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PAPEL DEL AIRE EN LA DISEMINACION DE

MICROORGANISMOS ENOLOGICOS IMPLICADOS EN LA
CALIDAD Y SANIDAD DEL VINO

A.R. GUTIERREZ!, P. GAR[JO', E. OCON*
R. LOPEZ!, P. SANTAMARIA!, C. OLARTE?, S. SANZ*?

RESUMEN

Este trabajo es una reflexion sobre el papel del aire en la diseminacion de
microorganismos de interés enoldgico, tanto en la vifia como en la bodega.
Se basa en diferentes trabajos llevados a cabo por el grupo firmante en los
ultimos 5 anos, que han sido publicados o estan siendo revisados en revis-
tas cientificas internacionales. Se observé la presencia de todos los tipos de
microorganismos enolégicos tanto en el aire del vinedo como en el de la
bodega, siendo los mas abundantes los mohos y las levaduras. Se pudo
comprobar que el aire juega un importante papel en la inoculacién con
levaduras y bacterias durante las fermentaciones alcohdlica y malolactica, y
también que puede ser una via de diseminacion de microorganismos alte-
rantes por la bodega. Ademas se determiné que la presencia de mohos en
el aire de las bodegas esta directamente relacionada con su diseno.

Palabras clave: Bodega, aire, levaduras, mohos, bacterias ldcticas

This work is a reflection on the role of air in the dissemination of micro-
organisms of oenological interest, both in the vineyard as in the winery. It is
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based on different studies carried out by the signatory group during the past 5
years, which have been published or are under review in international scienti-
fic journals. It was showed the presence of all types of microorganisms of
oenological interest in the air from the vineyard and in the winery. The most
abundant microorganisms in the air were molds and yeasts. The air plays an
important role in inoculation, with yeast and bacteria, during the alcoholic and
malolactic fermentations, and may also be a route of dissemination of spoilage
microorganisms in the winery. It was also determined that the presence of
molds in the air of the wineries is directly related to their design.

Key words: Winery, air, yeasts, molds, lactic bacteria

1. INTRODUCCION

La elaboracion de vino es un proceso en el que tienen lugar una serie de
transformaciones microbiologicas complejas. La evolucion del mosto a vino
se lleva a cabo a través de la fermentacion alcoholica (FA), proceso realizado
por levaduras. A esta primera transformacion le sigue la llamada fermentacion
malolactica (FML), producida por las bacterias lacticas. Ambos procesos
microbiolégicos tienen una contribucion fundamental en la calidad final del
producto. Pero asociados a la elaboracion y conservacion del vino también
pueden estar presentes otros microorganismos (levaduras, bacterias y mohos)
que provocan alteraciones en la calidad del vino e incluso riesgos para la
salud del consumidor. El origen de estos microorganismos y la via por la cual
llegan hasta el mosto o el vino es una cuestion debatida desde hace tiempo,
pero en la actualidad se admite que tienen dos posibles origenes: la uva y el
material de la bodega (Fleet y Heard, 1993; Mortimer y Polsinelli, 1999). La
uva que entra en la bodega lleva adherida a la pruina, la capa cerosa que pro-
tege las bayas, una poblacién microbiana importante compuesta por levadu-
ras, bacterias y mohos. Pero también los materiales de la bodega
(despalilladora, estrujadora, tuberias, depdsitos...) aportan microorganismos,
y asi, a medida que el liquido va tomando contacto con los diferentes mate-
riales de la bodega, las levaduras, bacterias y mohos que han permanecido
sobre estas superficies, pueden pasar al medio y multiplicarse. La cantidad de
microorganismos presentes en las superficies y equipos dependen en ultima
instancia de los sistemas de limpieza empleados en cada bodega y también
de la naturaleza de las superficies (Pretorius, 2000).

Las levaduras asociadas a la vinificacion se pueden agrupar en dos cate-
gorias: Saccharomyces y No-Saccharomyces. En el primer grupo se incluyen
levaduras pertenecientes al género Saccharomyces y son los principales
agentes de la fermentacion alcohodlica (Beltran et al., 2002). La carga micro-
biana de la uva que entra en la bodega estd formada casi exclusivamente
por levaduras No-Saccharomyces, por lo que la inoculacion de los mostos
con Saccharomyces se produce principalmente a través del material de la
bodega. Rosini (1984) demostré que durante los meses siguientes a las vini-
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ficaciones, las levaduras Saccharomyces que han llevado a cabo las fermen-
taciones, permanecen en la bodega y colonizan las superficies de la misma
y la maquinaria. Pretorius (2000) indicaba que Saccharomyces cerevisiae es
la especie mayoritaria entre las que colonizan las superficies de las bodegas.

Las bacterias lacticas estan presentes durante todas las etapas de vinifica-
cion vy, al igual que las levaduras, entran con la uva y permanecen en el
equipamiento de las bodegas tras la FML (Fugelsang y Edwards, 2007). En
las primeras etapas de la elaboracion (mosto y FA) se encuentran en bajo
nimero y pertenecen principalmente a los géneros Lactobacillus y Pedio-
coccus. Sin embargo, a medida que avanza la vinificacion se seleccionan
so6lo las cepas resistentes al alcohol, que pertenecen principalmente a la
especie Oenococcus oeni, y que son los agentes de la FML.

Las primeras fermentaciones espontineas, tanto alcoholicas como malo-
lacticas, que tienen lugar en las bodegas cada campana, suelen ser mas lar-
gas que las que tienen lugar a continuacion. La explicacion podria estar en
la baja tasa de prevalencia de los microorganismos implicados entre campa-
fas sucesivas (Santamaria et al., 2008), y en la dificil adaptacion de los mis-
mos al medio liquido. Sin embargo, cuando la transformacion se inicia y
desarrolla en el primer depésito de la bodega, en el resto tiene lugar con
gran rapidez. La razén estaria en el aumento del nimero de microorganis-
mos que se produce en el primer depdsito y en su diseminaciéon por la
bodega a través del utillaje, insectos, y ..... probablemente el aire (las leva-
duras y bacterias podrian ser proyectadas desde los depositos a través del
CO, que se desprende durante las fermentaciones alcohélica y malolactica,
y diseminarse por la bodega mediante esta via).

Algunos microorganismos asociados a la vinificacion también pueden
producir alteraciones en el vino, o “enfermedades”. Controlar la contamina-
cién con estos microorganismos, su crecimiento y actividad, es esencial para
obtener un producto de calidad. Es ampliamente conocido en el sector viti-
vinicola que las enfermedades microbianas se transmiten a través del mate-
rial vinario convirtiéndose en auténticas epidemias infecciosas. A pesar de
conocer esta via de diseminacion, algunas alteraciones siguen produciéndo-
se de forma importante en todas las zonas vinicolas del mundo, lo que hace
pensar en la existencia de otras vias de propagacion todavia no confirma-
das, entre las que se podria incluir el aire.

En la actualidad los microorganismos que mas preocupan al sector eno-
logico mundial durante la conservacion de los vinos en bodega son las leva-
duras del género Brettanomyces/Dekkera, agente responsable de la
presencia de fenoles volitiles en los vinos (Silva et al., 2004), las bacterias
lacticas pertenecientes a los géneros Pediococcus 'y Lactobacillus, responsa-
bles de la formacién de aminas biégenas y carbamato de etilo, y los mohos,
principalmente de los géneros Aspergillusy Penicillium, responsables de la
presencia de Ocratoxina A (Belli et al., 2004) y del gusto a corcho en los
vinos (Silva Pereira et al., 2000).

Brettanomyces es un microorganismo ubicuo que llega a la bodega a tra-
vés de las uvas, el vino, depdsitos y equipos e incluso por medio de los
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insectos (Licker et al., 1999). Al contrario de otras levaduras encontradas en
los vinos, Brettanomyces tiene un crecimiento muy lento, que le impide
multiplicarse cuando hay otros microorganismos en el medio. Es por ello
que esta levadura se desarrolla sobre los vinos principalmente durante la
crianza en barrica, y suele alcanzar su maxima densidad de poblacion 5 6 7
meses después de la vinificacion (Fugelsang y Zoecklein, 2003). El desarro-
llo de estas levaduras en el vino conduce a la aparicion de olores fendlicos
y animales que recuerdan al cuero, sudor o establo.

La enologia moderna no solo exige elaborar vinos de calidad, sino tam-
bién vinos beneficiosos para la salud, libres de compuestos téxicos para el
organismo humano y por lo tanto libres de carbamato de etilo (Whiton y
Zoecklein, 2002), de aminas bidgenas, particularmente histamina (Lonvaud-
Funel A., 2001) y de Ocratoxina A.

Hay numerosas referencias acerca de los efectos negativos que la histamina
causa sobre personas sensibles, como dolor de cabeza, dificultades respirato-
rias, naudseas.... Por ello hay paises que recomiendan limites maximos para la
concentracion de histamina entre 2 y 10 mg/l. El carbamato de etilo es un
potente agente carcindgeno y la concentracion maxima recomendada es de 15
mg/l por la FDA de EE.UU. Es necesario, por lo tanto, establecer soluciones
para limitar su presencia. La fuente principal para la formacion de estos com-
puestos es la materia nitrogenada del mosto, y los agentes causantes son las
bacterias lacticas capaces de descarboxilar los aminodcidos precursores. La
Ocratoxina A es una toxina fingica presente en uvas y derivados, representa un
riesgo importante para la salud humana (Patino et al., 2007). Por otro lado, el
gusto a corcho ha sido reconocido como un serio defecto en los vinos embote-
llados. El 2,4,6 tricloroanisol (TCA) se ha identificado como la principal causa
de gusto a corcho en el vino, junto con otros compuestos clorados, que en
pequenas concentraciones producen olores desagradables. Su estructura y la
ausencia de precursores, presuponen una via microbiana en su generacion
(Sudrez e Inigo, 2004). Navascués (1998) encontrd que en todos los vinos alte-
rados con este defecto, el corcho estaba colonizado por mohos, siendo los mas
frecuentes Penicillium spp. La cantidad de compuestos organoclorados en los
vinos esta directamente relacionado con el grado de colonizacion del tapon de
corcho por el micelio.

La fase mas peligrosa del proceso de vinificacion en la que una “infeccion”
microbiana es mas dificil de controlar por el endlogo, es la que se produce en
el momento del embotellado. La contaminacion en este punto implica que si el
microorganismo alterante es capaz de multiplicarse en el vino embotellado, el
problema para las bodegas es muy importante porque se presenta cuando ya el
producto no estd bajo el control del bodeguero.

La monitorizacion de las poblaciones microbianas en cada etapa de la vinifi-
cacion, y en las distintas zonas de la bodega, es por tanto de gran importancia
para la calidad final del vino. Esta tarea se lleva habitualmente a cabo median-
te la combinacion de técnicas microbiologicas clasicas y de biologia molecular
que se aplicaban sobre microorganismos aislados de la materia prima, el pro-
ducto intermedio y el final (uva-mosto-vino), pero en ningin caso sobre el aire.
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Es necesario subrayar que para el estudio de alguno de los microorganismos
anteriores, la microbiologia clasica presenta limitaciones. Este es el caso de
Brettanomyces, para el que, por sus caracteristicas especiales, no existe un
medio de cultivo idoneo para su recuperacion, aislamiento e identificacion
desde poblaciones mixtas. Algo similar ocurre con los mohos, en los que su
identificacion por criterios morfologicos vy fisiologicos esta influida por las con-
diciones ambientales y requiere conocimientos especificos en taxonomia fingi-
ca. Las técnicas de biologia molecular se han convertido en herramientas
validas para solventar los problemas de identificacion de los microorganismos.
Otra metodologia utilizada para detectar la presencia de estos microorganismos
indeseables en el vino es el anilisis instrumental (Cromatografia de Gases/
HPLO), que detecta la presencia de los metabolitos generados por ellos, confir-
mando la existencia del problema cuando éste ya ha tenido lugar y por ello
carece de validez como método preventivo. Sin embargo, ni estos Gltimos
métodos instrumentales, ni las técnicas de biologia molecular son de facil utili-
zacion en las bodegas como método preventivo de los diferentes problemas
expuestos, aunque son fundamentales para la confirmacion del problema, y
también en investigacion. Por el contrario, el empleo de medios de cultivo elec-
tivo-diferenciales junto con un muestreador automatico del aire es una técnica
de facil empleo y manipulacion, y si se confirma su capacidad para detectar los
microorganismos de interés, seria de gran utilidad para el sector.

En la literatura consultada no se ha encontrado la aplicacion de esta tecnolo-
gia a las bodegas, aunque esta extendida en otras industrias alimentarias (Salus-
tiano et al., 2003) y hospitales (Landrin et al., 2005). Solamente Beech (1993) en
sidras encontré relacion entre la exposicion al aire y la contaminacion con leva-
duras Brettanomyces, y Connell et al. (2002), encontraron levaduras Bretia-
nomyces en muestras de aire procedentes de distintas zonas de una bodega
comercial. Sin embargo, el anilisis de la calidad microbioldgica del aire de las
bodegas no se ha utilizado ni sistematizado con anterioridad.

En el trabajo desarrollado por nuestro equipo de investigacion, se ha
estudiado la carga microbiana del aire de la vina y de diferentes zonas de la
bodega. Asi mismo, se ha correlacionado su composicion con la actividad
microbiologica que tiene lugar en las distintas instalaciones de la bodega
(dep6sitos, barricas, botellas, embotelladora) a lo largo del ano.

Estos estudios se vienen realizando desde el afno 2007 hasta la actualidad
y han contado con la financiacion del Gobierno de La Rioja a través del Pro-
yecto de Investigacion Fomenta 2007/04.

2. MATERIALES Y METODOS

El muestreo del aire se llevo a cabo utilizando un aerobiocolector ambien-
tal airlDEAL de Biomerieux, capaz de muestrear un volumen concreto de aire
(en nuestro estudio desde 100 a 3000 litros, segin el tipo de microorganismo
que se estuviera estudiando). El flujo de aire aspirado por una turbina, y que
previamente ha pasado un filtro para eliminar particulas, provoca el impacto
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de los microorganismos que contiene sobre una placa de petri con el medio
de cultivo adecuado, y posibilita la enumeracion de UFC (unidades formado-
ras de colonias) tras la incubacion del medio.

Los medios de cultivo utilizados fueron: Cloramphenicol Glucose Agar
(Biokar Diagnostics, France) para levaduras, Agar Czapek (Scharlau Micro-
biology, Barcelona, Spain) para mohos y MRS-Agar modificado (Scharlau
Microbiology, Barcelona, Spain) para bacterias lacticas. Para la deteccion de
levaduras Brettanomyces/Dekkera se utiliz6 el medio especifico para este
género DBDM (Rodrigues et al. 2001).

Tras la incubacion de las placas, en las condiciones adecuadas para cada
microorganismo, se procedi6 al recuento de UFC y el aislamiento de colonias
para su identificacion.

La identificacion de las levaduras se realizo utilizando PCR-RFLP de la
region 5.8S-ITS del DNA ribosomal (Esteve-Zarzoso et al. 1999). La identifi-
cacion de las levaduras aisladas se realizé por comparacion con el perfil de
restriccion de cada levadura obtenido en nuestro laboratorio (Ocon 2005) y
con los perfiles descritos en la bibliografia (Granchi et al. 1999; Guillamon et
al. 1998). La identificacion de los aislados de Brettanomyces bruxellensis fue
confirmada por nested PCR (Ibeas et al., 1996).

Los aislados del género Saccharomyces fueron identificados mediante anali-
sis de restriccion del DNAmitocondrial (mtDNA). El Polimorfismo en la Longi-
tud de los Fragmentos de Restriccion (RFLP) del DNA mitocondrial sirvié para
distinguir entre cepas de Saccharomyces cerevisiae (Pulvirenti y Giudici 2003).

Las bacterias aisladas fueron sometidas a tincion Gram y a estudio morfol6-
gico. Posteriormente, las colonias fueron analizadas por PCR para determinar su
pertenencia la grupo de bacterias lacticas (Van de Klundert y Vliegenthart,
1993). Los productos de esas PCR fueron purificados y secuenciados por
Macrogen Inc. facilities (Seoul, South Korea) para determinar las especies a las
que pertenece cada aislado. Por su parte, las especies de Oenococcus oeni fue-
ron confirmadas por el método de PCR especifico descrito por Zapparoli et al.
(1998) basado en la amplificacion de un fragmento del gen de la enzima malo-
lactica especifica de esta especie. Finalmente, la clasificacion de los clones de
Oenococcus oeni fue realizada via Pulsed Field Gel Electrophoresis (PFGE)
usando la enzima de restriccion Sfil y el sistema CHEF-DR II (BioRad), segin
método descrito por Birren y Lai (1993) modificado (Lopez et al., 2007).

Las colonias aisladas de agar Czapek fueron transferidas y desarrolladas
en placas del mismo medio hasta su identificacion. Para ello se utilizaron
criterios morfologicos basados tanto en su micelio vegetativo como en sus
estructuras formadoras de esporas (Samson et al., 1995). La identificacion
taxonoémica de los aislados se realiz6, pues, mediante la observacion
macroscopica y microscopica siguiendo los criterios establecidos en las
guias publicadas para cada género.
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3. RESULTADOS

A continuacién se resumen los principales resultados obtenidos por
nuestro grupo en esta linea de investigacion, estructurados en los trabajos
que han sido publicados o estdn en vias de publicacion.

3.1. Microorganismos de interés enologico en el aire de la vifia

En este trabajo se estudio la presencia y evolucion de levaduras y bacterias
lacticas en el aire de una vina, durante el periodo de maduracion de la uva, con
objeto de analizar el papel del aire en la diseminacion en la vina de estos micro-
organismos de interés enologico.

Para ello se tomaron muestras de uva de la variedad Tempranillo proce-
dentes de un vinedo acogido a la D. O. Ca. Rioja, durante las 4 semanas
anteriores a la vendimia. En el momento de la toma de muestras de uva, se
realizé igualmente el muestreo del aire de la vifa. Este procedimiento se
repitié en dos anos sucesivos.

El nimero de bacterias presentes en los racimos y en el aire de la vina
fue muy reducido, pero todas ellas pertenecian al grupo de bacterias lacti-
cas de interés enologico. En el caso de las levaduras, los resultados obteni-
dos indicaron que su presencia en el aire es mucho menor que la detectada
en los racimos. La mayoria de las levaduras No-Saccharomyces encontradas
en el aire de la vina son las mismas que las que se identificaron en los raci-
mos durante el periodo de maduracion de la uva, lo que sugeriria un posi-
ble intercambio de microorganismos entre ambos medios.

Este fue el primer estudio que analiz6 la composicion microbiolégica del
aire de una vina y el papel que este medio desempena en la diseminacion,
inoculacion, y contaminacion de las uvas con los microorganismos que par-
ticipan en la fermentacion. Si bien previamente, en la tesis doctoral de Pilar
Santamaria (2009), ya se sugirio al viento como posible vehiculo transmisor,
entre viledos proximos, de las cepas de Saccharomyces cerevisiae que lle-
gaban a las uvas y que posteriormente iniciaban las fermentaciones. Sin
embargo, en el presente trabajo no se pudieron aislar levaduras de esta
especie en el aire del vinedo.

Los resultados obtenidos en este estudio fueron publicados en la revista
European Food Research Technology (Garijo et al., 2011)

3.2. Microorganismos de interés enologico presentes en el aire de
la bodega durante el periodo de vinificacion

Inicialmente se estudi6 la presencia y evolucion de microorganismos de
interés enolégico (levaduras, bacterias lacticas y mohos) en el aire de una
bodega acogida a la D. O. Ca. Rioja durante el periodo de vinificacion (Sep-
tiembre-Diciembre).
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Los resultados obtenidos indicaron que la presencia en el aire de la bode-
ga de los distintos grupos de microorganismos estudiados, estd directamente
relacionada con el proceso de vinificacion que tiene lugar en la misma. Asi,
el nimero de mohos presentes en el aire disminuy6 una vez finalizada la
entrada de uvas en las instalaciones, el nimero maximo de levaduras en el
aire se encontré cuando todos los depésitos de vinificacion estaban fermen-
tando, y las bacterias lacticas no fueron detectadas hasta que comenzo la pri-
mera fermentacion malolactica. Las especies de levaduras identificadas
también estuvieron relacionadas con los procesos de vinificacion. La coinci-
dencia de las cepas de Saccharomyces cerevisiae presentes en los depositos
de vinificacion durante la fermentacion alcohdlica con las aisladas del aire,
confirman el papel de este Gltimo como vehiculo transmisor de microorga-
nismos durante la fermentacion alcohélica.

Los resultados obtenidos en este trabajo fueron publicados en la revista
International Journal of Food Microbiology (Garijo et al., 2008)

3.3. Levaduras presentes en el aire de diferentes zonas de la bode-
ga a lo largo del afio

A la vista de estos resultados, se considero conveniente ampliar el estudio de
la composicion microbioldgica del aire en una bodega, analizando, ademas de
la etapa de vinificacion, las fases de crianza y envejecimiento de vinos. Para ello
se realizo el andlisis microbiologico del aire durante todo el ano y en zonas
diferentes de la bodega en las que se llevaban a cabo distintas actividades.

Asi, mensualmente a lo largo de un ano (Febrero 2008-Enero 2009) se estu-
diaron las levaduras presentes en el aire de cuatro zonas diferentes de una
bodega (elaboracion, barricas, botellero y embotellado). Se identificaron 382
levaduras que fueron aisladas en dos medios de cultivo diferentes, un medio
genérico para levaduras y otro medio selectivo para Brettanomyces/Dekkera. Fl
mayor nimero de levaduras en el aire se encontré puntualmente en la zona de
vinificacion durante la época de vendimia. Sin embargo, la zona de embotella-
do fue la que presentd mayores recuentos de forma continua a lo largo del ano.

Las levaduras de la especie Saccharomyces cerevisiae solo se detectaron en
el aire de la zona de elaboracion durante las vinificaciones. La mayoria de las
levaduras aisladas pertenecian al grupo No-Saccharomyces, siendo los géneros
Sporidiobolusy Cryptococcus los predominantes en el aire, que ademas apare-
cieron de forma continua en todas las zonas estudiadas. Algunos géneros estu-
vieron mas presentes en determinadas zonas: Debaryomyces en barricas,
Candida y Sporidiobolus en el botellero. Los géneros Williopsis, Torulaspora y
Bullera se aislaron exclusivamente en el aire de la zona de embotellado. La
mayor diversidad se detecté dentro del género Cryptococcus, con 11 especies
distintas identificadas. La levadura alterante Brettanomyces/Dekkera no se
detect6 en ninguno de los muestreos realizados.

Estos resultados han sido publicados en la revista Food Control (Ocon et
al., 2013a).
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Con el objeto de confirmar la significacion de estos resultados, se repitio
este estudio en tres bodegas con antigiiedad y diseno diferentes. Asi, se
estudio la flora levaduriforme presente en el aire de cuatro zonas diferentes
de tres bodegas a lo largo de un ano (invierno, primavera, verano e invier-
no). El objetivo planteado fue caracterizar las levaduras presentes en estos
ecosistemas y compararlos con los datos obtenidos en el anterior estudio,
para evaluar la importancia del aire como vehiculo de transmision de leva-
duras alterantes.

Las areas de muestreo fueron: zona de elaboracion, embotelladora, botellero
y envejecimiento en barrica. Se identificaron un total de 367 levaduras proce-
dentes de dos medios de cultivo: 258 fueron aisladas desde un medio de culti-
vo genérico para levaduras y 109 aisladas de un medio selectivo para las
levaduras alterantes pertenecientes al género Brettanomyyces /Dekkera.

Los niveles de levaduras detectadas en el aire fueron reducidos, y los recuen-
tos encontrados tuvieron variaciones ligadas a la actividad enolégica desarrolla-
da en cada zona de la bodega: durante las vinificaciones aumento la presencia
de levaduras en el aire de la nave de elaboracion, y al embotellar aumenta la
poblacion en el drea de embotellado. Tal y como ocurria en el trabajo anterior,
la mayoria de las levaduras aisladas pertenecian al grupo de las No-Saccha-
romyces: Aureobasidium 'y Cryptococcus fueron los géneros dominantes en el
aire y se encontraron de forma continuada en todas las zonas analizadas de las
tres bodegas objeto de estudio. De nuevo, las levaduras de la especie Saccha-
romyyces cerevisiae solo se detectaron en el aire de la zona de elaboracion
durante el periodo de vinificacion. No se encontraron grandes diferencias entre
las distintas bodegas estudiadas, ni en cuanto al nimero de levaduras presentes
en el aire ni en los principales géneros identificados.

Al igual que ocurria en el trabajo anterior, en las tres bodegas analizadas,
el nimero medio de levaduras en aire mds elevado se encontré en la embo-
telladora, lo que la convierte en la zona de la bodega que necesita mayor
vigilancia. Sin embargo, el tipo de levaduras detectadas en ambos trabajos
no pertenecian a especies alterantes, por lo que su presencia en el aire no
supone a priori un peligro de contaminacion del vino que se estd embote-
llando. En una de las bodegas estudiadas, se detectd la presencia de leva-
duras alterantes Brettanomyces/Dekkera en el aire de la zona de barricas,
coincidiendo con el momento en que se trasegaba un vino que contenia
estas levaduras. Este hecho confirma que en las bodegas, el aire actda como
via de diseminacion de levaduras cuando se manipula el vino que las con-
tiene y sugiere que la manipulacion de vinos infectados se debe hacer con
precaucion para evitar su diseminacion por la bodega.

Este trabajo permitio establecer una primera descripcion de los niveles de
levaduras, de los géneros y especies habitualmente presentes en el aire de
las bodegas, y de los riesgos que pueden suponer en la estabilidad y altera-
cion de los vinos. Estos datos deberian ser confirmados con trabajos reali-
zados en otras zonas vitivinicolas.

Todos estos resultados han dado lugar a un trabajo que se encuentra
publicado en la revista Food Control (Ocon et al., 2013b).
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3.4. Bacterias lacticas presentes en el aire de bodega

También las bacterias lacticas del aire fueron objeto de estudio y asi se
analiz6 su presencia y evolucion en el aire de una bodega. El muestreo se
realizé durante el periodo comprendido entre Septiembre del 2007 y Julio
del 2008 en la nave de elaboracion. Los resultados obtenidos indicaron que
la presencia de bacterias lacticas en la atmosfera podia ser detectada en tres
momentos distintos del proceso de vinificacion, inicialmente cuando las
uvas entraban en la bodega, posteriormente mientras ocurria la fermenta-
cion malolactica y finalmente cuando se manipulaba el liquido que contenia
bacterias. Las especies y clones de bacterias lacticas identificadas, que fue-
ron aisladas del aire, coincidieron con las presentes en los depésitos de
vinificacion en todas las etapas de la elaboracion del vino.

Estos datos vuelven a incidir en la importancia del aire en la disemina-
cion de microorganismos durante las fermentaciones (en este caso, la fer-
mentacion malolactica), asi como en la importancia de la manipulacion de
vinos cargados de microorganismos.

Este trabajo y las conclusiones que de €l se derivan fueron publicadas en
la revista International Journal of Food Microbiology (Garijo et al., 2009)

3.5. Mohos presentes en el aire de bodega

Ademads de los microorganismos de interés enolégico directamente rela-
cionados con la elaboracion del vino, como son las levaduras y las bacterias
lacticas, también se estudio la presencia de mohos en el aire de las bodegas.
Al analizar este tipo de microorganismos en el aire, también se consideraron
factores de influencia como la época del ano, el punto de muestreo y el tipo
de actividad llevado a cabo en la bodega.

Los resultados obtenidos indicaron que ni el tipo de actividad ni las variacio-
nes de temperatura y humedad relativa son factores que determinen la presen-
cia de mohos en el aire. Para este grupo de microorganismos es el diseno de la
bodega el factor fundamental que condiciona su distribucién. Areas con escasa
ventilacion favorecen elevados niveles de humedad relativa y mayores recuen-
tos de mohos en el aire. La poblacion de mohos en estas zonas no fue muy
diversa, lo que indica que la colonizacion por cierto tipo de mohos, que se han
adaptado a las condiciones establecidas, es permanente. Areas con mayor ven-
tilacion, constante actividad y limpiezas frecuentes muestran menores niveles
de mohos en el aire, pero estos muestran una composicion mas variada.

Este trabajo, realizado en una Gnica bodega, fue publicado en la revista cien-
tifica Journal of Food Science (Ocon et al., 2011) y en la revista divulgativa del
sector Enoviticultura (Ocon et al., 2010).

A la vista de los resultados y viendo que el disefio de la bodega resultaba
ser el factor determinante en la presencia de mohos en el aire, se estimé con-
veniente ampliar el estudio a tres bodegas de diferente diseno, produccion y
antigtiedad.
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Los resultados obtenidos confirmaron que el diseno de la bodega es el factor
que condiciona los niveles de humedad relativa y temperatura, que a su vez
son los que determinan los recuentos totales de mohos en el aire. Sin embargo,
el diseno no influyé en la distribucion de los principales tipos de mohos (Peri-
cillumy Cladosporium) encontrados en las distintas zonas estudiadas.

La actividad llevada a cabo en cada una de las zonas de la bodega, princi-
palmente cuando tiene lugar la entrada de uva durante la vendimia y cuando se
manipulan materiales auxiliares, afecté al nimero total de mohos en el aire.
Senalar que la zona de embotellado registré puntualmente altos valores de
humedad relativa y recuentos importantes de mohos en aire. También pudo
establecerse una relacion entre la actividad de la bodega y el indice de diversi-
dad. Ademais, se encontré que las bodegas de mayor antigiiedad tenfan mayo-
res indices de diversidad que aquellas de construccion mas reciente.

Estos resultados han dado lugar a un trabajo sometido actualmente a revi-
sion para su publicacion (Ocon et al., 20130).

4. CONCLUSIONES

Recientemente algunas empresas han sugerido la conveniencia de intro-
ducir, en el sector enoldgico, sistemas para purificar el aire de algunas zonas
de las bodegas con el fin de prevenir las posibles contaminaciones micro-
bianas y los efectos negativos que €stas producen. Para justificar el empleo
de estos sistemas es necesario conocer la carga microbiana del aire de las
bodegas y su evolucion, a lo largo de distintas épocas del ano y en diferen-
tes zonas. Los Unicos trabajos sobre el tema son los realizados por Mandl et
al. (2008), en el que analizaron el contenido de mohos en el aire de distin-
tas bodegas austriacas y los llevados a cabo por nuestro grupo, comentados
anteriormente, y cuyas conclusiones se exponen a continuacion:

1.- El aire puede ser un agente diseminador de microorganismos en el
vifiledo, puesto que hubo un alto grado de coincidencia entre las levaduras
No-Saccharomyces detectadas en el aire y en las uvas. Sin embargo, no se
ha podido demostrar su papel diseminador de los microorganismos de inte-
rés enologico (Saccharomyces cerevisiae y Oenococcus oeni) al no detectar-
los en el aire en ninguno de los muestreos efectuados. Los bajos recuentos
con los que estos microorganismos aparecen sobre las uvas (datos que han
sido confirmados en muchos trabajos previos) podria explicar esta ausencia
en el aire del vinedo.

2.- La presencia de microorganismos enolégicos en el aire de las bodegas
estd relacionado con el tipo de actividad y las caracteristicas de cada zona.
Asi, el aire de la zona de elaboracion es el que mayor nimero de microor-
ganismos presenta tanto en cantidad como en diversidad, pero soélo duran-
te el periodo de vendimias, a diferencia de la embotelladora que tiene el
nivel medio mas elevado de microorganismos en el aire a lo largo de todo
el ano. Por su parte, el nivel de microorganismos en el aire de las naves de
barricas y botellero son muy reducidos durante todo el tiempo. La mayor
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parte de los microorganismos encontrados son mohos y levaduras, obser-
vandose niveles muy bajos de bacterias lacticas.

3.- En la zona de vinificacion, durante la época de vendimia, se observa
que con la manipulacion de la uva en la recepcion, las levaduras, bacterias
lacticas y mohos adheridas a ella pasan al aire en gran cantidad, pudiendo
diseminarse por esta via a través de la bodega. Posteriormente, durante las
fermentaciones alcohdlica y maloldctica, Saccharomyces cerevisiaey Oeno-
coccus oeni son detectadas en gran cantidad en el aire, lo que demuestra
que éste es un agente diseminador de estos microorganismos durante las
fermentaciones. Finalmente la manipulaciéon de vinos que contienen gran
cantidad de microorganismos es una fuente de expulsion de los mismos al
ambiente y una posible diseminacion por la bodega.

4.- La manipulacion del vino cargado de microorganismos y su disemina-
cion por la bodega puede ser positivo o negativo, en funcién de la natura-
leza de los microorganismos dispersados. Seria positivo en el caso de
Saccharomyces cerevisiae'y Oenococcus oeni porque sembraria los deposi-
tos adyacentes facilitando en ellos el inicio de las fermentaciones. Sin
embargo, también podria ser una via de diseminaciéon de microorganismos
alterantes, aspecto que se ha confirmado para la levadura Brettanomyces.
Por lo tanto, la manipulacion de los vinos debe hacerse con precaucion.

5.- Los elevados niveles de microorganismos (levaduras y mohos) encontra-
dos en el aire de la zona de embotellado, implica un riesgo de contaminacion
en la etapa final de elaboracion del vino sobre el que resulta dificil actuar con
posterioridad. Es esta zona en la que podria estar justificada una inversion en
sistemas de purificacion de aire. Sin embargo, la naturaleza escasamente alte-
rante de los géneros detectados en nuestros trabajos, minimizaria el riesgo.

6.- La presencia de los mohos en el aire de las bodegas esta relacionada
fundamentalmente con su disefo, el cual a su vez condiciona los valores de
humedad relativa, temperatura y grado de ventilacion. La composicion de la
poblacion de mohos presentes en el aire de una bodega se mantiene prac-
ticamente constante, con variaciones minimas segin actividad de cada zona
de la bodega y la antigiiedad de la misma.

Se confirma, por tanto, el papel del aire como via de diseminacion de
microorganismos en el entorno de una bodega.
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