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FACTORES IMPLICADOS EN LA ALTERACIÓN DE VINOS 
TINTOS POR Brettanomyces bruxellensis

Lucía GonZáLeZ-arenZana1

Patrocinio Garijo1

ana rosa GutiérreZ1

rosa LóPeZ1

PiLar santaMaría1

isabeL LóPeZ-aLfaro1

carMen oLarte2

susana sanZ3 *

Resumen

se analizaron 100 vinos jóvenes de la D.O.Ca. Rioja de la campaña 
conflictiva del 2013, y 100 vinos del 2012, que transcurrió con normalidad. 
se encontraron diferencias en parámetros analíticos y en la incidencia de la 
levadura alterante Brettanomyces bruxelliensis, mucho mayor en la campa-
ña de 2013. Algunos vinos con recuentos de Brettanomyces superiores a 102 
céls/ml, no desarrollaron carácter “Brett”, indicando que la contaminación 
con esta levadura no es el único factor implicado. Los vinos con alteración 
presentaron valores ligeramente inferiores de pH, pero superiores de acidez 
volátil, azúcares reductores y densidad, así como menor grado alcohólico, 
que los vinos que no la desarrollaron. La contaminación por Brettanomyces 
no es fácilmente evitable, especialmente en campañas conflictivas y el con-
trol del carácter “Brett” debe realizarse previniendo su multiplicación. Tam-
bién debería estudiarse la importancia que los compuestos minoritarios y 
los clones de B. bruxelliensis tienen sobre esta alteración.

Palabras Clave: Control de calidad, contaminación microbiana, Bretta-
nomyces, vendimias conflictivas, vino tinto.

Hundred young wines from the D.O.Ca. Rioja from the difficult 2013 
vintage, and 100 wines from the 2012, with normal conditions, were analy-
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sed. Differences were found in analytical parameters and in the presence of 
the yeast Brettanomyces bruxelliensis, which was much more prevalent in 
the 2013 vintage. Some wines with B. bruxelliensis counts above 102 cells/ml, 
no “Brett” features were found. This indicates that the contamination by this 
yeast is not the only factor involved. The wines which developed spoilage had 
slightly lower pH and alcoholic strength values but higher levels of volatile 
acidity, reducing sugars and density than the not affected wines. B. bruxe-
lliensis contamination is not easily avoidable, especially in difficult harvests, 
and the control of the “Brett” character must be performed by measures which 
prevent its multiplication. The importance that the minority compounds and 
the Brettanomyces strains have in the spoilage must be studied.

Key words: Quality control, microbial contamination, Brettanomyces, 
difficult vintage, red wine.

1. introDucción

Las condiciones climatológicas en las que tiene lugar una vendimia 
afectan a las características de las uvas, a los microorganismos presentes 
en las mismas y al desarrollo de la vinificación y, en consecuencia, a las 
características de los vinos finales obtenidos. en la Denominación de Ori-
gen Calificada Rioja (D.O.Ca. Rioja), los vinos resultantes de cada campaña 
son analizados y evaluados por su Consejo Regulador y cada añada es 
calificada acorde a sus características. Vendimias conflictivas, realizadas en 
condiciones climatológicas no favorables, pueden presentar problemas en 
la composición y sanidad de la uva y exigen a las bodegas la aplicación 
de tecnologías que intenten paliar el descenso de la calidad de la materia 
prima para poder obtener vinos que cumplan los requisitos exigidos en la 
Denominación. A pesar de ello, un cierto porcentaje de vinos no alcanzan 
los estándares de calidad exigidos y son descalificados por el Consejo Re-
gulador. en vendimias conflictivas, el porcentaje de vinos descalificados 
siempre es superior al de vendimias realizadas en años que han transcurrido 
sin problemas.

uno de los principales problemas que se puede presentar en los vinos 
es el desarrollo de levaduras de la especie Brettanomyces bruxelliensis, ya 
que esta levadura está implicada en la alteración de los mismos y es respon-
sable de la aparición de serios problemas de calidad al provocar cambios 
organolépticos en el vino debidos a la aparición de olores fenólicos, el 
llamado carácter “Brett”, que se describen como olor a animal, establo, sudor de 
caballo, plástico quemado y lana húmeda (Licker et al. 1998). B. bruxelliensis 
es la forma anamórfica no esporulada de la levadura, mientras que Dekkera 
bruxelliensis es la forma telomórfica de la misma especie, que forma ascos-
poras. Ambas han sido descritas en la literatura como parte de la microbiota 
de muchos productos fermentados tales como vino, cerveza, sidra y kéfir 
(suárez et al. 2007).
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Aunque estas levaduras han sido encontradas en uvas (Renouf y Lon-
vaud-Funel 2007) y en mostos en fermentación (Renouf et al. 2006), nor-
malmente se detectan en vinos tintos durante su envejecimiento en barri-
cas (Conterno et al., 2006; Fugelsang y Zoecklein, 2003; martorell, 2006). 
Brettanomyces llega a la bodega a través del viñedo y pueden colonizar 
determinadas superficies y equipos que no siempre son fáciles de limpiar y 
esterilizar (Alguacil et al., 1998; Baleiras-Couto et al., 2011; Fugelsang, 1998; 
Loureiro y malfeito-Ferreira, 2003; Renouf et al., 2007a; Pretorious, 2000; 
Renouf y Lonvaud-Funel, 2007). un reciente trabajo realizado en bodegas y 
vinos de la D.O.Ca. Rioja (Garijo et al., 2015) demostró que la mayoría de 
la contaminación de vinos por este microorganismo tiene lugar durante las 
primeras etapas de la vinificación y antes del comienzo del envejecimiento.

La presencia de Brettanomyces en vinos supone un problema de im-
portancia internacional, ya que todas las regiones vinícolas se encuentran 
afectadas en mayor o menor medida. Dadas las importantes pérdidas eco-
nómicas que se derivan de la contaminación de vinos con Brettanomyces, 
la monitorización y el control de este microorganismo constituye el mayor 
reto de la enología moderna (suárez et al., 2007; Wedral et al., 2010; Zuehlke 
et al., 2013). La identificación y cuantificación de esta levadura es extre-
madamente importante para los enólogos para poder evitar las desviacio-
nes sensoriales. sin embargo, el control de estos microorganismos es difícil 
debido a las adaptaciones que han realizado para poder sobrevivir en las 
condiciones fisiológicamente estresantes de los vinos acabados: alto con-
tenido en alcohol, sin suministro (o en cantidades residuales) de azúcares, 
anaerobiosis y presión de CO2 (suárez et al., 2007).

Los métodos tradicionales de identificación y enumeración de Bretta-
nomyces en vino se basan en su cultivo en medios selectivos y normal-
mente tardan entre una y dos semanas en desarrollarse. sin embargo, 
aislar Brettanomyces directamente del mosto puede resultar difícil ya que 
su limitada velocidad de crecimiento y la reducida concentración celular 
en la que suele encontrarse, hace que su identificación sea complicada en 
comparación con otras levaduras presentes en mayor cantidad. Además, las 
células de Brettanomyces se pueden encontrar en estado viable pero no 
cultivable (Viable But Not Cultivable, VBnC) (Divol y Lonvaud-Funel, 2005; 
Du Toit et al., 2005; millet y Lonvaud-Funel, 2000) y por tanto su estudio 
puede resultar difícil si se realiza con las técnicas microbiológicas con-
vencionales.

Para superar esta dificultad, en los últimos años se han desarrollado 
métodos de Biología molecular, independientes de cultivo, para la rápida 
detección e identificación de Brettanomyces en vino. Así, la PCR a tiempo 
real o cuantitativa (qPCR) ofrece la posibilidad de detectar e identificar, 
con alta especificidad y eficacia, un ADn diana específico permitiendo la 
cuantificación de la población de la levadura presente en el vino. Por lo 
tanto, estas innovadoras metodologías posibilitan al enólogo tomar deci-
siones oportunas en el momento adecuado (Delaherche et al., 2004; Bleve 
et al., 2003; Hierro et al., 2006; martorell et al., 2005; Phister y milis, 2003; 
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Phister et al., 2007; salinas et al., 2009: Tessonniére et al., 2009; Zott et 
al., 2010). sin embargo, la aplicación de este método requiere disponer de 
un laboratorio con equipamiento sofisticado que raramente se encuentra en 
las bodegas, cuyos laboratorios están preparados para otro tipo de determi-
naciones. Por ello, últimamente se está generalizando el uso de métodos de 
detección odorimétricos que resultan rápidos, fiables y de gran aplicación 
práctica en bodega. estos métodos se basan en inocular la muestra de vino 
problema sobre medios de cultivo que contienen los compuestos químicos 
precursores de la aparición de etilfenoles. el tiempo que transcurre entre 
la inoculación de la muestra y la percepción de estos compuestos permite 
estimar el grado de contaminación por Brettanomyces del vino analizado 
(Couto et al., 2005; Kheir et al., 2013).

A pesar de toda la información disponible, todavía no es posible estable-
cer qué factores están realmente implicados en la aparición de carácter “Brett” 
en los vinos. Cada vinificación puede presentar circunstancias específicas que 
impliquen un origen y vía de contaminación concreta (Oelofse et al., 2008). 
un mayor conocimiento de los factores que determinan si los vinos conta-
minados por Brettanomyces desarrollan o no alteraciones organolépticas, es 
esencial para establecer el origen de la alteración del vino, las vías y puntos 
críticos de contaminación por esta levadura. este conocimiento es especial-
mente necesario en las vinificaciones conflictivas en las que son mayores 
los riesgos de contaminación y proliferación de Brettanomyces y la aparición 
de vinos defectuosos.

el objetivo de este trabajo es estudiar la incidencia de B. bruxelliensis en 
vinos correspondientes a una de las campañas más conflictivas en la D.O.Ca. 
Rioja de los últimos años y los factores que pudieran estar implicados en la 
aparición de carácter “Brett”.

2. MetoDoLoGía

2.1. recogida de muestras

el estudio fue realizado con 100 vinos tintos jóvenes que acababan de 
terminar las fermentaciones alcohólica y la maloláctica correspondientes a 
la vendimia del 2013. Los vinos procedían de bodegas situadas en diferentes 
subzonas de la D.O.Ca. Rioja: 30 de Rioja Alta y Rioja Baja respectivamente, 
y 20 de Rioja Alavesa. Las 20 restantes fueron muestras “difíciles” corres-
pondientes a vinos que habían sufrido problemas durante la vinificación 
(fermentaciones alcohólicas o malolácticas que tardaron en arrancar o se 
desarrollaron muy lentamente).

Los datos obtenidos se compararon con los resultados del análisis de 
100 vinos tintos jóvenes de la vendimia del 2012 obtenidos con los mismos 
procedimientos de elaboración y la misma procedencia.
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2.2. análisis químico

Los análisis químicos realizados a los vinos se llevaron a cabo mediante 
los métodos recogidos en el Reglamento Cee nº 2676/1990 por el que se 
determinan los métodos de análisis aplicables en el sector del vino (Diario 
oficial de la Comunidad europea de 3.10.1990, http://eur-lex.europa.eu/
legal-content/en/TXT/%3furi%3dOJ:L: 1990:272:TOC ).

2.3. análisis por qPcr

Las muestras de vino fueron trasladadas desde las bodegas al labo-
ratorio en botellas de vidrio estériles de 500 ml. Los análisis se realizaron 
utilizando el sistema eTs scorpions con el que se realiza un ensayo de PCR 
múltiple, cuantitativo y a tiempo-real. se utilizó un termociclador a tiempo-
real (smart cycler II. Cepheid) y marcadores fluorescentes para identificar 
y cuantificar los microorganismos presentes. se extrajo el ADn total de las 
muestras de los vinos utilizando los reactivos de lisis adecuados. el límite de 
detección del método es 1 céls/ml.

es necesario señalar que este método no es capaz de distinguir en-
tre cepas de Brettanomyces (no diferencia las especies B. bruxellensis y B. 
anomalus) ni establecer diferencias entre células viables, VBnC o células 
muertas.

2.4. análisis odorimétrico

20 ml de un caldo de enriquecimiento selectivo (Couto et al., 2005) se 
inocularon con una muestra de 20 ml de vino. este caldo favorece espe-
cialmente el crecimiento y la actividad de Brettanomyces e incorpora ácido 
p-cumárico, precursor del 4-etil-fenol, en una concentración lo suficiente-
mente elevada (20 mg/l) como para producir la mayor señal olfativa posible. 
Tras la inoculación con el vino, el medio se incuba a 30ºC durante 10 días 
y se monitoriza diariamente mediante análisis olfativo. Los vinos contamina-
dos producen 4-etil-fenol, que puede ser fácilmente detectado olfativamen-
te. Para cada muestra se registra el tiempo necesario (días) para obtener un 
resultado positivo (detección de 4-etil-fenol).

2.5. análisis estadístico

el análisis estadístico de los datos se realizó utilizando el paquete es-
tadístico Statistica Version 9.0 para Windows (statsoft Inc, Tulsa, OK, usA). 
Los datos fueron analizados mediante análisis de varianza; con un nivel de 
significancia de p < 0,05.
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3. resuLtaDos Y Discusión

3.1. características de los vinos

el año 2013 resultó ser una campaña conflictiva porque hubo retrasos 
en la maduración y en la vendimia, se presentaron problemas sanitarios en 
la uva y dificultades durante la vinificación. esta situación quedó posterior-
mente reflejada en los datos de la campaña (memorias del Consejo Regula-
dor de la D.O.Ca. Rioja 2013, http://es.riojawine.com) en la que se recoge 
que en este año el 2,6% de los vinos fueron descalificados y la cosecha fue 
calificada únicamente como Buena (en una escala que incluye las categorías 
de Regular, Buena, muy Buena y excelente).

estas condiciones determinaron las características de los vinos de esa 
campaña. De hecho, los datos analíticos de las 100 muestras de vino proce-
dentes de la vendimia del año 2013 mostraron diferencias estadísticamente 
significativas con respecto a los vinos correspondientes al año anterior. en 
el 2012, la campaña fue seca, sin problemas sanitarios y con fermentaciones 
normales. en esta campaña, sólo el 1,3% de las muestras de vino fueron 
descalificadas y la cosecha fue calificada como muy Buena (memorias del 
Consejo Regulador de la D.O.Ca. Rioja, 2012, http://es.riojawine.com). Las 
diferencias entre los vinos de ambas campañas se muestran en la Figura 1, 
observándose diferencias estadísticamente significativas para los parámetros 
pH, acidez total, ácido málico, contenido en azúcares reductores, grado al-
cohólico, sulfuroso libre, Índice de Color (IC), Índice de Polifenoles Totales 
(IPT) y extracto seco.

Atendiendo a las zonas de procedencia de los vinos, es necesario seña-
lar que los métodos de vinificación utilizados en las distintas zonas fueron 
diferentes: en Rioja Alta y Baja todos los vinos fueron producidos por el 
método de despalillado y prensado, mientras que en Rioja Alavesa un gran 
número de vinos se elaboraron mediante maceración carbónica. Aunque 
cabría esperar que los vinos fueran distintos, el análisis estadístico de las 
100 muestras pertenecientes al 2013 no mostró diferencias significativas por 
procedencia (Rioja Alta, Alavesa o Rioja Baja) para ninguno de los paráme-
tros analíticos evaluados. Tampoco en la campaña del 2012 se encontraron 
diferencias por esta causa.

no se observaron diferencias significativas entre los vinos “difíciles” 
que habían tenido problemas de elaboración (Vinos Problemáticos) y el res-
to de los vinos, salvo en el contenido en ácido málico, que fue significativa-
mente superior en los 20 vinos problemáticos evaluados procedentes de la 
campaña del 2013 (1,44 g/l) respecto al resto de vinos que no presentaron 
problemas (0,61g/l). esta diferencia podría reflejar que estas muestras “difí-
ciles” habían sufrido problemas durante la fermentación maloláctica (difícil 
arranque, progreso lento…).

el papel del sO
2
 en la prevención de la aparición del carácter “Brett” 

en vinos ha sido objeto de numerosos estudios en los que se ha señalado 
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los bajos niveles de sO
2
 en un vino como factor de riesgo del desarrollo de 

Brettanomyces (Barata et al., 2008; Du Toit et al., 2005; serpagi et al., 2012; 
Laforgue y Lonvaud-Funel, 2012). en los vinos analizados en este trabajo se 
observó que las muestras correspondientes al año 2013 tuvieron un conteni-
do de sO

2
 libre significativamente inferior a los vinos del año 2012 (Figura 1).

Figura 1. Parámetros analíticos de los 100 vinos tintos del 2013 y su 
comparación con los 100 vinos tintos del 2012. Con un asterisco los 
parámetros que muestran diferencias estadísticamente significativas 
(p<0,05).

3.2. Presencia de levaduras Brettanomyces en los vinos

Todos los vinos se analizaron para determinar la presencia de Bretta-
nomyces utilizando dos métodos de detección: PCR cuantitativa y método 
odorimétrico. La PCR cuantitativa permite no sólo determinar la presencia 
de Brettanomyces sino también cuantificar el grado de contaminación. La 
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PCR cuantitativa es una herramienta apropiada para detectar B. bruxellen-
sis viables-pero-no-cultivables (VBnC) en vino (Willenburg y Divol, 2012). 
Cuando B. bruxellensis entra en un estado viable-pero-no-cultivable o esta-
do latente, las células no pueden cultivarse mediante métodos convenciona-
les (incubación en placa en medios selectivos). De hecho, se estima que la 
población de VBnC en vinos secos podría ser 10 veces mayor que la pobla-
ción cultivable (millet y Lonvaud-Funel, 2000). Así pues, la cuantificación de 
VBnC Brettanomyces es importante por su potencial capacidad de revivir y 
multiplicarse, produciendo la alteración del vino.

La cuantificación de los niveles de Brettanomyces podría resultar im-
portante ya que la mera detección de la presencia de Brettanomyces en un 
vino no va necesariamente relacionada con la aparición de carácter “Brett”. 
Así, aunque en la bibliografía existe cierta controversia, se admite que existe 
riesgo de una excesiva acumulación de fenoles volátiles cuando los recuen-
tos de Brettanomyces en el vino superan 102-103 céls/ml (Renouf y Lonvaud-
Funel, 2005).

Por su parte, el método odorimétrico, utilizado en las bodegas por su 
simplicidad, estima el nivel de contaminación atendiendo al tiempo que 
transcurre desde la inoculación del test con la muestra de vino hasta la apa-
rición de olor característico que producen estas levaduras (carácter “Brett”). 
este test permite determinar la predisposición de un vino para desarrollar 
el carácter “Brett”. Así, se ha establecido una relación aproximada entre el 
número de Brettanomyces presentes en el vino y el tiempo que tarda en 
aparecer el olor anómalo característico en el medio inoculado (a menor 
tiempo transcurrido, mayor presencia de Brettanomyces en el vino) (Couto 
et al., 2005). Aunque se recomienda que la incubación del test se prolongue 
durante 10 días, los vinos con mayor riesgo de presentar carácter “Brett” dan 
respuesta positiva en los 4 primeros días de incubación.

La Figura 2 recoge el número de vinos de la campaña del año 2013 
clasificados como positivos o negativos atendiendo a los diferentes criterios 
aplicados en este trabajo: (1) presencia o ausencia de Brettanomyces por 
PCR cuantitativa, (2) presencia o ausencia de recuentos de Brettanomyces 
superiores a 102 céls/ml por PCR cuantitativa y (3) aparición de olor caracte-
rístico en el test odorimétrico antes de 4 días desde la inoculación. También, 
y para comparar ambas campañas, se recogen los resultados de los vinos 
del 2012.

 Cuando se considera la detección de Brettanomyces mediante PCR 
cuantitativa (criterio 1), en el año 2013 se encontraron 47 muestras posi-
tivas. este número fue notablemente superior al registrado en la campaña 
del 2012 con sólo 27 muestras de vino positivas. Las mayores dificultades 
durante la maduración y vinificación registradas en la campaña del 2013 
justificarían el mayor número de muestras con presencia de Brettanomyces, 
e indicarían que la calidad de la uva y la evolución de las fermentaciones 
podrían ser factores muy relacionados con la presencia en los vinos de estas 
levaduras alterantes (Garijo et al., 2015). También es necesario señalar que 
los vinos del 2013 tuvieron un contenido de sO

2
 libre significativamente 
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inferior a los vinos del 2012 (Figura 1). este dato corrobora la importancia 
del sO

2
 en el control de Brettanomyces.

Figura 2. Distribución de los vinos clasificados como Brettanomyces-positivos según los tres 
criterios utilizados, por año y origen (A: Rioja Alta; AL: Rioja Alavesa; B: Rioja Baja y P: vinos 
problemáticos), n: Vinos negativos.

Aplicando el criterio 1, los vinos procedentes de Rioja Alavesa presen-
taron un porcentaje de contaminación ligeramente superior al de los vinos 
de las otras zonas de procedencia. en 2013, el 50% de los vinos de Rioja 
Alavesa fueron catalogados como positivos por presencia de Brettanomyces. 
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en 2012 la proporción fue algo menor: en 7 de los 20 vinos analizados de 
esta zona se detectó Brettanomyces (35%). sin embargo, los vinos proce-
dentes de esta zona no fueron estadísticamente distintos al resto en ninguno 
de los parámetros químicos analizados. La causa de la mayor presencia de 
Brettanomyces en los vinos de esta zona podría atribuirse al hecho de que 
en Rioja Alavesa muchos vinos son elaborados mediante maceración carbó-
nica. Las características específicas de este proceso de vinificación (alta tem-
peratura, método de aplicación de sO

2
, elevada manipulación…) podrían 

favorecer la contaminación de los vinos con Brettanomyces y explicar así los 
mayores porcentajes hallados.

Cuando los vinos fueron analizados atendiendo al progreso de la vini-
ficación, encontramos que el mayor porcentaje de vinos alterados se corres-
pondió con aquellos que habían presentado problemas durante la fermenta-
ción: 12 de 20 en la campaña del 2013 (60%). en el año 2012, el porcentaje 
de vinos positivos encontrados entre las muestras problemáticas analizadas 
fue menor: 8 de 20 (40%). Otros autores han asociado la presencia de 
Brettanomyces con paradas o progresos muy lentos en la fermentación al-
cohólica y maloláctica (Dias et al., 2003; silva et al., 2004). La fermentación 
maloláctica es una etapa especialmente vulnerable para la contaminación 
con Brettanomyces al presentar los vinos bajos niveles de sO

2
 libre (Oelofse 

et al., 2008). Como ya se señaló anteriormente, en este estudio, los vinos 
problemáticos presentaron un contenido en ácido málico superior al resto 
de los vinos.

Cuando se considera el nivel de contaminación y se estiman como po-
sitivas las muestras con recuentos de Brettanomyces superiores a 102 céls/
ml mediante PCR cuantitativa (criterio 2), el número de vinos positivos se 
redujo hasta 45 en 2013. sin embargo, en el 2012 sólo 5 de los 100 vinos 
analizados presentaron niveles de contaminación por encima de 102 céls/
ml y todas estas muestras correspondían al grupo de vinos con problemas 
en la vinificación. estos resultados indican que, efectivamente, en campañas 
sanas y salvo en vinos con problemas, no sólo la frecuencia de vinos conta-
minados por Brettanomyces es baja sino que, además, la presencia de esta 
levadura no llega a alcanzar poblaciones que puedan originar defectos. sin 
embargo, en añadas difíciles no sólo la incidencia de Brettanomyces es ma-
yor sino que además los recuentos son elevados. De hecho en 2013, de los 
47 vinos en los que se había detectado Brettanomyces aplicando el criterio 
1, se encontraron recuentos superiores a 102 céls/ml en 45 de ellos.

Al comparar las características químicas de los vinos del 2013 clasi-
ficados como positivos y negativos según el criterio 2 (Figura 3), sólo se 
encontraron diferencias significativas en los valores de pH. Los 45 vinos 
positivos presentaron un valor de pH ligeramente inferior (3,66) al de las 
muestras consideradas como negativas (3,72). estos resultados contradicen 
lo indicado por otros autores quienes indican que los vinos con mayor valor 
de pH son más susceptibles de sufrir alteración por Brettanomyces (Dias et 
al., 2003). Aunque esos mismos autores también señalan que, efectivamen-
te, este no es el único factor implicado en el desarrollo de esta levadura.
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Figura 3. Parámetros analíticos de los vinos del 2013 calificados como 
positivos con recuentos por qPCR >102cél/ml Brettanomyces (n=45) o 
como negativos con recuentos <102céls/ml Brettanomyces (n=55). Con 
un asterisco los parámetros que muestran diferencias estadísticamente 
significativas (p<0,05).

La acidez volátil también presentó valores significativamente más ele-
vados en los vinos positivos frente a los negativos (0,46 y 0,41, respectiva-
mente), lo que podría indicar una alteración incipiente de estos vinos. Para 
el resto de los parámetros químicos analizados, los vinos con niveles de 
Brettanomyces superiores a 102 céls/ml por PCR cuantitativa fueron esta-
dísticamente indistinguibles de los vinos con poca o ninguna presencia de 
esta levadura.

Finalmente, al aplicar el método odorimétrico (criterio 3) en la deter-
minación de vinos positivos en Brettanomyces de la campaña de 2013, los 
resultados obtenidos fueron totalmente diferentes. el número de muestras 
positivas se redujo drásticamente a 13. esta disminución en el número de 
vinos positivos podría explicarse por las características de los métodos de 
detección empleados.
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 Así, la técnica PCR cuantitativa contabiliza el DnA de todas las célu-
las de Brettanomyces presentes en la muestra, ya estén vivas, muertas o se 
encuentren en estado VBnC, así como clones de esta especie incapaces de 
producir etilfenoles. Por su lado, el método odorimétrico sólo detecta como 
positivas las muestras de vino que presentan células vivas de Brettanomyces 
y que sean capaces de producir etilfenoles.

Por otra parte, de las 13 muestras de 2013 consideradas positivas por 
el método odorimétrico, 12 de ellas presentaron, efectivamente, recuentos 
claramente superiores a 102 céls/ml por PCR cuantitativa. sin embargo, hubo 
una muestra que, siendo positiva por el criterio odorimétrico, los recuen-
tos por PCR no alcanzaron las 102 céls/ml. Además, también se observó 
que vinos con altos recuentos en Brettanomyces, no desarrollaron carácter 
“Brett”. Así encontramos 5 muestras con recuentos superiores a 103 céls/ml, 
2 con recuentos superiores a 104 céls/ml e incluso 3 muestras con recuen-
tos superiores a 105 céls/ml en las que no se detectó el carácter “Brett” por 
odorimetría. este hecho parece indicar que aunque la presencia de microor-
ganismos viables es necesaria para la producción de fenoles volátiles (silva 
et al., 2004), la existencia de altas poblaciones de Brettanomyces en un vino 
no siempre se traduce en la aparición de defectos sensoriales y que otros 
factores podrían estar implicados. Así, diferentes autores han descrito que 
distintos clones de Brettanomyces presentan diferente capacidad en la pro-
ducción de etilfenoles (Coulon et al. 2010, Woolfit et al. 2007). en nuestro 
caso, el método de qPCR utilizado no es capaz de distinguir entre cepas 
de Brettanomyces (ni siquiera distingue las especies B. bruxellensis y B. 
anomalus). Además, la presencia de altos porcentajes de VBnC o células 
muertas (no distinguibles mediante qPCR) podrían ser la causa de esta falta 
de correlación. Por otro lado, la cantidad y naturaleza en el vino de com-
puestos minoritarios susceptibles de ser transformados por Brettanomyces 
en compuestos causantes de olores anómalos, podría ser otro factor de 
influencia (Agnolucci et al., 2009, Coterno et al., 2006).

Al considerar las características analíticas de los vinos de 2013 clasifica-
dos como positivos con el criterio odorimétrico (Figura 4), se encontraron 
diferencias estadísticamente significativas entre los vinos positivos y nega-
tivos para el pH, la acidez volátil, azúcares reductores y grado alcohólico. 
Puede apreciarse que los vinos con carácter “Brett” presentaban unos valo-
res de pH inferiores a los vinos que no desarrollaron este carácter (3,57 y 
3,71 respectivamente), así como mayores valores de acidez volátil (0,45 y 
0,38 g/l respectivamente). También presentaron menores niveles de grado 
alcohólico (13,23 los positivos y 13,69 los negativos) mientras que el conte-
nido en azúcares reductores fue superior (1,76 g/l en los positivos y 1,50 g/l 
en los negativos). el mayor contenido en azúcar y menor grado alcohólico 
de los vinos positivos se reflejó, consecuentemente, en una densidad sig-
nificativamente mayor que en los vinos negativos (0,9935 y 0,9926 respec-
tivamente). Por lo tanto, los vinos en los que el crecimiento de levaduras 
Brettanomyces provocó la aparición del carácter “Brett”, detectable por el 
método odorimétrico, eran vinos más ácidos, con mayor acidez volátil, más 
azúcares reductores y menor grado alcohólico.
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Figura 4. Parámetros analíticos de los vinos del 2013 calificados como 
positivos con olor a “Brett” por el método olorimétrico en < 4 días 
(n=13) o como negativos con olor a “Brett” por el método olorimétrico 
en > 4 días (n=87). Con un asterisco los parámetros que muestran dife-
rencias estadísticamente significativas (p<0,05).

Los vinos considerados como positivos y negativos (tanto con el criterio 
2 como con el criterio 3) no mostraron diferencias significativas en el con-
tenido en sO

2
 libre. sin embargo, los vinos del año 2013 considerados po-

sitivos con los criterios utilizados presentaron un contenido inferior en sO
2
 

que los vinos considerados negativos (Figuras 3 y 4), lo que podría señalar 
la influencia de los niveles de sO

2
 en la presencia y desarrollo de levaduras 

Brettanomyces (Barata et al., 2008; Du Toit et al., 2005; serpagi et al., 2012; 
Laforgue y Lonvaud-Funel, 2012)

Por otra parte, indicar que aunque en este estudio los vinos clasificados 
como positivos para el carácter “Brett” no presentaron diferencias significa-
tivas en los niveles de índice de polifenoles totales, sería necesario profun-
dizar en la composición de estos componentes del vino puesto que son los 
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precursores de los etilfenoles. en este sentido, la intensidad y tiempo de ma-
ceración, las condiciones de manipulación y la creciente aplicación de trata-
mientos enzimáticos en las prácticas enológicas encaminadas a la obtención 
de mayor intensidad colorante podrían ser las causas de la modificación en 
la composición de la fracción fenólica y proporcionar a Brettanomyces un 
sustrato transformable en etilfenoles y hacer al vino más susceptible a la 
aparición de carácter “Brett”.

5. concLusiones

Las condiciones climatológicas en las que tiene lugar una campaña 
influyen el desarrollo de la vinificación y, a su vez, en las características 
de los vinos finales obtenidos. Así, los vinos de la campaña conflictiva del 
2013 fueron marcadamente diferentes a los de la campaña del 2012, que 
había transcurrido con normalidad. Las diferencias se reflejaron no sólo en 
parámetros analíticos sino también en la incidencia y desarrollo de Bretta-
nomyces, que resultó mucho mayor en la campaña de 2013. Por lo tanto, 
campañas complicadas exigen una mayor atención al desarrollo de Bretta-
nomyces y la aparición de carácter “Brett”.

Los diferentes resultados obtenidos cuando se compara el número de 
vinos en los que Brettanomyces está presente, incluso a niveles superiores 
a 102 céls/ml, con los vinos que muestran carácter “Brett” en el test odori-
métrico, indican que la contaminación de un vino con esta levadura no es 
el único factor determinante de la alteración. De hecho, se han encontrado 
vinos con elevados recuentos de Brettanomyces (incluso superiores a 105 
céls/ml) que resultaron negativos en el test odorimétrico.

La diferente capacidad de los distintos clones de Brettanomyces pre-
sentes en el vino para producir alteraciones y la existencia de compuestos 
susceptibles de ser transformados por esta levadura en los etilfenoles res-
ponsables del carácter “Brett”, podrían ser determinantes.

en este estudio, los vinos clasificados como positivos en carácter “Brett” 
por odorimetría presentaron valores ligeramente inferiores de pH, pero su-
periores de acidez volátil, azúcares reductores y densidad así como menor 
grado alcohólico que los vinos negativos. sin embargo, no se encontraron 
diferencias en el contenido en polifenoles totales, si bien este resultado no 
significa necesariamente que la composición de esta fracción fenólica fuera 
la misma.

Puesto que la contaminación por Brettanomyces de los vinos no pa-
rece ser fácilmente evitable, ya que son muy raros los vinos en los que B. 
bruxellensis esté totalmente ausente durante todo el proceso de producción 
y aspirar a la completa ausencia de este microorganismo en el vino no es 
realista, especialmente en campañas conflictivas, el control del desarrollo 
del carácter “Brett” debería igualmente buscarse a través de los compuestos 
minoritarios del vino. Así, además de medidas tecnológicas para prevenir la 
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contaminación, desarrollo y crecimiento de Brettanomyces, resultaría nece-
sario controlar las prácticas enológicas que influyen en la composición de 
la fracción fenólica.
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