En canvi, un vi crianga que
presenti una concentracié de B. bruxellensis baixa (10> cel/ml) i una concentracié elevada de
fenols volatils (superior a 1000 pg/l). Degut a que el vi crianga ja ha presentat poblacions
superiors del microorganisme que han generat I'aroma i en canvi el vi jove té un gran risc de
desenvolupar I'aroma en el futur. Com major es la poblacié de B. bruxellensis menys temps
necessita per generar els fenols volatils i acabar deteriorant el vi. Una concentracid de cel-lules
cultivables de B. bruxellensis properes a un milié6 poden deteriorar el vi en poques setmanes
gracies a la produccio de 4-etil fenol i 4-etil guaiacol.

Actualment, el mercat prefereix vins de gran estructura, densitat i matéria colorant que
conservin la tipicitat del raim, aixi com l'adopcié per part de les bodegues de metodes

d’elaboracié on s’intenta minimitzar I'4s d’additius. Les noves practiques enologiques dirigides
a 'elaboracié de vins de qualitat, a vegades comporten factors de risc, per aixo, la seva
aplicacié s’ha d’acompanyar de I'adopcié de mesures de control per evitar el desenvolupament
de B. bruxellensis. Les maceracions llargues, filtracions poc agressives, pH alts i les baixes dosis
de sulfurds proporcionen un medi perfecte per al creixement del microorganisme, de manera
que trobar metodes de control i eliminacié d’aquesta afectacidé s’ha convertit en una prioritat

per al sector enologic.

L'Gs de barriques de roure en I'elaboracid i crianga dels vins és una practica que es considera
com un element favorable en I'evolucid organoleptica d’aquests. Durant la crianga en barriques
els intercanvis vi/fusta enriqueixen en aromes i sensacions gustatives el producte, a més
d’afavorir una microoxigenacid que aporta estabilitat fisica i quimica al vi conferint-li aixi la
delicadesa, I'equilibri i la complexitat aromatica tan apreciats pel consumidor. Tot i que s’ha de
tenir en compte, que les barriques de fusta son el principal punt critic de contaminacio.
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2. COM CONTROLAR LA DESVIACIO ORGANOLEPTICA

Per evitar I'aparicié i propagacié de B. bruxellesnis, aixi com el caracter fenolat dels vins, es
poden aplicar unes accions preventives i correctives, minimitzant d’aquesta manera I'afectacio
al vi una vegada s’ha detectat el microorganisme o bé I'aroma.

2.1 Accions preventives

Inicialment es detallen les accions preventives, aquelles actuacions que s’han de tenir en
compte i valorar per evitar que aparegui el microorganisme tant en el most/vi com en el celler.
Els diferents punts a tenir en compte sén:

- Avaluar la sanitat del raim. Es important tenir una bona higiene en la verema, ja que hi ha

un elevat contingut de sucres, humitat, aire, calor i abséncia de sulfurds, qualsevol
microorganisme pot créixer. Es convenient limitar 'excés de raim podrit o bé, diferenciar
linies de produccio segons I'estat sanitari del raim, ja que un raim en mal estat presenta
una major concentracié de microorganismes. Per tal de cuidar la higiene en la verema és
convenient reduir el temps de transport del raim, limitar I'apilament del raim, aixi com
mantenir higiénic els mitjans de transport amb sulfurds o bé amb la utilitzacié de gasos
inerts, com el nitrogen, dioxid de carboni, etc.

- Evitar tenir el most/vi desprotegit. Sempre que es pugui s’ha de controlar el vi

principalment amb sulfurds i mantenir dosis superiors a 0.5 mg/l de sulfurés molecular.
Dosis inferiors a aquesta concentracié pot induir al microorganisme a entrar en un estat de
viable pero no cultivable, permetent al microorganisme desenvolupar-se i acabar
deteriorant el vi.

- Monitoritzacio de la poblacié de B. bruxellensis durant tot el procés d’elaboracio.

Mitjangant una bona monitoritzacié de la poblacié del microorganisme, es pot detectar la
preséncia del microorganisme abans que hagi produit I'aroma, aixi es pot tractar per reduir
la seva poblacié abans que arribi a poblacions elevades i evitar aixi la generacié dels fenols
volatils. Monitoritzant i reduint la poblacié abans que arribi a poblacions altes evita que es
generin els fenols volatils.

- Protocol d’higienitzacié efectiu dels diferents equipaments del celler, eliminar les possibles

poblacions residuals del microorganisme i verificar la higienitzacié. B. bruxellensis s’ha
descrit que es troba freqientment en materials de celler com manegues, diposits i al terra
del celler. Sempre associat a una higiene insuficient. Perd on és més habitual la seva
presencia és a les barriques i tines de fusta. S’ha de prestar especial atencié a la seva neteja
i desinfeccid, assumint que és molt dificil la seva esterilitzacié total. Aquest és el principal
punt critic de contaminacid d’aquest microorganisme.

- Elaboracié d’un protocol de vinificacié on es minimitzi la proliferacié del microorganisme en

aquelles finques o anyades més delicades. Per exemple, s’ha descrit que la coinoculacié de
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llevats i bacteris lactics pot evitar el desenvolupament de B. bruxellensis, ja que s’evita tenir

el vi desprotegit entre la fermentacid alcoholica i malolactica.

Es molt important remarcar que amb un bon control de la poblacié de B. bruxellensis es pot
detectar el problema abans de que I'alteracié sensorial sigui perceptible.

2.2 Accions correctives

Posteriorment es detallen les accions correctives, totes aquelles actuacions que es poden

realitzar per minimitzar I'afectacié una vegada s’ha detectat el microorganisme o bé I'aroma

fenolat dels vins. Aquestes accions engloben totes les actuacions que es poden fer una vegada

s’ha detectat el defecte. En funciod de si s’ha detectat el microorganisme o I'aroma es podran fer

unes actuacions o bé unes altres.

- Deteccid de B. bruxellensis. Si s’ha detectat el microorganisme perd no s’ha detectat

I’'aroma fenolat, el que es pot fer és eliminar el microorganisme o bé si la poblacidé és molt

baixa controlar-ho perqué no es desenvolupi. El microorganisme es pot eliminar mitjancant

meétodes fisics i/o quimics.

Meétodes fisics per eliminar el microorganisme. Existeixen diferents tractaments, el
més comu és la filtracié per membranes, encara que es precisin de mides de porus
inferiors a 1 mica per eliminar el microorganisme, en alguns casos s’ha de filtrar fins
a 0.2 micres per assegurar-se la eliminacio total de les cel-lules. Altres metodologies
son l'alta pressid hidrostatica (HHP), ultrahomogenitzacié a alta pressié (UHPH),
camps eléectrics polsats (PEF). Aquestes darreres metodologies asseguren l'alta
qualitat del producte. Finalment, hi ha altres metodologies com la llum ultravioleta,
pero la seva eficacia depén de la terbolesa, color i carrega inicial del vi entre altres.

Additius quimics per eliminar el microorganisme. Destaquem el dioxid de sofre, que
és el antimicrobia per excel-léncia utilitzat en la industria vinica. Es important
remarcar que la concentracié ha de ser entre 0.5-0.8 mg/l de dioxid de sofre
molecular. El seu efecte depén del pH i és variable en el temps. Un altre additiu
molt utilitzat és el quitosa, s’ha verificat la seva efectivitat amb una dosi de 10 g/hl
amb diferents tipologies de vins i diferents concentracions del microorganisme, fins
a concentracions elevades de 1 mili6 de cél-lules/ml. Altres additius sén el
dimetildicarbonat (DMDC), encara que no és especific per B. bruxellensis.

- Deteccid de I'aroma fenolat dels vins. Si es nota sensorialment el defecte, s’ha d’eliminar

els fenols volatils i també el microorganisme, ja que si només s’elimina el aroma a Brett,

amb el temps el microorganisme tornara a produir fenols volatils. Els etil fenols poden ser

eliminats amb diferents absorbents com pot ser el carbd actiu, encara que aquests

productes també absorbeixen aromes i pigments desitjats del vi. Una altra opcié és la

nanofiltracid per la reduccié dels fenols volatils o bé la realitzacid de cupatges per

emmascarar el aroma a Brett.
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3. ANALISIS PER MONITORITZACIO LA POBLACIO DE B. BRUXELLENSIS | EL
AROMA FENOLAT DELS VINS

La caracteritzacié microbiana del vi és realment poc utilitzada en la produccié de vi en
comparacié amb altres processos alimentaris. No obstant aix0, hi ha una necessitat creixent de
meétodes analitics capacos de detectar les cel-lules dels llevats B. bruxellensis o els seus
metabolits, especialment per als vins negres envellits en barriques de fusta.

Brettanomyces bruxellensis ha estat objecte de décades d’investigacions, la majoria de les quals
han tingut com a objectiu desenvolupar metodes per detectar la seva preséncia durant tota la
cadena vitivinicola, des de la vinya fins a I'ampolla. La necessitat d’eines més eficients per
detectar-ne I'aparicié i I'activitat biologica esta relacionada amb diversos aspectes de la seva
fisiologia, cosa que dificulta molt el seu cultiu en medis de cultiu tradicionals, a causa del seu
ritme de creixement molt lent. A més, pot entrar en un estat viable perdo no cultivable,
mantenint-se viable i potencialment capac de provocar el deteriorament.

S’han desenvolupat medis de cultiu selectius per a I'aillament de B. bruxellensis, com el medi de
cultiu Differencial Brettanomyces Dekkera Medium (DBDM). A part, en els darrers anys s’han
ideat nous metodes de deteccid dirigits a acids nucleics, ARN i ADN. La tecnica de la reaccié en
cadena de la polimerasa (PCR) ha estat I'opcid més freqlient per detectar B. bruxellensis.
Posteriorment s’ha utilitzat la técnica de la PCR quantitativa (QPCR) per detectar i quantificar B.
bruxellensis. A més dels métodes de PCR i gPCR, altres metodologies s’han desenvolupat per
detectar B. bruxellensis en mostres de vi, com la fluorescencia d’hibridacié in situ (FISH), la
citometria de flux i I'ds de biosensors.

S’ha de tenir en compte que amb les técniques dependents de cultiu, com per exemple el
creixement en el medi de cultiu DBDM, els resultats s’'obtenen després de deu dies d’incubacié
del microorganisme. Aquesta metodologia es economica, lenta i no es poden detectar les
cél-lules Viables pero no cultivables (VBNC). Amb les tecniques independents de cultiu basades
en I’ADN es detecten totes les cél-lules (vives, mortes i VBNC), amb les técniques basades en
I’ARN es detecten les cel-lules vives i les VBNC, aquestes son tecniques més rapides i cares.

Els fenols volatils es quantifiquen mitjangant una extraccié en fase solida (SPME) i posterior
quantificacié amb GC-MS.

4. NETEJA | DESINFECCIO DE BARRIQUES

La contaminacio per B. bruxellensis és perjudicial per tots els vins pero especialment per als vins
d’alta qualitat envellits en costoses barriques de roure. Ja que les barriques de roure sén el
ninxol perfecte per aquest microorganisme, com s’ha comentat anteriorment B. bruxellensis
pot utilitzar la cel-lobiosa de les barriques com a substrat i també presenta la capacitat de
penetrar profundament a la fusta fins a una profunditat de 8 mm per sota de la superficie de
les barres. El sanejament de les barriques juga un paper fonamental per evitar la contaminacid
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creuada entre vins diferents i l'establiment de Brettanomyces a les botes. S'han avaluat
diversos tractaments de sanejament, com ara vapor d’aigua, aigua calenta, la irradiacio UV, els
ultrasons, les microones, I'0z6 en forma de gas i aquos, per controlar la viabilitat dels llevats B.
bruxellensis a les botes. Les tecnologies més efectives sén I'0zé gasos, els ultrasons de gran
poténcia i I'aigua calenta. Encara que el tractament amb millors resultats i facil de realitzar és el
tractament amb aigua calenta. Aquest tractament consisteix en aplicar aigua calenta a 802C
durant 20 minuts. Es va comprovar que amb barriques contaminades amb B. bruxellensis amb
una poblacié entre 100.000 cél/ml i 1.000.000 cel/ml després d’aplicar el tractament amb
aigua calenta no es detectava B. bruxellensis. Per tant, aquest tractament és efectiu per
eliminar les cel-lules de B. bruxellensis de les barriques de fusta.

S’ha de tenir en compte que I'Gs de barriques de fusta velles, principalment amb més de tres
usos, presenta un gran risc de contaminacié de B. bruxellensis.

5. FACTORS DE RISC PEL DESENVOLUPAMENT DE B. BRUXELLENSIS

Els principals factors de risc que afavoreixen el desenvolupament de B. bruxellensis es poden
desglossar en factors intrinsecs i extrinsecs del vi i practiques d’elaboracié.

Els factors intrinsecs del vi sdn que aquest presenti sucres residuals, un pH elevat (3.7-3.8), un
grau alcoholic inferior a 14% vol. entre d’altres. Tots aquests factors afectaran I'estabilitat
microbiologica del vi, com també el grau de maduresa del raim, la sanitat d’aquest, aixi com la
concentracié i soques de B. bruxellensis presents i les seves interaccions amb altres
microorganismes.

Els factors extrinsecs que afecten el desenvolupament de B. bruxellensis sén la concentracié de
dioxid de sofre, la temperatura del vi, si aquesta esta a una temperatura superior a 152C, etc.
Tots aquests factors afectaran la susceptibilitat del vi a presentar el desenvolupament de B.
bruxellensis i el defecte de I'aroma a Brett.

Finalment, com a practiques d’elaboracié destaguem que una higiene insuficient, la falta de
tractaments d’estabilitzaci6 com la clarificacié i la filtracié, unes males condicions
d’emmagatzematge com la disponibilitat d’oxigen, elevades temperatures, tipus de container
unes males condicions de vinificaci6 poden acabar facilitant el desenvolupament del
microorganisme.

Per tant, s'observa que hi ha un gran conjunt de variables que afecten el desenvolupament de
B. bruxellensis, pero tot i que no es presentin aquests condicionants de factors de risc mai es
pot estar totalment segur que no es pot produir el creixement del microorganisme i per tant la
seva alteracié organoléptica.



VITEC
1 Guia de bones practiques

6. CONCLUSIONS

Com a conclusions per a un bon control de I'alteracié de |'aparicié de B. bruxellensis i del
caracter fenolat dels vins és molt important realitzar una bona monitoritzacié per tal de
controlar les poblacions microbianes en totes les etapes del procés de vinificacié. Ja que és
molt més senzill i amb menys consequéncies haver de reduir i/o eliminar el microorganisme
qgue I'aroma generat. Per aquest mateix motiu, s’"han de controlar els nivells de sulfits, ja que
tenir el vi desprotegit té un gran risc de desenvolupament del microorganisme. En qualsevol
moment des de I'entrada de raim fins a la copa de vi que pren el consumidor es pot
desenvolupar el microorganisme i generar el defecte a Brett.

S’ha demostrat que el problema del desenvolupament de B. bruxellensis va associat a
qualsevol tipologia de vi, varietat, Denominacié d’Origen, etc. Hi ha condicions més o menys
favorables perqueé es desenvolupi el microorganisme, pero en cap condicid es pot estar segurs
qgue no es desenvolupara el microorganisme.

D’altra banda, i no menys important és mantenir una bona higiene en el celler, aixo implicara
una bona elaboracié de vi. S’han de disposar d’eines per validar la higiene i el control
microbiologic, és aconsellable realitzar un control microbiologic dels diferents processos de
neteja ja que no hi ha cap altra forma d’assegurar-se que la neteja i desinfeccid s’ha realitzat
correctament. S’ha demostrat que el tractament de la neteja amb aigua calenta a 802C durant
20 minuts es efectiu per la desinfeccid de barriques i material de bodega.

Es molt important remarcar que amb un bon control de la poblacié de Brettanomyces es pot
detectar el problema abans que I’alteracid sensorial sigui perceptible.



