
Biofilms de Brettanomyces bruxellensis: 
¿una forma de vida para aguantar 
presiones ambientales?

>>> La habilidad para formar biofilms es una estrategia 
de resistencia potencial, a pesar de que hasta ahora no 
se ha explorado mucho en la levadura contaminante 
del vino, Brettanomyces bruxellensis. Se estudió la 
capacidad de dos cepas para adherirse y formar 
biofilms en chips de acero inoxidable en el vino. Usando 
microscopía electrónica, se identificaron estructuras 
celulares particulares, tales como células filamentosas 
o estructuras tipo clamidosporas, potencialmente 
involucradas en la resistencia de B. bruxellensis. 
Además, se observaron células libres liberadas desde 
los biofilms, y se plantea la hipótesis de que esta sea 
una causa recurrente de contaminación en el vino. <<<

Un biofilm puede ser definido como una comunidad de 
microorganismos que están irreversiblemente adheridos 
a una superficie, relacionados, e insertos en una matriz 
autoproducida. Esta estrategia de crecimiento, que 
es ampliamente difundida entre los microorganismos, 
contribuye a su persistencia en varios ambientes a través 
de la resistencia al estrés y la colonización de superficies2. 
La capacidad de la levadura contaminante Brettanomyces 
bruxellensis para formar biofilms ha sido pobremente 
descrita en la literatura. Si la adhesión a las superficies 
de equipamientos de vinificación y las habilidades para 
desarrollar biofilms de B. bruxellensis fuesen probadas, 
podría permitirse el desarrollo de estrategias apropiadas 
para su remoción eficiente. En este contexto, el propósito 
de este trabajo fue primeramente evidenciar la forma 
de vida en biofilm de B. bruxellensis; en segundo lugar, 
visualizar sus variadas estructuras celulares por medio 
de observaciones microscópicas; y en tercer lugar, 
estudiar el impacto en el vino de los biofilms establecidos 
producidos por dos cepas de B. bruxellensis.

n Formación y estructura de biofilms en el vino

Las células de dos cepas seleccionadas (llamadas “11” y 
“14”, previamente aisladas de equipamientos de vinificación) 
fueron adaptadas a condiciones de vino tinto (concentración 
de alcohol y pH) como descrito por  Longin et al., 20163. 
Además, antes de la formación del biofilm, el uso de 
cultivos iniciadores permitió asegurarse de que las células 
estuviesen en el mismo estado fisiológico correspondiente al 
final de la fase exponencial, permitiendo una comparación 
precisa de la formación de biofilms de diferentes cepas 
en el vino. La formación de biofilms de B. bruxellensis 
en el vino fue estudiada en chips de acero inoxidable 
usando un protocolo adaptado de estudios previos4. 

Los chips de acero inoxidable de 25 mm × 25 mm 
fueron inmersos en 15 mL de vino tinto inoculado con 
5,0 × 105 UFC/mL de células. Después de incubar por 
7 y 14 días a 28 °C, las células fueron despegadas 
por sonicación, se determinaron las poblaciones de 
células cultivables en biofilm por medio de placas con 
medio YPD, y la estructura del biofilm fue observada por 
Microscopía Electrónica de Barrido (MEB).
La adhesión y formación de biofilms de ambas cepas en 
el vino fue monitoreada en los chips después de 2 h, 
24 h y 7 y 14 días de incubación usando el protocolo 
descrito previamente. Los cultivos de levaduras fueron 
inicialmente inoculados a alrededor de 106 UFC/mL 
(Tabla 1). La cepa 14 tuvo una tasa de adhesión débil de 
0,69 % luego de 2 h en el vino comparada a la cepa 11 
(5,69  %). Esta diferencia en la población se mantuvo 
a lo largo de 7 días, pero no al cabo de 14 días de 
incubación, pese a que luego no se observó crecimiento 
adicional de biofilm para ninguna de las cepas en el vino 
(Tabla 1). Esto sugiere que B. bruxellensis es capaz de 
adherirse y formar biofilms en ambientes hostiles como 
el vino, pero el crecimiento del biofilm es pobre luego de 
14 días de incubación. 

Figura 1. A) Observaciones por MEB de microcolonias de 7 días de cepas 11 y 14 desarrolladas en 
vino tinto en chips de acero inoxidable. Las magnificaciones fueron efectuadas a 500 x (desarrollo de las 
microcolonias en las superficies de acero inoxidable) y a 7000 x (células filamentosas y SPE indicadas 
por flechas blancas nº1 y nº2, respectivamente). B) Observaciones por MEB de microcolonias de 14 
días en cepa 14 desarrolladas en vino tinto en chips de acero inoxidable. Las magnificaciones fueron 
efectuadas a 7000 x (estructura tipo clamidospora indicada por una flecha blanca).
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Tabla 1. Crecimiento de las microcolonias en chip de acero inoxidable en vino para las cepas 11 y 14 
a 2 y 24 horas y 7 y 14 días. Los valores representan el promedio de tres replicados biológicos indepen-
dientes, asignados con desviación estándar (valores grises). El signo * indica diferencias significativas 
(ANOVA, p-valor ≤ 0,05) entre las 2 cepas a un momento puntual.
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En paralelo, observaciones en las cepas 11 y 14 
después de 7 días de incubación en chips de acero 
inoxidable revelaron la presencia de microcolonias que 
contenían células incrustadas en sustancias poliméricas 
extracelulares (SPE) (Figura 1A). Además, es importante 
notar que se observaron numerosas células filamentosas 
dentro de las microcolonias, las cuales hipotéticamente 
juegan un rol estructural dentro del biofilm (Figura 1A). 
Observaciones microscópicas también revelaron la 
presencia de estructuras más grandes que una célula 
de levadura usual, con paredes gruesas y derivadas 
de células filamentosas (Figura 1B). Tales rasgos son 
característicos de estructuras tipo clamidosporas, como 
se ha reportado previamente en C. albicans5.

n Impacto del vino en el biofilm de B. bruxellensis 

Primeramente, produjimos biofilms en chips de acero 
inoxidables en un medio YPD (como descrito previamente), 
y al cabo de 7 días de incubación, los chips con células 
adheridas en biofilms fueron transferidos al vino para 
estudiar el impacto del vino en biofilms de 7 días de 
B. bruxellensis. Dos tipos de células fueron enumeradas: 
(i) aquellas que se mantuvieron dentro del biofilm en 
los chips, y (ii) aquellas que fueron liberadas en el vino 
(Figura 2). Para ambas cepas, la cantidad de células 
dentro de los biofilms disminuyó significativamente 
después de 24 h, pero luego se mantuvo estable por hasta 
14 días (Figuras 2A y 2B). Como descrito previamente, 
la cepa 14 fue más negativamente afectada por el vino 
que la cepa 11. Además, se observó un fenómeno 
importante de liberación de células desde el biofilm 
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Figura 2. Comportamiento de las microcolonias en el vino para (A) la cepa 11 y (B) la cepa 
14. La población celular en el chip se expresa en log10(UFC/cm²) y la población celular lib-
erada en el vino en log10(UFC/mL). Las barras de error representan la desviación estándar 
entre tres réplicas independientes. Una letra diferente indica una diferencia significativa (ANOVA, 
p- valor ≤ 0,05).

tan pronto como 2 h después de la inoculación en el 
vino (a alrededor de 106 UFC/ mL) para ambas cepas 
(Figuras 2A y 2B). A partir de entonces, para la cepa 
14, se observó una disminución en el número de células 
liberadas por 24 horas antes de mantenerse estable por 
hasta 7 días. Esto fue seguido de un incremento en el 
número de células entre el día 7 y el día 14. Se observó 
el mismo comportamiento para la cepa 11, aunque a 
menor alcance.

n Conclusión

En este estudio, la habilidad de la levadura contaminante 
B. bruxellensis para formar biofilms en acero inoxidable 
fue demostrada en el vino. Tal como ha sido descrito 
para otros microorganismos6, la forma de vida en biofilm 
puede permitir a B. bruxellensis persistir en el vino y 
en ambientes relacionados con el este y, asimismo, 
representar una ruta importante para la contaminación del 
vino. Este tipo de desarrollo debe ser tomado en cuenta 
al momento de limpiar tanques o tuberías, porque una 
vez que un biofilm se ha formado, el proceso de limpieza 
puede ser menos efectivo, ya que el modo de vida en 
biofilm permite una mejor resistencia a las condiciones 
de estrés. Además, observaciones por MEB revelaron 
estructuras “tipo clamidosporas” que nunca habían sido 
reportadas en B. bruxellensis. Las clamidosporas han sido 
descritas como formas de resistencia en algunos hongos7, 
pero en las levaduras su rol nunca ha sido claramente 
identificado. Futuros trabajos deberían enfocarse en 
determinar la verdadera naturaleza y rol de estas 
estructuras “tipo clamidosporas” en B. bruxellensis, así 
como el rol de esta estructura en la persistencia de las 
levaduras contaminantes en la bodega. n


