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< El Institute of Masters of Wine y
Lallemand se complacen en anunciar
que Cath Oates de Mount Barker, en
Australia Occidental, ha ganado la
Beca Lallemand 2014. Creada en
2010, la beca se ofrece a estudian-
tes en el programa de estudio del
Instituto. Excepcionalmente, este afo
la beca comprende una participacion
totalmente financiada en el VIl sim-
posio internacional del Instituto en
Italia. «Estoy absolutamente entusi-
asmada de recibir la beca Lallemand
para asistir al simposio de MW en
Florencia. Para una Australiana que
trabaja en una regién relativamente
remota, no podria haber una mejor
manera de terminar la que ya ha
sido una maravillosa cosecha 2014»,
declaré Cath Oates.

Cath Oakes asequr6 la beca con un
ensayo de unas 1000 palabras sobre
el siguiente tema: En el contexto de
las tendencias actuales del mercado,
discutir qué practicas viticolas puede
emplear un viticultor que influyan en
el perfil aromatico, y por qué lo quer-
ria hacer asi?
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WINEMAKING UPDATE (actualizacion en la
elaboracion de vinos) es una publicacion de
Lallemand Inc. Su finalidad es informar a
endlogos y al staff responsable de la elabo-
racion de vinos, acerca de las novedades y
sugerencias resultantes de las investigaciones.
Para solicitar publicaciones anteriores o enviar
sus preguntas o comentarios, contdctenos en :
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La informacion técnica de WINEMAKING UPDATE
es fiel y precisa; debido a la gran diversidad

de situaciones operativas, todos los consejos
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Lallemand se encuentran disponibles gracias a
una amplia red de distribucion. Para encontrar
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Bacterias enoldgicas

seleccionadas:

Como prevenir el
contenido de fenoles
volatiles y el crecimiento
de Brettanomyces

urante el proceso de vinificacién,
D ciertos factores pueden influenciar

la calidad del vino, desde la viticul-
tura y las condiciones de la cosecha, el pro-
ceso de fermentacién, el envejecimiento en
las barricas, el embotellado, hasta la higiene
en bodega. El cambio climatico influye en la
calidad de las uvas, los niveles de azdcar y el
pH, y, en consecuencia, las condiciones de
vinificacién deben adaptarse. La presencia
de microorganismos también se modifica ya
que las uvas con mayores niveles de azdcares
y pH mis alto influencian la levadura y las
bacterias presentes. Las interacciones entre
estos microorganismos son muy complejas
y los endlogos buscan un mayor control de
la microbiota para evitar problemas durante
la fermentacién alcohélica y malol4ctica.
Brettanomyces es una de las levaduras afec-
tadas, ya que prefiere un pH m4s alto para
desarrollarse. Por ser un microorganismo
oportunista, es bastante tolerante al sulfuro-
so (Edwards 2011). Como Brettanomyces es
un organismo contaminante, debe ser con-
trolado. Esta edicion de Winemaking Update
explorard una via natural para el control
de Brettanomyces con bacterias enolégicas
seleccionadas involucradas en la fermenta-
cién maloléctica.

1. Brettanomyces - un
reincidente

Las levaduras Brettanomyces/Dekkera son
microorganismos contaminantes del vino
bien conocidos, pues pueden ser responsa-
bles de dafios considerables a la calidad del
vino, desde su opacidad hasta la formacién
de compuestos odorantes no deseables como
los fenoles voldtiles descritos como respon-
sables de aroma a medicamento, tirita, a
establo 6 a sudor de caballo (Fugelsang et

al. 1993 y Heresztyn 1986). El control de

los precursores de los fenoles volatiles y del
crecimiento de esta levadura contaminante
en la bodega no es tarea facil, ya que pueden
desarrollarse en condiciones dificiles, (altos
contenidos de alcohol, de pH y de SO,
bajos niveles de nitrégeno, etc.), como tam-
bién durante la crianza. Las Brettanomyces
se detectan habitualmente después de la
fermentacién alcohdlica (FA) y antes de
que ocurra una fermentacién maloldctica
(FML) espontdnea 6 durante el envejeci-
miento en barrica, aunque ya se han aislado
Brettanomyces en todas las etapas del proceso
de vinificacién.

2. Metabolismo de los fenoles
volatiles.

Los aromas indeseables son causados por
principalmente por 4-etil guaiacol (4-EG)
y 4-ethil fenol (4-EP). Las concentraciones
de los precursores de estos compuestos estdn
influenciadas por muchos factores diferen-
tes, como la variedad de uva, manejo del
vifiedo, clima (célido, frio), y las condicio-
nes de vinificacién. Estos fenoles volitiles
se producen durante la biotransformacién
por Brettanomyces de los 4cidos hidroxi-
cindmicos como el dcido p-cumdrico y el
acido ferulico. Estos precursores estdn pre-
sentes naturalmente en las uvas tanto en
forma ligada (esterificados) como en forma
libre. Sélo la forma libre de estos 4cidos
hidroxicindmicos puede ser utilizada por
Brettanomyces para transformarlos en 4-EG
6 4-EP. En la transformacioén de estos dcidos
hidroxicindmicos (la forma libre) en fenoles
voldtiles interviene en primer lugar una
enzima cinamato descarboxilasa, seguida de
una enzima vinil fenol reductasa (figura 2).

Como se ha mencionado anteriormente,
y mostrado en un estudio de Schopp et
al.(2013), Brettanomyces bruxellensis solo
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Figura 1. Etapas cruciales de la vinificacién en las que se detectan Brettanomyces con mayor frecuencia

puede metabolizar la forma libre de los 4cidos
p-coumarico y ferulico. Si la forma ligada
(6 esterificada) de estos dcidos hidroxicina-
micos, como 4cido cutdrico 6 4cido fetdrico
se convierten en forma libre (4cidos cumdrico
6 ferdlico), entonces se entiende que hay mds
precursores presentes en el vino para la pro-
duccién de 4-EP y 4-EG por B. bruxellensis.
De esta forma, serfa deseable prevenir la con-
version de 4cidos hidroxicindmicos ligados
en sus formas libres para que Brettanomyces
no tenga sustrato para la produccién de vinil

Acidos hidroxicinamicos
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Acido p-cutérico

Acido fetérico

Acido caftérico

Acidos hidroxicinamicos
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concentracién de precursores de fenoles vola-
tiles disponibles para Brettanomyces.

3. Bacterias enolégicas
seleccionadas contra
Brettanomyces : y el ganador es...
El primer paso para controlar las Brettanomyces
es el seguimiento de unas buenas practicas
enoldgicas. Como todas son interdependi-
entes, es importante controlar determinados
pardmetros enolégicos tales como: la calidad

Cinamato
descarboxilasa

Vinil fenol
reductasa

4-vinil catechol

Figura 2. Produccién de etil fenoles

fenoles.

Es interesante notar ademds que Brettanomyces
no es el dnico microorganismo que puede
producir fenoles volatiles. Algunas bacterias
acido lacticas como Pediococcus y Lactobacillus
(Couto et al. 2006) son también capaces
naturalmente de producir fenoles voldtiles a
partir de los dcidos cindmicos libres (4cidos
p-cumdrico y ferilico). Resultados simila-
res fueron obtenidos con algunas cepas de
Lactobacillus plantarum, en el trabajo de Fras
et al. (2014). Esto indica que el control de
las poblaciones de bacterias indigenas es un
factor importante en la calidad del vino para
evitar la produccién de compuestos indesea-
bles como los fenoles volitiles.

Un estudio reciente de Burn y Osborne
(2013) ha mostrado que ciertas bacterias
enoldgicas de la especie Oenococcus oeni pue-
den metabolizar dcido cutdrico (forma ligada)
en 4cido p-cumdrico, lo que incrementar la

Fenoles volatiles
4-etil fenol (4EF)
4-etil guaiacol (4EG)
4-etil catechol (4EC)

de la uva, el diéxido de azufre (SO;), el pH,
la temperatura del vino, los nutrientes, el O,
el estado de las barricas y las practicas enolé-
gicas. Una buena higiene en bodega, reducir
la fase de latencia entre el final de la fermen-
tacién alcohdlica e inicio de la fermentacién
maloléctica, una estabilizacién temprana del
vino, junto con una dosis adecuada de SO,,
minimiza enormemente el riesgo de contami-
naciones microbianas.

Cuando el enélogo desea limitar el desarrollo
de Brettanomyces, siempre deben conside-
rarse tres factores principales: la presencia
de precursores para la formacién de fenoles
volatiles, el desarrollo de Brettanomyces y las
condiciones del vino. De estos tres factores,
las bacterias enoldgicas seleccionadas pue-
den controlar positivamente el desarrollo de
Brettanomyces.

3.1 Condiciones de vinificacién

Fermentaciones alcohdélicas y malolacticas

fermentacion
malolactica

Vino
embotellado

Crianza
en barrica

seguras, rdpidas y completas, combinadas con
una estabilizacién temprana, resultan en un
vino més estable en términos de calidad y
dejan menos nutrientes residuales con los que
las levaduras contaminantes puedan alimen-
tarse y desarrollarse.

3.2 Previniendo la presencia de precurso-
res de fenoles volatiles.

Idealmente, la no presencia de precursores
en el vino no permitirfa la produccién de los
compuestos aromdticos EG y EE Teniendo
esto en mente, un estudio conducido por
Osborne et al. (2012) se centré en las bac-
terias enoldgicas seleccionadas (O. oeni y L.
plantarum) y su capacidad de degradar dcidos
hidroxicindmicos esterificados en vino (la
forma ligada de los dcidos hidroxicindmicos),
en las formas libres. Los ensayos se llevaron a
cabo en un vino de Pinot Noir inoculado con
bacterias enolégicas seleccionadas. Los nive-
les 4cidos hidroxicindmicos (ligados y libres)
fueron analizados después de FML. Los cam-
bios en la concentracién de los dcidos hidro-
xicindmicos indicaban si la bacteria puede o
no degradar la forma ligada. Encontraron que
algunas bacterias (resultados no mostrados)
tenfan la capacidad de transformar el 4cido
cutdrico (forma ligada) en 4cido p-cumdrico,
y consecuentemente aumentar el nivel de
la forma libre, precursor de la produccion
de fenoles vol4tiles por Brettanomyces. Este
estudio trae una nueva luz en el conocimiento
de la ruta metabolica de ciertas cepas de O.
oeni que poseen el enzima cinamil esterasa
y pueden degradar 4cido cutdrico en 4cido
cumarico.

Siguiendo esta experiencia, un nuevo estu-
dio fué realizado para caracterizar nuestras
bacterias enolégicas seleccionadas y ver si
posefan la capacidad de transformar 4cidos
hidroxicindmicos ligados en su forma libre.
Los resultados mostrados en la Tabla 1 mues-
tran que no habfa cambio en la concentracién
de 4cidos hidroxicindmicos (libres y ligados)
en los vinos inoculados con las bacterias O.
oeni seleccionadas PN4, O-MEGA y BETA,
asi como la cepa de L. plantarum V22 compa-
rando con el vino control sin FML.

Con este estudio, hemos mostrado que nues-
tras bacterias enolégicas seleccionadas PN4,
BETA, VP41, ALPHA,V22 y O-MEGA (una
nueva seleccién de Lallemand y el Institut
Francais de la Vigne et du Vin [IFV]) no
pueden degradar los dcidos hidroxicindmicos
ligados (como el 4cido cutdrico) para formar
precursores de fenoles voldtiles (como el
4cido p-cumdrico) que podria ser utilizado por
Brettanomyces para producir aromas indesea-
bles. Esto lleva a la conclusion que nuestras




Acido Acido Acido Acido Acido

caftarico cutarico cafeico p-cumarico ferulico
PN4 232+0,4 6,6+0,1 24+0,2 09+0,1 35+0,2
O-MEGA 241+13 69+04 3,0+0,1 1,0+£0,1 33+,03
Beta 250+22 7,0+£06 26+05 08+0,3 42+,05
V22 258+1,3 71+03 24+0,1 06+0,1 3,8+,01
Testigo 251 +1,1 6,8+0,5 22+0,2 09+0,2 41+,03

Cuadro 1. Concentracién de 4cido hidroxicindmico en vinos Pinot Noir cuatro semanas después de la inoculacién con varias cepas de bacterias enoldgicas
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Figura 3. Poblacién microbiana y niveles de etilfenoles en vinos de Cabernet Franc (Francia) durante co-inoculacién.
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Figura 4. Concentraciones de etil fenol después de la fermentacién malolactica en Cabernet Franc (Francia)




bacterias enolégicas seleccionadas no poseen
el enzima cinamil esterase, que es capaz de
liberar la forma libre de los 4cidos hidroxi-
cindmicos (p-cumdrico, y ferdlico) y son con-
sideradas “fenol negativas”. Varias bacterias
enoldgicas fueron testadas, y Lalvin VP41,
PN4, VP41 1-Step, PN4 1-Step, Lalvin 31,
Uvaferm Beta, O-Mega resultaron fenol
negativas, asi como la bacteria enolégica

Lactobacillus plantarum V22.

3.3 Evitar el desarrollo de Brettanomyces
con una fermentacién malolactica segura
y rapida

Tanto el inicio rdpido de la FA con levadura
seleccionada como la nutricién adecuada de
la levadura, que aseguran una fermentacién
sana, son necesarias para prevenir el desarrollo
de Brettanomyces. Sin embargo, es posible que
esto no sea suficiente. El tiempo transcurrido
entre la FA y la FML es una etapa idénea para
el desarrollo de Brettanomyces: el vino no est4
protegido por el SO;, todavia hay algunos
nutrientes disponibles y la competencia con
otros microorganismos del vino es casi nula,
pues la levadura ha terminado la fermen-
tacién y esta muriendo, y las bacterias atin
no se activan. La inoculacién temprana con
bacterias enoldgicas, ya sea justo después de la
FA 6 en co-inoculacién (24 horas después de
la inoculacién de la levadura), ha mostrado
ser una préctica eficaz para la prevencién del

desarrollo de Brettanomyces. En un estudio
realizado por Pillet et al. (2011), se mostr6 en
un Cabernet Franc de Gironde, Francia, que
después de la co-inoculacién con Uvaferm
Beta, la FML transcurri6 suavemente, pero lo
que es atin mas importante, como se muestra
en la figura 3, la concentracién de leva-
dura no-Saccharomyces (identificada luego
como Brettanomyces) era bastante inferior en
el vino co-inoculado. Durante esta prueba,
la co-inoculacién  impidi6 el desarrollo de
Brettanomyces vy, por lo tanto, la produccién
de fenoles volatiles.

En una experiencia similar, cuando la co-in-
oculacién fue realizada en Cabernet Franc
(esta vez con Languedoc-Roussillon, Francia),
resulté otra vez en vinos con menor concen-
tracién de etil guayacol y etil fenole que en
los vinos con FML espontdnea. Se puede
observar que la concentracién de 4-etil fenol
es ocho veces mds alta si se la compara con
el vino co-inoculado y que su nivel de 4-etil
guayacol es cuatro veces mayor.

No sélo la co-inoculacién ayuda a prevenir
el desarrollo de Brettanomyces, la inoculacién
temprana o secuencial con bacterias enoldgi-
cas justo después de la FA previene también la
formacién de este microorganismo contami-
nante. En un estudio realizado por Gerbeaux
et al (2009), con un Pinot Noir de Borgofia,
se demostr6 en pruebas de laboratorio y en

bodega que la inoculacién temprana con bac-
teria enoldgica, inmediatamente después de
la FA, era qtil para controlar la proliferacién
de Brettanomyces. Puesto que los pardmetros
enoldgicos del vino como el pH y la tempera-
tura pueden incidir en el arranque y el proce-
so de FML, el riesgo de produccién de fenoles
volatiles puede aumentar. La inoculacién con
bacterias enoldgicas seleccionadas es deseable
porque estos pardmetros pueden ser nocivos
para la FML espontdnea y exponer al vino,
innecesariamente, a Brettanomyces durante
este periodo. Los resultados que aparecen en
la tabla 2 muestran que los vinos inoculados
con dos bacterias distintas arrancan la FML
mucho mds temprano, con un periodo mas
corto y concentraciones de fenoles volatiles
mas bajas. Las pruebas se efectuaron en dos
temperaturas diferentes en bodega y fueron
comparadas con la FML espontdnea. Con
toda certeza, cuanto mds grande es el riesgo
de desarrollo de Brettanomyces, mas temprano
el vino deberfa ser inoculado con bacterias
enoldgicas.

BODEGA REGULADA A 18 -19 °C BODEGA REGULADA A 14 -15 °C

Testigo* Bacteria 1 Bacteria 2 Testigo* Bacteria 1 Bacteria 2

Tiempo necesario para FML (dias) 58 16 13 124 31 27
Concentraciones de fenoles volatiles (ug/L)

4-etilguyacol 404 8 7 551 20 15
4-etilfenol 870 17 9 1119 46 32

Las puntuaciones medias de analisis sensorial (en una escala del 1 al 10)

Calidad visual 56 6,0 6,0 6,0 51 51
Calidad aromatica 38 51 4,7 34 4,8 5,0
Calidad del sabor 38 49 43 3,5 4,9 4,5
Calidad general 34 4,7 43 35 4,9 4,5
Intensidad del gusto de establo 38 0,7 09 4,4 04 1,0
6 a sudor de caballo

* No inoculado con bacteria enolégica

Cuadro 2. Produccién de fenoles volitiles en vinos Pinot Noir (Borgofia, Francia) inoculados con bacterias enolégicas comparando con fermentacién esponténea.

Los en6logos disponen ahora de m4s informacién sobre la mejor manera de prevenir —e incluso evitar— Brettanomyces en vinos. La inoculacién
con bacterias enoldgicas seleccionadas y una fermentacién malol4ctica rdpida resultan ser un medio eficaz de controlar la contaminacién. Se
sabe que la inoculacién del vino con bacterias enoldgicas seleccionadas a >106 celulas/mL detendr4 el crecimiento de esta levadura contami-
nante. El manejo de las condiciones de vinificacién por medio de la fermentacién alcohélica y la fermentacién maloléctica es un buen punto de
partida para evitar el desarrollo de levaduras y bacterias contaminantes. Ademads, la eleccién adecuada de la bacteria seleccionada es muy impot-
tante para evitar la produccién del 4cido p-cumdrico, un 4cido hidroxicindmico, precursor de la produccién etilfenoles volatiles por parte de
Brettanomyces. Las bacterias enolégicas de Lallemand, incluso O-MEGA, PN4, Beta, Alpha, VP41, V22 y L31, no producirdn este precursor.
Son fenol negativas. Estrategias de inoculacién adecuadas, tales como la co-inoculacién, la inoculacién temprana 6 secuencial inmediatamente
después de la FA, resultan ser herramientas eficaces para prevenir el desarrollo de Brettanomyces. Y ahora la opcién de inocular con bacterias
enoldgicas fenol negativas es una decisién muy estratégica para proteger los vinos contra los fenoles voldtiles.

Para més informacion sobre este tema, comuniquese con su representante de Lallemand.

Referencias disponibles previa solicitud.




