
ALGUMAS BACTÉRIAS ENOLÓGICAS SELECIONADAS  
ATUAM COMO FERRAMENTA DE BIOCONTROLO  

CONTRA A BRETTANOMYCES

O que é biocontrolo?

Qual a sua origem?

O que significa  
o biocontrolo no vinho?

O conceito de controlo biológico ou proteção também denominado de «biocontrolo» é um 
método conhecido e aplicado desde o início da agricultura, mesmo que sem essa con-
sciência. O desenvolvimento da agricultura esteve obrigatoriamente ligado à necessidade 
de proteger as culturas através de diversos métodos incluindo o controlo biológico. Com o 
desenvolvimento da química aplicada ao setor agroalimentar as ferramentas de controlo 
biológico foram postas de lado durante vários anos. Com uma crescente consciencializa-
ção das questões ambientais e da saúde devido ao uso de químicos, métodos alternativos 
como o biocontrolo foram novamente estudados com um melhor conhecimento e abor-
dagem científica. O controlo biológico surge como um excelente meio para proteger as 
culturas de pragas e doenças. 

O início do biocontrolo é fundamentado na gestão do equilíbrio das populações negativas 
mais do que na sua erradicação. As ferramentas de biocontrolo incentivam a utilização de 
mecanismos e interações naturais nas relações entre espécies no meio ambiente. 

No processamento alimentar, o conceito de conservação dos alimentos com flora de proteção 
tem mais de 40 anos. O objetivo foi sempre alargar o prazo de validade e limitar os riscos de 
contaminação microbiana: uma excelente alternativa para conservantes alimentares quími-
cos. Atualmente os campos de aplicação são diversos e podemos encontrar ferramentas de 
biocontrolo em queijo, pão, bebidas, etc.

No vinho, o uso de SO2 representa uma incrível melhoria em relação à qualidade do produto, 
principalmente pela sua atividade antibacteriana e antifúngica. Mas, atualmente, existe um de-
sejo crescente em diminuir o uso de químicos na vinificação e o SO2 é obviamente um destes 
produtos. Continua a ser uma ferramenta excelente para reduzir a população de contaminação 
durante todo o processo de vinificação, como a flora oxidativa de leveduras, bactérias de con-
taminação e, evidentemente, Brettanomyces, que ainda é o inimigo principal do vinho. Estudos 
recentes (Curtin et al. 2012; Vigentini et al. 2013; Albertin et al. 2017) mostraram que existe 
uma grande diversidade genética de Brettanomyces e entre estas está um número significativo 
de estirpes de Brettanomyces bruxellensis capazes de resistir e sobreviver ao SO2 (Figura 
1). O Australian Wine Research Institute (AWRI - Curtin et al., 2012) demonstrou que 85% da 
população de Brettanomyces do seu estudo foi capaz de sobreviver e crescer a 0,6 mg/L de 
SO2 molecular. Albertin et al. (em 2016) identificou 34% de estirpes de B. bruxellensis entre 
uma coleção de 33 estirpes resistentes ao SO2. 
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Figura 1. Tolerância aos sulfitos de 
diferentes Brettanomyces 
bruxellensis de isolamentos 
australianos (de Curtin et al. 
2012).

Informação prática sobre a elaboração do vinho



         As bactérias 
selecionadas podem 

ser utilizadas como 
biocontrolo?

Este tipo de resistência conduz a concentrações muito elevadas de SO2 nos vinhos para atingir 
o nível letal necessário de modo a erradicar esta população de Brettanomyces. Estes resulta-
dos mostram os limites de SO2 como ferramenta de controlo de Brettanomyces e salientam a 
necessidade de ferramentas de biocontrolo alternativas para gerir este risco. A inoculação pre-
coce de leveduras (Gerbaux et al., 2004) já é conhecida como uma ferramenta de biocontrolo 
muito eficiente contra o crescimento de Brettanomyces. Mais recentemente foi descoberto que 
algumas bactérias enológicas selecionadas eficazes também podem ser consideradas como 
ferramentas de biocontrolo eficientes para lidar com contaminações de Brettanomyces e níveis 
de fenóis voláteis no vinho. Estes compostos voláteis e principalmente 4-etilguaiacol (4-EG) e 
4-etilfenol (4-EP) são responsáveis pelas alterações e pelos aromas indesejáveis nos vinhos. A 
prática da inoculação adequada de bactérias enológicas selecionadas é também reconhecida 
pela OIV (RESOLUTION OIV-OENO 462-2014) para reduzir o crescimento de Brettanomyces 
durante o processo de vinificação. Foi descoberto que certas bactérias enológicas seleciona-
das são consideradas ferramentas de biocontrolo eficientes contra microrganismos de con-
taminação para proteger a qualidade do vinho. 

BIOCONTROLO COM BACTÉRIAS ENOLÓGICAS SELECIONADAS  
CONTRA O CRESCIMENTO DE BRETTANOMYCES

Estudos anteriores mostraram o impacto óbvio da inoculação precoce de BML na redução do teor final de fenóis voláteis (Gerbeaux 
et al. 2009); Pillet et al. 2011). É conhecido que o período de latência entre o final da fermentação alcoólica e o início da fermentação 
malolática (FML) é crítico para microrganismos de contaminação como as bactérias de contaminação e Brettanomyces. Em 2014, a 
OIV reconheceu que a co-inoculação de leveduras selecionadas e bactérias lácticas selecionadas podem ajudar a reduzir esta fase 
de latência e consequentemente limitar o desenvolvimento de Brettanomyces. Projetos de investigação recentes estudaram a pos-
sibilidade de intervenção que algumas bactérias selecionadas podem ter, para além da redução desta fase de latência, na inibição 
direta do crescimento de Brettanomyces. Trabalhos realizados em colaboração com o IFV em Borgonha em 2015 e 2016 com Pinot 
mostraram a dinâmica da população de microrganismos em vinhos inoculados, imediatamente após a fermentação alcoólica, com 
Brettanomyces e de seguida com diversas bactérias selecionadas (1g/hL) a uma temperatura compreendida entre 16 a 18°C.

Os resultados mostraram que existe uma clara inibição do crescimento de Brettanomyces pelas bactérias selecionadas de ambas 
as colheitas. Na figura 2 podemos observar as medições da população de Brettanomyces em 2016 com 3 bactérias selecionadas 
diferentes comparadas com a testemunha na qual nenhuma bactéria foi inoculada e em que a FML ocorreu espontaneamente. Os 
resultados foram os mesmos para a população de Brettanomyces a 103 cfu/mL.

A inoculação e o crescimento destas 3 bactérias selecionadas limitam significativamente o desenvolvimento de Brettanomy-
ces mesmo com uma forte contaminação inicial. As concentrações de Brettanomyces no final, na presença das bactérias 
selecionadas, foram mais ou menos o mesmo nível do inicial (entre 102 e 103 ufc/mL) enquanto na testemunha com bactérias 
indígenas (FML espontânea), o nível final de Brettanomyces é muito mais elevado (105 ufc/mL) com um pico a 106 ufc/mL, isto 
é uma diferença de 2 a 4 log. 

Fenóis voláteis foram analisados no final dos ensaios experimentais em todas as modalidades de tratamento (figura 3) e o vinho 
em que a FML ocorreu espontaneamente apresentou teores elevados de 4-etilfenol e 4-etilguaiacol, acima do limiar de perceção, 
enquanto na modalidade dos vinhos inoculados com bactérias selecionadas os vinhos apresentaram teores muito baixos de am-
bos os fenóis, aproximadamente zero. 

RESULTADOS

Biocontrolo muito eficiente de Brettanomyces
com bactérias láticas.
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Figura 2. Biocontrolo da população de Brettanomyces com 
diversas bactérias enológicas selecionadas..



          RESULTADOS (continuação)

Essas diferenças em fenóis voláteis estão claramente relacionadas com as diferenças na população e mostram, mais uma vez, 
o verdadeiro benefício do biocontrolo de Brettanomyces, devido à inoculação de algumas bactérias selecionadas, na qualidade 
do vinho.

Este trabalho foi confirmado por outro estudo em 2016 com Pinot Noir. Quatro bactérias selecionadas diferentes foram usadas 
na co-inoculação (24 horas após a inoculação das leveduras) num mosto inicialmente contaminado com 1.7 x 103 ufc/mL de 
Brettanomyces, FML concluída em 20-40 dias enquanto a testemunha sem inoculação terminou em mais de 60 dias.

As figuras 4a e 4b ilustram a evolução da população de Brettanomyces e de bactérias: no caso da co-inoculação com bac-
térias selecionadas (figura 4a: resultados apresentados são uma média das modalidades de tratamento com as bactérias 
selecionadas) e no caso da testemunha – espontânea (figura 4b). Podemos claramente observar na figura 4a que não há 
crescimento da população de Brettanomyces (mesmo com esta forte contaminação) e esta população contaminante diminui 
do início ao fim em oposição à população das bactérias selecionadas que crescem ao mesmo tempo. Por outro lado, na 
figura 4b, a população de Brettanomyces mantém um nível elevado até ao 11º dia (data de trasfega) registando um novo 
crescimento devido ao desenvolvimento lento da população bacteriana espontânea. Os teores finais são significativamente 
diferentes entre os vinhos em co-inoculação e a testemunha: existem 10 vezes mais Brettanomyces na testemunha do que 
nos vinhos co-inoculados (mais que um log ufc/mL de diferença). Esses resultados confirmam a forte competição entre as 
nossas bactérias selecionadas e a população de leveduras contaminantes como as Brettanomyces, incluindo a co-inoculação 
através do crescimento facilitado das bactérias selecionadas e uma excelente capacidade de sobrevivência dessas bactérias.

BIOCONTROLO COM DETERMINADAS BACTÉRIAS SELECIONADAS CONTRA A LIBERTAÇÃO  
DE PRECURSORES DE AROMAS INDESEJÁVEIS

Com Brettanomyces, o 4-etilguaiacol (4-EG) e 4-etilfenol (4-EP) são produzidos durante a biotransformação dos ácidos 
hidroxicinâmicos, ácido p-cumárico e ácido ferúlico, que são precursores naturalmente presentes nas uvas, sob a forma 
ligada ou sob a forma livre. A transformação destes precursores livres em 4-EG e 4-EP (Figura 5) ocorre em dois passos: 
primeiro com a enzima cinamato descarboxilase, seguida pela enzima vinil-fenol redutase. Mas antes das Brettanomyces 
usarem esses precursores, elas terão de ser libertadas da sua forma vinculada para a forma livre pela ação da cinamil 
esterase. 
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Figura 3. Biocontrolo de Brettanomyces através da inoculação 
de bactérias selecionadas. Impacto na produção de 
fenóis voláteis
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Figura 4a. Monitorização da população de Brettanomyces e de 
bactérias. Co-inoculação com bactérias selecionadas. Figura 4b. Monitorização da população de Brettanomyces e de 

bactérias. Testemunha sem inoculação bacteriana



 
    CONTROLING THE PRECURSORS

In order to control the concentration of precursors of volatile phenols in wine, we must first characterize all our selected wine 
bacteria for the activity of the cinnamyl esterase enzyme. The results presented in table 1 show there is no change in the con-
centration of the hydroxycinnamic acids (both bound and free) in the wines inoculated with our bacteria compared to the con-
trol wine, where MLF was blocked. Thus, our selected wine bacteria cannot degrade coutaric acid into coumaric acid, or any 
other bound hydroxycinnamic acid, which is the origin of the volatile phenol precursors responsible for the development of the 
off-odours associated with Brettanomyces. This led to the conclusion that the cinnamyl esterase enzyme, which is responsible 
for for-ming p-coumaric acid from coutaric acid, or any other free hydroxycinnamic acid is absent from our selected wine bac-
teria, which means they can be considered “phenol negative.” Such as Lalvin VP41™, 31™, O-Mega™, PN4™ and Alpha™. 
Therefore, the winemaker can choose one of these bacteria for MLF at no risk of producing precursors to volatile phenols.

RESULTADOS (continuação)

Determindadas bactérias lácticas, incluindo a Oenococcus oeni, têm esta atividade enzimática cinamil esterase e podem 
assim aumentar a quantidade de precursores livres, que se tornam úteis para as Brettanomyces produzindo fenóis voláteis 
(Burns e Osborne 2013). Os seus resultados mostraram que dependendo da bactéria enológica usada para a FML, estas 
resultam de diferentes concentrações de precursores livres. 

Isto significa que quando se utiliza uma bactéria enológica, esta deve possuir atividade cinamil esterase negativa para 
evitar a produção de precursores de fenóis voláteis que podem ser usados por Brettanomyces.

Todas as nossas bactérias enológicas foram separadas e podemos confirmar que são todas fenóis-negativas como é 
mostrado na Figura 6, de um estudo realizado por J. Osborne (OSU).
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Fenoles volátiles
• 4-etil-fenol

• 4-etil-guaiacol
• 4-etil-catecol

Vinifenoles 
(precursores de fenoles 

volátiles)
• 4-vinilfenol

• 4-vinilguaiacol
• 4-vinilcatecol

Cinamil 
esterasas

Vinilfenol 
reductasa

Brettanomyces 

Cinamato 
decarboxilasa

Brettanomyces y 
ciertas cepas de 

bacterias lácticas

Ácidos hidroxicinámicos libres
(precursores de fenoles 

volátiles)
• ácido p-cumárico

• ácido ferúlico
• ácido cafeico

Ácidos hidroxicinámicos 
ligados

• ácido p-cutárico
• ácido fertárico
• ácido caftárico

Algunas cepas de 
bacterias lácticas
y determinadas 

enzimas

Figura 5. Etapas na produção de etil-fenóis.

O biocontrolo de microrganismos contaminantes com determinadas bactérias enológicas é uma opção biológica e segura para 
os enólogos. Através de uma cuidada gestão da fermentação alcoólica com leveduras bem reidratadas e com boa nutrição, 
e utilizando bactérias enológicas selecionadas em co-inoculação ou inoculação sequencial, a população de Brettanomyces, 
e consequentemente a produção de aromas indesejáveis fenólicos são mais facilmente controlados. Quando o nível de con-
taminação de Brettanomyces é elevado, é melhor realizar a co-inoculação visto que o biocontrolo se inicia logo no início da 
fermentação.

Além disso, as nossas bactérias selecionadas têm sido confirmadas como fenol-negativas, e não facultam às Brettanomyces os 
precursores para produzir aromas indesejáveis, 4-etilfenol e 4-etilguaiacol.

O biocontrolo com a proteção através das nossas bactérias enológicas selecionadas, com a falta dos precursores para as Bret-
tanomyces, são uma combinação ganhadora no que diz respeito à tipicidade do vinho, sem os defeitos associados às "Brett'.

RESUMO
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Vincent Gerbaux

Vincent realizou o mestrado em Biologia aplicada à 
Nutrição e Alimentação, em 1982 pela Ensbana (atual-
mente AgroSup Dijon), e em 1983 recebeu o diploma 
nacional de Enologia. Estudou bactérias lácticas aplica-
das à enologia durante a sua tese de doutoramento na 
Universidade de Dijon (1983 a 1985). Em 1985, iniciou 
a colaboração com o IFV em Bordéus e três anos mais 
tarde juntou-se ao IFV Beaune. 

Vincent é responsável pelo projeto do IFV «Techno-
ferm», reunindo todo o seu conhecimento na área das 
fermentações alcoólicas e maloláticas. Tem vindo a co-
laborar com a Lallemand há já vários anos. Vincent sele-
cionou e caracterizou estirpes originais de Oenococcus 
oeni, disponíveis comercialmente. Também coordena, 
desde há 5 anos, estudos na seleção de estirpes de 
Saccharomyces e não-Saccharomyces para aplicações 
tecnológicas específicas. Em paralelo, a equipa também 
estuda os microrganismos de contaminação do vinho, 
especialmente Brettanomyces. 

UMA PALAVRA DO NOSSO ESPECIALISTA

As leveduras Brettanomyces foram sempre associadas ao vin-
ho. Um poema escrito durante a Primeira Guerra Mundial (Marc 
Leclerc, 1915) citava "Hello house wine of the barracks, That 
tasted too little or taste of nothing. Except of the days you would 
tend, to stink of phenol or of manure....". Mas o envolvimento de 
Brettanomyces na produção de fenóis voláteis nos vinhos, e o 
reconhecimento como problema, data só da década de oitenta. A 
investigação mais recente reduz o limiar da perceção dos fenóis 
voláteis a aproximadamente 200 μg/L, um valor facilmente al-
cançado com contaminações de Brettanomyces. Esta levedura 
possui uma habilidade notável de adaptação a condições físico-
químicas desfavoráveis. Brettanomyces multiplicam-se durante a 
maceração, na presença de açúcares, e em garrafa após diver-
sos anos de armazenamento de um vinho seco. Vários estudos 
mostram que as adegas contêm uma ampla biodiversidade de 
Brettanomyces.

A melhor estratégia para controlar as Brettanomyces envolve uma 
boa higienização, o uso de controlo microbiológico e o controlo 
das fermentações. O controlo da fermentação malolática é um 
ponto-chave nesta luta. A inoculação com bactérias enológicas 
selecionadas oferece soluções diferentes para o controlo da FML. 

Dependendo da idade, do local e o do risco de ocorrência de fenóis 
voláteis, a FML pode ser muito rápida desde de que realizada com 
co-inoculação de leveduras e bactérias ou lenta se a inoculação 
com bactérias for tardia e associada a temperaturas baixas. Estas 
opções diferentes devem permitir a conclusão da FML antes de 
ser observado um crescimento problemático de Brettanomyces. 
Será então possível estabilizar o vinho com uma sulfitagem con-
vencional ou utilizando um composto alternativo ou complementar, 
quitosano. Após a FML, o crescimento de Brettanomyces, embora 
ainda efetivo, será aí menos rápido e menos importante do que 
precedendo à FML. A indução da FML por inoculação incita uma 
população massiva de bactérias enológicas que exercem um efei-
to negativo direto no desenvolvimento das Brettanomyces.   
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