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Resumen

Uno de los principales problemas a los que se enfrenta una bodega, es
referido a la calidad de los vinos. Uno de los parametros de mas dificil
control, es el microbiologico. EI mas temido, es la contaminacion por
levaduras del género Brettanomyces, pues pueden producir muy
rapidamente un deterioro acusado de la calidad del vino. Debido a los
métodos de procesado y embotellado, una contaminacién minima puede
rapidamente extenderse por todos los depdsitos del complejo, llegando a
afectar de forma crénica a los caldos de la bodega, con el subsiguiente
perjuicio econdmico. En una bodega de tamafo medio, el continuo control
que se realiza al vino, hacen posible una vigilancia del mismo en todas las
etapas, tratando de identificar aquellos parametros que pueden ser
coincidentes en el aumento/disminucion de las colonias de Brettanomyces, y
con ello realizar un nuevo protocolo de elaboracion del vino.

Abstract

One of the main problems facing a winery, is based on the quality of the
wines. One of the more difficult parameters to control is the microbiological.
The most feared, is contamination by Brettanomyces yeasts, they can
produce a sharp deterioration in the quality of wine very quickly. Because the
methods of processing and bottling, minimal contamination can quickly
spread all deposits of the complex, affecting chronically the wines of the
winery, with subsequent economic loss. In a medium-sized cellar, continuous
monitoring that is done to wine, make possible supervise it at all stages,
trying to identify those parameters that can be matched in the increase /
decrease of Brettanomyces colonies, and thereby make a new protocol
winemaking.

Resum

Un dels principals problemes als quals s'enfronta un celler, és referit a la
qualitat dels vins. Un dels parametres de més dificil control, és el
microbiologic. EI més temut, és la contaminacié per llevats del génere
Brettanomyces, doncs poden produir molt rapidament un deteriorament
acusat de la qualitat del vi. A causa dels metodes de processament i
embotellat, una contaminacié minima pot rapidament estendre's per tots els
diposits del complex, arribant a afectar de manera cronica, als vins del celler,
amb el subseglent perjudici econdmic. En un celler de mida mitjana, el
continu control que es realitza al vi, fan possible un control del mateix en
totes les etapes, tractant d'identificar aquells parametres que poden ser
coincidents en l'augment / disminucié de les colonies de Brettanomyces, i
amb aixo realitzar un nou protocol d'elaboracio del vi.

Palabras clave: Brettanomyces bruxellensis, Dekkera, vino, bodega,
sulfuroso, protocolo calidad



1. INTRODUCCION

Las levaduras del género Brettanomyces/Dekkera, son potencialmente
perjudiciales para una gran cantidad de alimentos liquidos pero su incidencia
adquiere importancia para el vino, especialmente durante el afiejado en
barricas, pues puede dar lugar a una reduccion de la calidad del vino
resultante. Se trata de un problema al cual, el mundo del vino ha tratado de
poner solucién, pero la misma es harto dificil, no sélo por las particularidades
del género, sino con unos kits que requieren de un entrenamiento previo
para su percepcion, la unica forma de deteccion efectiva, es el analisis por
medio de cultivo diferencial.

El vino es el producto de interacciones complejas entre levaduras y
bacterias en el mosto de uva. El origen de estos microorganismos y la via

por la cual llegan hasta el mosto es una cuestion debatida desde hace
tiempo, pero en la actualidad se admite que las levaduras y bacterias que
participan en las fermentaciones tienen dos posibles origenes: la uva y el
material de la bodega (Fleet y Heard, 1993; Mortimer y Polsinelli, 1999).
Dentro del grupo de las levaduras, cabe distinguir dos grupos, entre las no-
Saccharomyces, que colonizan la parte externa de los granos de uva,
conjuntamente con otros microorganismos; Y el conjunto de Saccharomyces

sp., que son los principales agentes de la fermentacién alcohdlica, (V.
Renouf et al., 2006). Una vez realizada la fermentacion alcohdlica, entran en

accion las bacterias que cursan la fermentacion malolactica. La carga
microbiana de la uva que entra en la bodega esta formada casi
exclusivamente por levaduras no-Saccharomyces, por lo que la inoculacién
de los mostos con Saccharomyces se produce principalmente a través del
material de la bodega (I.S. Pretorius, 2000). Las bacterias lacticas estan
presentes durante todas las etapas de vinificacién, y al igual que las

levaduras, entran con la uva y permanecen en el equipamiento de las
bodegas tras la fermentacion malolactica.

Las primeras fermentaciones espontaneas, tanto alcohdlicas como
malolacticas, que tienen lugar en las bodegas cada campafa, suelen ser
mas largas que las que tienen lugar a continuacioén. La razén podria estar en
el aumento de microorganismos que se produce en el primer depdsito, y en
su posterior diseminacion por la bodega, por lo que llegarian en gran
cantidad a los depdsitos posteriores.

Los estudios realizados hasta la fecha, se centran fundamentalmente, en
un control de las condiciones del laboratorio, para valorar la produccion de

los compuestos volatiles que le confieren al vino, su caracter Brett, (4-
etilfenol, 4-vinilguaiacol y 4-vinilfenol, fundamentalmente), (S. Benito et al.,
2009) y gracias a ello, han salido al mercado kits de laboratorio que permiten
a un catador entrenado, no soélo percibir la contaminacién por
Brettanomyces, sino también, la concentracion aproximada de la poblacion
de levaduras en el vino, (Sniff’ Brett©). La gran mayoria de estos estudios



realizados sobre el género Brettanomyces (o Dekkera, segun autores puede
ser usado indistintamente), ha sido realizado en condiciones controladas de
laboratorio. Pocos de los trabajos, han sido realizados in situ. Quizas debido
a la dificultad de control de condiciones en una bodega al uso

En este trabajo, tratamos de identificar los depdsitos contaminados por
Brettanomyces, una vez el mosto ha realizado la fermentacién malolactica, y
esta en condiciones de pasar a depoésitos de estabilizacion y/o barricas,
siguiendo la bibliografia editada, (S. Benito et al., 2009) y comprobar si
alguna de las caracteristicas fisico-quimicas del vino, conjuntamente con la
adicion de conservantes autorizados por la legislacién vigente, impide el

desarrollo de Brettanomyces en los depdsitos, con el objetivo de asegurar la
calidad del vino procesado en la bodega.

2. MATERIALES Y METODOS

2.1. Materiales

« Envases estériles para toma de muestras

« Mechero Bunsen

« Campana de flujo laminar

« Placas Petri de 50 mm de diametro, con soporte de siembra de
Millipore®

« Filtros de 47 mm de diametro y 0,45 pm de tamafo de poro, de
Millipore®

« Medio Wallerstein de Millipore®, para cultivo de bacterias y levaduras en
bebidas alcohdlicas. En ampollas de plastico de 2 ml. Composicion (g/l):
Digerido pancreatico de caseina: 5.0 g.; Extracto de levadura: 4.0 g.;
Dextrosa: 50.0 g.; Fosfato monopotasico: 0.55 g.; Cloruro potasico: 425.0
mg.; Cloruro célcico: 125.0 mg.; Sulfato magnésico: 125.0 mg.; Cloruro
férrico: 2.5 mg.; Sulfato de Manganeso: 2.5 mg.; Verde de bromocresol:
22.0 mg.

« Medio selectivo para el crecimiento de Brettanomyces de Millipore®. En
ampollas de plastico de 2ml. Composicion (g/l): Extracto de malta: 3.0 g.;
Extracto de levadura: 3,0 g.; Peptona: 5,0 g.; Dextrosa: 10.0 g;
Chloramphenicol (D.C.1.): 0.1 g.; Thiamine (D.C.1.): 0.01 g.; Cycloheximide
(D.C.1.): 0.1 g.; Gentamycin (D.C.l.): 0.05 g.; Chlortetracycline (D.C.1.): 0.1
g.

« Rampa de filtrado de Millipore®

» Pinzas

« Estufa

« Tira API 32C ® para la identificaciéon de Levaduras

» Espectrometro de Infrarrojo Winescan®, de FOSS, para la identificacion
de parametros en liquidos.

« pHmetro micro pH 2000, de Crison®



Oximetro de sonda polarografica para vino HI 9146V, de HANNA®
Destilador automatico para % alcohol DE2000, de TDI®

Valorador de SO2 libre y total ENO20 PLUS, de TDI®

Bureta

Vasos de precipitados

Probeta 1 1.

« NaOH 5N

H2S0O4 6,04M

I2 en solucién 0,02N

2.2. Método

Antecedentes: Metodologia de produccién y embotellado en la bodega.

Una vez realizada y verificada la fermentacion malolactica en los tanques
de fermentacion, y el vino se encuentra “terminado”, conforme a los criterios
del Director Técnico, y la Enodloga, el vino puede o no ser mezclado con
otros vinos procedentes de otros depdsitos para conseguir el resultado
deseado. Una vez realizado (0 no), este paso, es trasvasado, previo filtrado
por diatomeas, a los depdsitos de frio, donde permanece un minimo de 8
dias, antes de pasar a los depdsitos de estabilizacion, con otro filtrado por
diatomeas intermedio. En estos depdsitos es donde se realiza la adicion de
SO2, hasta conseguir niveles de efectividad, y no sobrepasar los fijados por
la ley, (actualmente, 150 mg/l para tintos, y 200 mg/l para rosados y
blancos). De aqui, una vez realizada y verificada la adicién de SO, se pasa
a embotellado, previo paso por filtros consecutivos con un tamafo de poro
de 3, 1y 0.45 ym, para asegurar, tanto la no inclusién de particulas y posos
en el vino, como el control microbioldgico del mismo, y evitar fermentaciones
en botella. Caso de no terminar el depdsito de estabilizacion en el
embotellado del lote, si por motivos de produccion no va a ser usado ese
vino en breve lapso, puede que el tanque de estabilizacion necesite ser
usado para otro vino, por lo que puede ser trasvasado a un tanque exterior,
con el cambio en las condiciones que representa, y quedar a la espera de
ser usado en un coupage, o en un pedido posterior del mismo tipo de vino.
También puede ocurrir que se encuentren varios depdsitos de estabilizacion
con el mismo vino. Los huecos (sic), se reunen y pasan a un solo tanque,
quedando a la espera de una orden de produccion.

Se establece un protocolo de toma de muestras por los distintos depdsitos
de la bodega, que en conjunto, conforman un total de 186 depdsitos, aparte
de los experimentales y las barricas. (Anexo I).

Debido a las caracteristicas de produccion de la bodega, se realiza un
primer muestreo, con el fin de establecer una muestra significativa, para
valorar el porcentaje de depésitos afectados.

En una segunda etapa, se traza hacia atras el producto embotellado
diariamente, con el fin de tomar muestras del depdsito de estabilizacién del
cual se estda embotellando, y éste a su vez, de que depdsito(s) de
fermentacion procede(n). Debido a las o6rdenes de produccion, y a los



tiempos que toma la estabilizacién, en ocasiones no ha sido posible llegar
hasta el depdsito de fermentacion.

Una vez recogidas las muestras, en el laboratorio de la bodega, y en la
campana de siembra, se filtran las muestras procesadas, y se siembran en
medios de cultivo selectivo de Brettanomyces. Se incuban, atendiendo a las
instrucciones del fabricante, durante 5 dias en estufa a 28°C, y se
contabilizan, caso que las hubiere, las colonias. Si en este primer recuento,
el resultado es negativo, se incuban 48 horas mas, y se vuelve a hacer un
recuento. Si el resultado en un primer momento hubiese sido positivo, se
observa la variacion en la poblacion de las colonias. Para nuestro trabajo,
tomaremos en consideracion las colonias finales al cabo de los 7 dias, para
descartar falsos negativos. Ademas, y segun el protocolo de la bodega, se
realiza un cultivo en medio Wallerstein de cada uno de los lotes
embotellados diariamente.

Al mismo tiempo que se hace la siembra, se realiza el analisis del vino por
espectrometria infrarroja, para tomar nota de las caracteristicas fisico-
quimicas del mismo, (Materias reductoras, acidez volatil y total, pH, grado
alcohdlico, acido malico, acido lactico), de las cuales soélo tendremos en
consideracion para este trabajo las materias reductoras, pH, y grado
alcohdlico, en atencion a la bibliografia previa. EI pH se confirma con un
pHmetro, y el grado alcohdlico con una destilacién de 1 I. de vino, y posterior
medida con un densimetro. La medida del densimetro, a la temperatura del
laboratorio en ese momento, se trasladara a 20°C, con ayuda de las tablas.

El anhidrido sulfuroso total se mide en mg/l. y para ello se realiza una
valoracion yodométrica, afnadiendo a una alicuota de 20 ml de vino, 2 ml de
NaOH 5N, tapando con film y esperar 5 minutos. Los azucares presentes en
el vino se combinan con el anhidrido sulfuroso. (fig.1). El objetivo de afadir
NaOH, es el de desplazar el equilibrio, pues es muy reversible, para liberar
el SO2. La capacidad de combinacién del SO2 con los azucares, es muy
pequena. Por ejemplo, 1 gramo de glucosa combina con s6lo 0.3 mg de SO2
cada 50 mg/l de SO2 libre. Toda adiciébn de anhidrido sulfuroso al vino,
tendra como consecuencia la combinacién de una parte de éste.
Inversamente, toda desaparicion de anhidrido sulfuroso libre por oxidacion,
tendra como consecuencia una disminucion de la fraccion combinada. Se
afiaden transcurridos los 5 minutos 2 ml de acido sulfurico 6,04 M, para
desplazar el anhidrido segun el equilibrio (fig.2). Se realiza la valoracién con
lodo 0,02 N.

O” OH
Rl
O OH
H

Fig. 1: Combinacién del anhidrido sulfuroso con azucares



SO,+H,0 < HSO; +H"
HSO; < SO +H*

Fig. 2: Ecuacién de equilibrio del anhidrido sulfuroso

El oxigeno disuelto se mide in situ, con el oximetro, de la misma muestra
que se ha hecho el cultivo, una vez completado el mismo.

3. RESULTADOS Y DISCUSION

El total de registros trazados correctamente que dieron algun resultado
positivo al analisis por Brettanomyces, en algun punto de la trazabilidad, se
encuentra representado en la tabla 1, (con la excepcion del vino blanco,
pues es el unico depdsito presente en la bodega en el momento del trabajo,
y era conveniente hacer un estudio sobre él). Los resultados se expresan en
la figura 3, donde se representa en escala logaritmica los valores obtenidos,
frente al numero de colonias de Brettanomyces observadas en los depdsitos.
La tabla con todos los resultados obtenidos de todos los depdsitos
analizados, se encuentra en el anexo ll.

Tabla 1: Resultados obtenidos del cultivo selectivo de Brettanomyces a 7 dias. En aras
de la proteccion de datos de la bodega, se han sustituido la identificacion de los depdsitos.
Cada linea trazada, ha recibido una numeracion, y dentro de cada linea, el depdsito 1 se
refiere al de fermentacion. El depdsito 2, al de estabilizacion. La b hace referencia al vino
embotellado. Todas las lineas se refieren a vinos tintos, excepto la linea 7 (vino blanco), y la
linea 8, (vino rosado).

_ Recuento SO Mat. EtOH | O
Linea Depésito Coloplas 7 Total pH | Reductoras (VIV) (ppm)
dias (mgfl) (g/l)

1 19 95,00 | 3,64 2,75 13,85 | 1,80

Linea 1 2 30 80,00 | 3,60 2,61 13,80 | 3,01
b 0 130 | 3,49 2,72 13,68 | 4,00

1 143 81,00 | 3,44 3,04 13,35 | 1,20

Linea 2 2 30 102,00 | 3,41 11,48 13,35 | 2,60
b 8 102,00 | 3,42 11,27 13,35 | 3,96

1 0 108,00 | 3,64 3,13 13,95 | 2,03

Linea 3 2 5 70,00 | 3,48 3,02 13,90 | 2,38
b 0 148,00 | 3,48 2,01 13,90 | 4,05

1 0 91,00 | 3,64 3,24 13,50 | 2,16




] o Recuento SO Mat. EtOH | O
Linea Depdsito Coloplas 7 Total pH Reductoras (VIV) (ppm)
dias (mgll) (a/)

Linea 4 2 53 110,00 | 3,55 3,11 13,45 | 2,03
b 0 121,00 | 3,55 2,77 13,40 | 3,70

1 7 83,00 | 3,60 3,03 13,25 | 1,02

Linea 5 2 4 69,00 | 3,53 2,97 13,15 | 2,57
b 0 124,00 | 3,53 2,97 13,08 | 4,42

1 24 88,00 | 3,58 3,08 13,60 | 1,42

Linea 6 2 20 85,00 | 3,55 3,01 13,55 | 2,01
b 0 118,00 | 3,47 3,05 13,87 | 3,46

1 0 85,00 | 3,29 1,88 11,65 | 1,23

Linea 7 2 0 105,00 | 3,22 1,48 11,10 | 1,89
b 0 122,00 | 3,22 0,96 11,10 | 3,97

1 7 77,00 | 3,46 2,74 13,80 | 1,28

Linea 8 2 0 120 | 3,10 5,95 12,00 | 3,84
b 0 153 | 3,60 11,00 13,10 | 4,00

1 9 89,00 | 3,67 3,19 13,60 | 1,52

Linea 9 2 27 116,00 | 3,42 6,37 13,35 | 2,90
b 0 120,00 | 3,39 6,00 13,30 | 3,46

1 0 75,00 | 3,62 2,70 13,90 | 2,02

Hinea 2 167 83,00 | 346 | 345 | 14,00 | 446
b 0 105,00 | 3,45 2,93 13,20 | 4,32
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Fig.3. Recuento de colonias en medio diferencial de Brettanomyces, (triangulo), frente a
(escala logaritmica), concentracion de SO (cuadrado), pH (circulo amarillo,linea rayas),
materias reductoras (rombo), grado EtOH (triangulo invertido) y O2 disuelto (circulo morado,

linea puntos).
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Concentrandonos unicamente en los vinos tintos, pues tanto el blanco,
(linea 7), como el rosado (linea 8), no presentan sustrato suficiente para el
crecimiento de Breftanomyces, como se puede comprobar en el numero de
u.f.c. respectivo, se puede apreciar que:

« Con la excepcion de un caso, (con anomalias registradas en el
embotellado: por orden expresa del cliente, no se estabilizé el vino, pues
debia ser facturado en 24 hrs. asi que se afiadi6 SOz y se embotelld
directamente), a las botellas no llega contaminacion por Brettanomyces ni
por levaduras y/o bacterias lacticas que crezcan en medio Wallerstein®

« Eliminando los referidos al blanco y rosado, en un 50% de los casos,

existe mas contaminaciéon en los depdsitos de estabilizacién que en los de
fermentacion. Esto puede ser debido a:

a. Mala praxis en la limpieza

b. Relleno de huecos procedente de diversos depdsitos, alguno de ellos

contaminado

c. La no adicion de SO, en cantidad suficiente en el depdsito de

adiciones, para garantizar su accion bacteriostatica

« El contenido en O:2 disuelto va aumentando conforme el vino pasa por

los distintos depdsitos, siendo siempre superior en la botella que en los
depdsitos. Esto es debido a los fendbmenos de aireacién que se producen
en los trasvases y en el proceso del embotellado.

« No aparenta que ningun parametro afecte de forma unica al aumento/
disminucién del numero de colonias. Ni siquiera la adicion de SOz, pues en
todos los casos nos encontramos por encima del nivel referido por la
bibliografia como bacteriostatico. (S. Benito et al., 2009). La referida
sinergia de los distintos factores quimicos, deberia bastar para garantizar
un no crecimiento bacteriano y/o de levaduras.

4. CONCLUSIONES

a. No se puede establecer con rigurosidad, en un espacio de tiempo de
cuatro meses, la interferencia de parametros quimicos por si mismos,
con la inhibicion del crecimiento de Brettanomyces en los depdsitos de la
bodega. Son necesarios estudios mas minuciosos, con identificacion de
las colonias positivas en medio diferencial por PCR.

b. Existe un parametro no quimico que es comun, y que es determinante
en la desaparicion de las levaduras. En el vino embotellado no hay casos
de contaminacién de ningun tipo ya sea por Brettanomyces, ni por
cualquier bacteria lactica y/o levadura, que crecen en medio
Wallerstein®. En todos los casos, y debido al control microbioldgico de la
bodega, en el periodo del trabajo, los test microbioldégicos sobre producto
terminado, dieron como resultado crecimiento nulo. Esto es debido a los
filtros fisicos de 3 ym, 1 ym y 0.45um, puestos en serie antes de la
embotelladora, y al protocolo de limpieza de la embotelladora.

c. La estabilizacion por frio durante 8 dias en tanques isotermos, debe
de influir en el proceso, (S. Benito et al., 2009), reduciendo la carga

11



microbiolégica del vino e inactivando una gran cantidad de la misma. Sin
embargo una vez estabilizado, resulta paraddjico que al menos el 50%
de los tanques de estabilizacion con vino tinto, tengan mas carga que los
de fermentacién de los que proceden. Esto es un indicador de una
contaminacién persistente en los tanques. Ya sea porque los tanques
aun no han sido vitrificados y la limpieza no es exhaustiva. O porque al
no haber flora competitiva, pues ha sido afectada por la estabilizacion en
frio, s6lo se depende de la adicion de SO2 para evitar la proliferacion de
Brettanomyces.

d. Las condiciones en laboratorio, distan mucho de ser las condiciones
de trabajo en bodega, por lo que representa mayor dificultad en el control
de Brettanomyces.

Una vez tomadas estas consideraciones y puestas en conocimiento del

Director Técnico, se elabora un posible plan de actuacion que consiste en:

1. Actualmente, se esta vitrificando la totalidad de los depdsitos de
estabilizacion, lo que conllevara una mayor facilidad en su limpieza y
desinfeccidn con sosa.

2. Se debe de prestar una mayor atencion a la limpieza de los depdsitos,
realizando controles exhaustivos que verifiquen la misma, tal y como se
hacen en otros puntos de la linea de produccion. Esto implica un cambio
en el protocolo de limpieza y desinfeccion. Las barricas deben de
considerarse como un depdsito mas. Hay que incluirlas en la verificacidon
de desinfeccion.

3. Una vez establecidas de forma rutinaria las verificaciones, se puede
disminuir la carga microbiolégica que llega a los depdsitos, con un
fitrado mecanico una vez el vino ha terminado la fermentacion
malolactica, como paso previo a su estabilizacion. Esta filtracion no
afecta a las cualidades organolépticas del vino, pues no influira mas que
en el contenido de posos y carga microbioldgica.

4. Como se aprecia en el embotellado de la linea 2, el filtrado por si
mismo no garantiza que no lleguen levaduras a botella/barricas. Puede
deberse a que el filtro se colmate, o que el SO2 no ha tenido tiempo
suficiente para actuar. La sinergia de todos los factores quimicos ha sido
estudiada por otros autores (S. Benito et al.,, 2009), y se aplica
ampliamente en bodegas. Se deberia comprobar la sinergia del filtrado
previo con los factores quimicos.

5. Este paso previo, y verificada su efectividad a medio plazo, puede dar
lugar a la posibilidad de una disminucién del contenido de SO2 en el vino,
pues su objetivo quedaria en parte cubierto por la filtracion previa. Esto
conlleva a la elaboracion de vinos de mas calidad y que conlleven menos
peligros para la poblacién de riesgo, asmaticos en particular, principal
diana toxicoldgica del SO2, (Vally H. y Misso N.LA., 2012).

5. AGRADECIMIENTOS
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7. ANEXOS

. Protocolo de deteccion de Brettanomyces en bodega

Se elimina toda referencia a planos de la bodega y material sensible:
1. Objetivo

El presente protocolo tiene como objeto establecer la toma de muestras y
la deteccion temprana de Brettanomyces.

2. Alcance

Se analizaran todos los depésitos presentes en la empresa, asi como un
muestreo proporcional en barricas

3. Metodologia

Segun plano de emplazamiento de depdsitos de la bodega, se trata de
hacer un muestreo diario de los depdsitos, subdividiendo por zonas la
bodega. Cada dia previa reunion con endlogo y director de produccion, se
anotaran los depdsitos que contengan producto susceptible de ser
analizado. Los vinos sulfitados, se debe esperar 10-15 dias hasta el analisis.

Depdésitos Exteriores: (Registro 1):

« Lunes: Cuadrante superior izquierda, comprendido entre los depdsitos
xay xb.

« Martes: Cuadrante superior derecha, comprendido entre los depdsitos
xc y xd, excluido el aa

« Miércoles: Cuadrante inferior izquierda, comprendido entre los
depdsitos xe y xf.

« Jueves: Cuadrante inferior derecha, comprendido entre los depdsitos

Xg'y Xi.

Depositos interiores: (Registro 2)

« Viernes: Todos los depdsitos desde el ay al az.

Barricas

Al menos una vez cada x dias, se realizara también en barricas. Previa
consulta con enodlogo y director técnico, se determinara, atendiendo al tipo
de vino y barrica.

Atendiendo al kit utilizado, se realizara una metodologia u otra:

3.1. Protocolo DOLMAR Sniff'Brett:
3.1.1. En Deposito:
Material:
» Bote analisis estéril,
« Mechero Bunsen,
« Sniff’ Brett,
» Estufa a 30°C
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Toma de muestra de vino del depésito:

« A ser posible, y aunque no lo contemple el procedimiento
oficial, pasar la llama por la boca de toma de muestras.

« Realizar la toma de la parte inferior del depdsito

« Descartar 50 ml.

« Tomar 20 ml de vino en recipiente estéril bajo llama.

« Inocular los 20 ml de muestra en recipiente Sniff’ Brett,
bajo llama.

« Cerrar envase bajo llama.

+ Incubar a 30°C en estufa

Andlisis de resultados:

« Cada dia, se observara la evolucion, cumplimentandose la
ficha de control (Registro 3)

« Observar y anotar turbidez en zona inferior del envase.
(Indicador positivo previo de crecimiento, generalmente 24-48
horas antes de aparecer el olor)

« Abrir el envase y detectar presencia de olor caracteristico,
(cuero, caballo, tinta...)

« La analitica finaliza al detectar el olor, (positivo a
Brettanomyces), o, si transcurridos 10 dias del comienzo del
analisis no aparece, (negativo a Brettanomyces)

3.1.2. En Barrica:

Material:
- Bote de analisis esteéril
« Mechero Bunsen
« Sniff’ Brett
« Virutas
« Alcohol 70%

« Estufa a 30°C.

Toma de muestra de vino de la barrica:

« A ser posible, y aunque no lo contemple el procedimiento
oficial, pasar la llama por la boca de toma de muestras. Si no
es posible pasar la llama, se trabajara bajo llama.

+ Descartar 50 ml.

« Tomar 20 ml de vino en recipiente estéril bajo llama.

« Inocular los 20 ml de muestra en recipiente Sniff’ Brett,
bajo llama.

« Anadir 2-3 gramos de virutas de madera, bajo llama
+ Anadir 0.5 ml de Alcohol 70%, bajo llama.

« Cerrar envase bajo llama.

« Incubar a 30°C en estufa

3.1.3. Analisis de resultados:
« Cada dia, se observara la evolucién, cumplimentandose la
ficha de control (Registro 3)
« Observar y anotar turbidez en zona inferior del envase.
(Indicador positivo previo de crecimiento, generalmente 24-48
horas antes de aparecer el olor)
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« Abrir el envase y detectar presencia de olor caracteristico,
(cuero, caballo, tinta...)

- La analitica finaliza al detectar el olor, (positivo a
Brettanomyces), o, si transcurridos 16 dias del comienzo del
analisis no aparece, (negativo a Brettanomyces)

« En este caso, es posible que se necesiten mas de 10 dias
para la aparicion del olor. Se recomienda continuar hasta los 16
dias

3.1.4. Alternativa para validar:

« Realizar la toma de la parte inferior del depédsito/barrica.

« Pasar llama por boca de toma de muestra, si no se puede,
trabajar bajo llama.

« Descartar los primeros 50 ml.

« Tomar muestra en envase estéril, bajo llama.

Cerrar y cubrir
« Trasladar al laboratorio y continuar en campana y bajo llama.
Tomar 20 ml de vino en recipiente estéril bajo llama.

« Inocular los 20 ml de muestra en recipiente Sniff’ Brett, bajo
llama.

« Si es toma de barrica, entonces anadir 2-3 gramos de virutas
de madera y 0.5 ml de alcohol al 70%, bajo llama.

« Cerrar envase bajo llama.

+ Incubar a 30°C en estufa

3.1.5. Interpretacion de resultados:

DIAS NECESARIOS POBLACION

PARA POSITIVO ESTIMADA g
>10 dias / No Aparece
(16 dias si se trata de Ausencia en 20 ml Repetir en 30 dias
barrica)
10 dias (Si se trata de
barrica, continuar hasta | Muy débil (= 1 lev/ml) Repetir en 15 dias
los 16 dias)
8 dias Débil (= 10 lev/ml) Repetir en 7 dias
, : Repetir inmediatamente
6 dias Media (10 Repetir tras 5 dias
] Significativo (10 Método de tratamiento
4 dias . .
lev/ml) validado por endlogo/
Dir. Técnico.
Repetir analisis al cabo
2 dias Fuerte (10 de unos dias. Si se
sulfita, esperar 10-15
dias.
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3.2. Protocolo Merck-Millipore

Ya sea en depdsito o barrica se procedera de la siguiente forma:
Material:
« Envase de andlisis,
« mechero Bunsen, embudo de filtrado, filtro de 0.45 ym y 47 mm o,
Placa Petri con soporte, medio de cultivo selectivo Millipore®©.
Toma de muestra:
« Realizar la toma de la parte inferior del depésito/barrica.
« Pasar llama por boca de toma de muestra, si no se puede,
trabajar bajo llama.
« Descartar los primeros 50 ml.
« Tomar muestra en envase estéril, bajo llama.
 Cerrary cubrir
« Trasladar al laboratorio y continuar en campana y bajo
llama.
« Filtrar muestra a vacio, usando filtro de 0.45 ym y 47 mm
@. Bajo llama
« Inocular medio de cultivo especifico Brettanomyces en el
soporte de la placa Petri. Bajo llama
« Una vez filtrado el vino, depositar el filtro encima del
soporte impregnado del medio de cultivo. Asegurarse que
todo el filtro esta en contacto con el soporte. Bajo llama.
« Cultivar a 28 °C, durante unos 5-7 dias.
« Las colonias aparecen pequefias, de color blanco y
cremosas.

3.2.1. Analisis de Resultados:

« Se cumplimentara la ficha correspondiente, (Registro 4).

« La primera lectura se establece a los 5 dias.

« Una segunda lectura alos 7 dias, para descartar falsos negativos.

3.2.2. Interpretacion de resultados

POBLACION
DIAS CULTIVO ESTIMADA ACCION

Ausencia Esperar 48 h

5 dias
Presencia Comunicar Dir. Técnico
Ausencia Descartar

7 dias
Presencia Comunicar Dir. Técnico

4. Registros

4.1. Registro 1 Plano de Depositos Exteriores
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4.2. Registro 2 Plano de Depositos Interiores
4.3. Registro 3 Ficha Control Sniff’ Brett Depdsitos

Identificacion Fecha Dia § Dia 7
Fecha Fecha
Negativo Negativo
Positivo Recuento: ] Positivo Recuento:
Fecha Fecha
Negativo Negativo
Positivo Recuento: l Positivo Recuento: l
Fecha Fecha
Negativo Negativo
Positivo Recuento: I Positivo Recuento: [
Fecha Fecha
Negativo Negativo
Positivo Recuento: ] Positivo Recuento: l
Fecha Fecha
Negativo Negativo
Positivo Recuento: l Positivo Recuento: l
4.4. Registro 4 Ficha Control Millipore
Identif. Fecha Dia1 Dia2 Dia3 Dia 4 Dias Dia 6 Dia7 Dia 8 Dia® Dia 10
Fecha Fecha Fecha Fecha Fecha Fecha Fecha Fecha Fecha Fecha
T O T T o T O T O: T O T o T o T O T O:
Fecha Fecha Fecha Fecha Fecha Fecha Fecha Fecha Fecha Fecha
14 O T 14 O |T O: |T OZllT: O: |T O: |T O: T O: |T O:
Fecha Fecha Fecha Fecha Fecha Fecha Fecha Fecha Fecha Fecha
T O T T o T o T O |T O T O T [o 3 O T O:
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ositos

ra

Los numeros de los depdsitos se han alterado por confidencialidad

Il. Tabla de datos de los dep

Identificacion Fecha Dia 5 Dia 7 Fecha Andlisis T SO SO pH AcVol AcTot lat. Reductorg Ac. Malico | Ac. Lactico EtOH 02 Notas
Fecha 5/05/14 Fecha 7/05/14
X01 29/04/14 Negativo _ Negativo _ _ 29/04/14 19,5 29,00 80,00 3,72 0,53 5,61 3,06 0,19 1,38 13,60 1,50
Positivo | ¥ _mmn:m:,o“ _nm Positivo v _ Recuento: _mm
Fecha |5/05/14 Fecha 7/05/14
X02 29/04/14 Negativo _ Negativo v _ 29/04/14 20° 19,00 117,00 3,74 0,51 5,28 3,14 0,31 1,27 14,30 1,56
Positivo Recuento: Positivo Recuento:

Fecha |7/05/14 Fecha  [9/05/14
X04 02/05/14 Negativo | ¥ _ Negativo | & _ 2/05/14 20,0 30,00 90,00 3,62 0,46 5,97 3,04 0,27 1,13 13,90 1,80
Positivo __Nmn:m:»o“ _ Positivo _ Recuento: _
Fecha  |7/05/14 Fecha  |9/05/14
X05 02/05/14 Negativo _ Negativo _ 2/05/14 19,5 31,00 71,00 3,65 0,48 5,49 3,18 0,16 1,13 14,00 2,18
Positivo _uu Posivo | & _ Recuen _mw
Fecha  |7/05/14 Fecha  |9/05/14
X06 02/05/14 Negativo _ Negativo _ 2/05/14 20,0 26,00 80,00 3,74 0,51 5,55 3,32 0,20 1,31 14,60 1,60
Positivo | & _xmncoz.o” _» Positivo | & _ Recuento: _mm
Fecha 12/05/14 Fecha 14/05/14
X07 07/05/14 Negativo _ Negativo _ 7/05/14 19,5 22,00 80,00 3,61 0,51 5,85 3,04 0,48 1,25 13,10 1,87
positvo | o |F _.\o Posivo | & _ Recuen _uo
Fecha  |12/05/14 Fecha  |14/05/14
X08 07/05/14 Negativo 4 Negativo 7/05/14 20,0 32,00 89,00 3,67 0,49 5,53 3,19 0,31 1,37 13,60 1,52 VAALY13
Positivo |Recuento: |0 Positivo | o |Recuento:
Fecha  |12/05/14 Fecha  |14/05/14
X09 07/05/14 | Negativo | ¥ | Negativo | o | 7/05/14 21,0 29,00 75,00 3,82 0,49 5,12 2,91 0,21 143 14,10 1,24
Positivo “. _ Positivo _ Recuen _
Fecha  |14/05/14 Fecha  |16/05/14
X10 09/05/14 Negativo _ Negativo _ 9/05/14 20,5 24,00 68,00 3,61 0,53 6,14 3,05 0,45 1,20 12,60 1,19
Positivo | & __»oncoz.o“ _wm Positivo | & _ Recuento: _wm
Fecha 14/05/14 Fecha 16/05/14
X1 09/05/14 Negativo _ Negativo _ 9/05/14 20,0 25,00 64,00 3,65 0,53 6,06 3,06 0,51 1,20 13,10 1,56
positvo | & [Recuento:[15 | Positivo | ¥ [Recuento:[15
Fecha  |14/05/14 Fecha  |16/05/14
X12 09/05/14 | Negativo | & [ Negativo | o | 9/05/14 22,0 30,00 74,00 3,54 0,42 5,88 2,21 0,54 112 13,30 2,58
Positivo |F _ Positivo _ Recuen _
Fecha  |28/05/14 Fecha 30/05/2014
X13 23/05/14 Negativo _ Negativo _ 23/05/14 20,0 22,00 85,00 3,64 0,48 6,19 3,13 0,53 1,22 13,95 1,89
Positivo | & __»oncoao“ _mn Positivo | & _ Recuento: _mo
Fecha 30/05/2014 Fecha 2/06/14
X14 26/05/14 Negativo _ Negativo _ 26/05/14 215 29,00 88,00 3,59 0,51 5,56 3,36 0,24 141 13,60 323 Vaal Y23
positvo | @ [Recuento: [40 | Positivo | ¥ [Recuento: [65
Fecha  |9/06/14 Fecha 11/06/14
X15 04/06/14 Negativo _ Negativo _ 4/06/14 24,0 23,00 78,00 3,66 0,51 573 3,05 0,41 1,28 13,10 1,18
Positivo | & |Recuento: |5 Positivo | & |Recuento: |15

19



Fecha  |14/06/14 Fecha  |16/06/14
X17 09/06/14 Negativo | & _ Negativo | _ 5/06/14 20,0 27,00 75,00 3,62 0,49 5,36 2,70 0,18 1,32 13,90 2,02 VAAL Y10
_ Recuento: Positivo F
15/07/14 Fecha 17/07/14
X18 10/07/14 v _ Negativo | ¥/ _ 18/06/14 220 21,00 85,00 3,29 0,33 6,88 1,88 2,50 0,28 11,65 1,23 Vaal Y19
Recuent Positivo Recuento:

Fecha |15/07/14 Fecha 17/07/14

X20 10/07/14 Negativo _ Negativo 12/06/14 22,0 28,00 77,00 3,46 0,44 6,04 2,74 0,32 1,36 13,80 1,28
Positivo | & _ Recuento: |23 Positivo 23
Fecha |15/07/14 Fecha 17/07/14

X20 10/07/14 Negativo _ Negativo _ 12/06/14 22,0 28,00 77,00 3,46 0,44 6,04 2,74 0,32 1,36 13,80 1,28 VAAL Y18
Posiivo | “ Positvo | & “
Fecha 15/07/14 Fecha 17/07/14

x21 10/07/14 Negativo _ Negativo _ 12/06/14 215 26,00 83,00 3,60 0,48 573 3,03 0,36 1,40 13,25 1,34
Positivo R _mmn:m:» _m Positivo v _mmn:m_._.o _m
Fecha |15/07/14 Fecha 17/07/14

X22 10/07/14 Negativo _ Negativo _ 10/06/14 22,0 29,00 88,00 3,58 0,44 5,81 3,08 0,24 1,41 13,60 1,42 Va al Y23
Positvo | | 24 | Posivo | V] [24
Fecha [15/07/14 Fecha 17/07/14

X23 10/07/14 Negativo _ Negativo _ 10/06/14 22,0 21,00 80,00 3,64 0,52 6,19 3,13 0,37 1,33 13,95 1,67

v _xmocma 56 Positivo | _mmocmao _mm

Fecha 5/05/14 Fecha 7/05/14

X24 30/04/14 Negativo & _ Negativo _ 30/04/14 20° 25,00 52,00 3,49 0,33 7,65 1,95 0,52 1,29 13,30 2,20
Positivo Positivo v _ Recuento: _mA
Fecha Fecha  |7/05/14

X25 30/04/14 Negativo R _ Negativo 4 _ 30/04/14 20° 11,00 65,00 341 0,36 6,42 1,99 1,36 0,52 14,30 2,38
Posi _ Recuents Positivo _
Fecha |5/05/14 Fecha |7/05/14

X26 30/04/14 Negativo _ Negativo _ 30/04/14 18,0 22,00 57,00 3,44 0,49 6,12 2,52 0,53 1,13 13,85 1,78
Positvo | ¥ _xmo:ma 4 Positivo | ¥ _mmocm:"o _wm
Fecha 19/05/14 Fecha 21/05/14

X27 14/05/14 Negativo _ Negativo _ 14/05/14 18,5 26,00 73,00 3,50 0,40 6,19 1,66 0,44 1,33 12,80 2,19
Posi R _mmn:m:»o“ _mo Positivo v _mmn:m_._.o. _mo
Fecha |19/05/14 Fecha 21/05/14

X28 14/05/14 Negativo v _ Negativo 4 _ 14/05/14 18,0 38,00 84,00 3,52 0,39 5,62 1,98 0,61 0,92 13,70 2,39
Positivo Positivo “ F _
Fecha  [19/05/14 Fecha 21/05/14

X29 14/05/14 Negativo _ Negativo _ 14/05/14 19,0 34,00 84,00 3,49 0,43 6,15 2,21 0,50 1,10 13,70 3,14
Posi v _xmncmzﬁo. _wm Positivo | & _mmo_._mao. _mm
Fecha |15/07/14 Fecha 17/07/14

X30 10/07/14 Negativo v _ Negativo v _ 12/06/14 24,0 33,00 108,00 3,64 0,44 6,19 3,13 0,55 0,94 13,95 2,03 Se va al Y20
Positivo _mmo:ms. _ Positivo _xmn:m:_o _
Fecha |15/07/14 Fecha 17/07/14

X31 10/07/14 Negativo _ Negativo _ 5/06/14 24,0 34,00 91,00 3,64 0,48 573 3,24 0,52 1,29 13,50 2,16
Positivo | & _xmncmzﬁo. 118| Posivo | & _moQ._o:E _:m
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Fecha

19/05/14

Fecha 21/05/14
Yo1 14/05/14 Negativo _ Negativo _ 14/05/14 27/05/14 14,00 86,00 3,49 0,53 6,45 3,33 0,60 0,99 13,40 2,67
Positivo Q moncoao”_ 7 ﬁ _mcocmz _.:
Fecha 19/05/14 Fecha 21/05/14
Y02 14/05/14 Negativo _ Negativo _ 14/05/14 10,0 46,00 118,00 3,50 0,48 5,98 241 0,34 1,25 13,90 2,47
positvo | @ [Recuento:[17 | Positivo | ¥ [Recuento: [17
Fecha |19/05/14 Fecha 21/05/14
Y03 14/05/14 Negativo _ Negativo 14/05/14 10,0 33,00 131,00 3,48 0,63 6,34 2,87 0,37 1,25 14,40 0,60
Positivo | & “ _,n: Positivo 51
Fecha  |26/05/14 Fecha 28/05/14
Y04 21/05/14 Negativo _ Negativo _ 21/05/14 10,0 30,00 85,00 3,48 0,51 5,94 2,52 0,30 1,29 13,80 3,20
Positivo Q Recuento: |5 Positivo ﬁ _mcoccz.o 5
Fecha 26/05/14 Fecha 28/05/14
Y04 21/05/14 Negativo _ Negativo _ 21/05/14 10,0 42,00 105,00 3,48 0,50 5,94 2,40 0,26 1,29 13,80 3,89
positvo | & |Recuento:[21 | Positivo | ¥ [Recuent
Fecha |26/05/14 Fecha 28/05/14
Y05 21/05/14 Negativo Negativo 4 _ 21/05/14 10,0 26,00 86,00 2,73 0,36 6,33 1,47 2,04 0,46 12,00 5,42
Positivo _ Positivo _mm _
Fecha  |26/05/14 Fecha 28/05/14
Y06 21/05/14 Negativo Q Negativo Q 21/05/14 10,5 55,00 163,00 3,10 0,35 6,54 5,95 2,49 0,08 12,00 3,84
Recuento: | Positivo Recuento: |
28/05/14 Fecha 30/05/2014
Yo7 23/05/14 _ Negativo _ 23/05/14 10,0 28,00 78,00 3,49 0,48 5,36 2,36 0,30 1,29 13,80 2,40
v [F _A Positivo | & _xmo:g 4
Fecha  |28/05/14 Fecha 30/05/2014
Y07 23/05/14 Negativo 4 Negativo 4 _ 23/05/14 22,0 45,00 106,00 3,42 0,51 5,35 2,82 0,28 1,29 13,85 2,38
Positivo Recuento: Positivo Recuento:
Fecha  |28/05/14 Fecha 30/05/2014
Y09 23/05/14 Negativo _ Negativo 16/05/14 10,5 22,00 85,00 3,67 0,55 5,51 3,01 0,44 1,12 13,85 2,55
Positvo | ¥ |Recuento: _nm Positvo | &
Fecha 30/05/2014 Fecha
Y10 26/05/14 Negativo _ Negativo 26/05/14 16,2 27,00 83,00 3,46 0,64 6,52 3,45 0,53 0,95 14,00 4,46 VIENE DEL X17
Positivo | & |Recuento:|115 | Positivo | & |Recuento: |167

14/06/14 Fecha 16/06/14
Y1 09/06/14 Negativo 5/06/14 10,0 26,00 74,00 3,56 0,44 5,51 3,03 0,25 1,33 13,85 2,96
C4 [1 | posivo | ¥ |re [1
16/06/14 Fecha 18/06/14
Y12 12/06/14 _ Negativo _ 12/06/14 55 23,00 89,00 3,57 0,51 4,98 3,15 0,35 1,24 13,30 2,78
 |Recuento: _nm Positivo | & _xoo:oz. 27
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Fecha  |16/06/14 Fecha 18/06/14
Y13 12/06/14 Negativo _ Negativo _ 12/06/14 10,0 45,00 116,00 3,42 0,40 5,96 6,37 0,30 1,13 13,35 2,90 VIENE DEL X08
Positvo | ¥ |F _nq Positivo | _xmnc _uw
Fecha 4/07/14 Fecha 6/07/14
Aw::ﬂ;_wwmn +) 30/06/14 Negativo | ¥ _ Negativo _ 24/06/14 13,0 24,00 75,00 3,40 0,37 6,12 2,41 0,61 0,84 13,85 1,98
Positivo _xmn:m_._. _o Positivo v _xmnzm:.o _\_wc
Fecha 4/07/14 Fecha 6/07/14
Y15 30/06/14 Negativo _ Negativo _ 20/06/14 1,5 25,00 63,00 3,49 0,49 5,51 2,72 0,28 1,13 13,60 2,62
Positivo v _xmncm_._.o Positivo v _xmnzm:.c _aou
Fecha  |4/07/14 Fecha 6/07/14
Y16 30/06/14 Negativo Negativo 25/06/14 10,5 21,00 71,00 3,51 0,44 5,51 3,18 0,32 1,20 13,70 2,40
Positvo | M |F _So Positivo | ¥ |Recuento: _ 118
Fecha 9/07/14 Fecha 11/07/14
Y17 04/07/14 Negativo _ Negativo _ 12/06/14 10,5 36,00 110,00 3,55 0,55 5,35 3,11 0,45 1,24 13,45 2,03 Viene del X31
Positvo | ¥/ |Recuento! Positivo | ¥ |Recuento: 53
Fecha 9/07/14 Fecha 11/07/14
Y18 (ROS) | 04/07/14 Negativo | v/ Negativo | v/ 9/06/14 10,5 25,00 120,00 3,10 0,33 6,12 5,95 0,32 1.1 12,00 3,84 VIENE DEL X20
Positivo Recuento: Positivo Recuento: _
Fecha 9/07/14 Fecha 11/07/14
Y19 (BLA) | 04/07/14 | Negativo Negativo 1/07/14 11,0 35,00 105,00 322 0,22 6,36 148 0,32 1,10 11,10 1,89  |VIENE DELX18
Positivo Positivo
Fecha Fecha 11/07/14
Y20 04/07/14 Negativo Negativo _ 9/06/14 10,5 19,00 70,00 3,48 0,51 5,36 3,02 0,55 0,91 13,90 2,38 Viene del X30
Posi Positivo | ¥ |Recuento: |5
Fecha 9/07/14 Fecha 11/07/14
Y22 04/07/14 Negativo _ Negativo _ 1/07/14 11,0 21,00 80,00 3,60 0,51 5,51 3,14 0,46 0,83 13,40 2,15
Posi v _mmn:m_._»o._ﬂm Positivo v _xmn:mao. _mw
Fecha  |9/07/14 Fecha 11/07/14
Y23 04/07/14 Negativo _ Negativo _ 2/07/114 11,0 31,00 85,00 3,55 0,48 5,20 3,01 0,44 1,05 13,55 2,01 Viene del X22
Positivo | & |Recuento: |20 Positivo | ¥ |Recuento: |20

Fecha 9/06/14 Fecha 11/06/14
B-Y15 04/06/14 Negativo _ Negativo _ 4/06/14 15,0 27,00 85,00 3,73 0,51 5,81 2,88 0,43 1,38 13,10 4,68
Positivo v _ Recuent _o Positivo v _ Recuento: _ 0
Fecha 9/06/14 Fecha 11/06/14
B-Y15 04/06/14 Negativo 4 _ Negativo 4 _ 4/06/14 22,0 23,00 69,00 3,68 0,50 523 9,34 0,43 1,38 13,95 3,70
Positivo Positivo _ Recuento: _
Fecha  |9/06/14 Fecha 11/06/14
B-Y07 04/06/14 Negativo v _ Negativo 4 _ 4/06/14 20,0 25,00 79,00 3,81 0,40 541 3,46 0,17 1,43 13,55 4,10
Posi [ [ Positivo |Recuento:
Fecha  |14/06/14 Fecha 16/06/14
B-Y10 09/06/14 Negativo | & _ Negativo | & _ 30/05/14 14,5 39,00 105,00 3,45 0,52 5,78 2,93 0,30 1,12 13,20 4,32
Positivo R _ Positivo _mmocmz.o _
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Salvatore



B-Y11

09/06/14

Fecha [14/06/14 Fecha 16/06/14
Negativo | & _ Negativo | & _
Positivo Recuento: Po: Recuento:

13/06/14

23,0

104,00

3.41

0,52

577

3,44

0,22

13,85

3,02

Fecha  |16/06/14 Fecha 18/06/14
B-Y13 13/06/14 Negativo | ¥ _ Negativo | & _ 13/06/14 235 41,00 120,00 3,39 0,52 6,81 6,00 0,87 1,12 13,30 3,46
Positivo _ Recuento: _ Positivo _mmo:ms.o” _
Botella de Fecha  |4/07/14 Fecha 6/07/14
Depésito 30/06/14 Negativo | & _ Negativo | & _ 18/06/14 26,0 52,00 120,00 3,60 0,50 5,36 11,00 0,32 1,15 13,10 4,00
Vacio Positivo _ Recuento: _ Positivo _ Recuento: _
Fecha 9/07/14 Fecha 11/07/14
B-Y17 04/07/14 | Negativo | o/ | Negativo | /| 2/07/14 250 48,00 121,00 3,55 0,51 532 2,77 0,32 1,01 13,40 3,70
Fecha 9/07/14 Fecha 11/07/14
B-Y18 04/07/14 Negativo | ¥/ _ Negativo | &/ _ 3/07/14 250 50,00 153,00 3,60 0,23 6,08 11,00 0,32 1,1 13,10 4,00
Positivo __»mo:m.._sn _ Positivo _Wmo:maon _
Fecha 9/07/14 Fecha 11/07/14
B-Y19 04/07/14 Negativo | ¥ _ Negativo | _ 3/07/14 255 48,00 122,00 3,22 0,20 6,36 0,96 0,31 1,79 11,10 3,97
Positivo _xoo:o:»o” _ Positivo _wwo_._w-..cu _
Fecha 9/07/14 Fecha 11/07/14
B-Y20 04/07/14 Negativo | ¥ _ Negativo | &/ _ 3/07/14 250 56,00 148,00 3,48 0,41 5,20 2,01 0,55 0,91 13,90 4,05
Positivo Recuento: Positivo Recuento:

Fecha  |9/07/14 Fecha 11/07/14

B-Y22 04/07/14 Negativo 4 _ Negativo v _ 4/07/14 26,5 40,00 127,00 3,53 0,44 4,84 2,14 0,46 0,83 13,27 3,99
Positivo _mmocm:.ou_ Positivo _xoo:oz»o”_
Fecha |9/07/14 Fecha 11/07/14

B-Y23 04/07/14 Negativo | ¥ _ Negativo | ¥/ _ 3/07/14 26,0 46,00 118,00 3,47 0,44 4,88 3,05 0,44 1,05 13,87 3,46
Positivo _mmocm:po” _ Positivo _Nmn:m-..ou _
Fecha 9/07/14 Fecha 11/07/14

B-Y”10 (Wall) | 20/06/14 Negativo Negativo 20/06/14 26,5 20,00 70,00 3,43 0,48 5,20 10,91 0,40 1,20 13,45 4,88

Positivo ™ |Recuento: _wd Positivo  |Recuento: _w,_
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