Bio-Proteccion con Viniflora®
2016

Miquel IRIBARREN CHR _HANSEN

:-fWOW fpod & health




MICro\Wine

Initial Training Network

CHR AHANSEN



Bio-protection en Enologia:

Dos principios explican la actividad d elos cultivos de Bio-Proteccion

o e Exclusiéon competitiva i Produccion de metabolitos
' B - EL cultivo o mezcla de cultivos seleccionados puede - Elcultivo o mezcla de cultivos son capaces de
. controlar el desarrollo de otras espécies/cepas de producir compuestos especificos que limitan el
Ml  microorganismos en ciertas condiciones: desarrollo de cepas contaminantes o de
v patogenos. (cepas no deseadas en el caso del
CON - Este efecto esta ligadoa uveza: vino)
i - Este efecto depende de la cepa y puede estar
S © A la seleccion de la(s) cepa(s) su fisiologia y el método ligado a la produccion de:

A de produccion.

O Etanol

Sl @ A la concentracion de celulas activas después de su . .

Ml inoioculacion (hasta un un limite especifico de accion en @ Acidos organicos

HUFC/ml) )

& ¥ © Peptidos: mycocinas, factores Killer,

M © A la capacidad de crecimiento - desarrollo de la bacteriocinas.

cepa(s) )

" ® ... otros, como antibioticos

B Se requiere un solido conocimiento de produccion
[ ]

Existen numerosas cepas de bacterias que si estan
bien adaptadas al medio inhibn el desarrollo de
otras via interacciones fisicas.

No es posible, sobrepasar una concentracion de
1E+09 UFC/g en alimentos solidos

B CHR AHANSEN
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Efecto Jameson en séloidos
Las poblaciones minoritarias se ralentizan cuando la
poblacion dominante alcanza su maximo (competencia
por los recursos comunes limitados o por ocupacion
fisica del espacio)




Fungal diversity in grape juice - looks like a jungle
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Fungal diversity in Airén grape must

Must Airen 2012 (dry year) Must Airen 2013 (wet year)

Other

Torulaspora delbrueckii
Talaromyces stipitatus
Saccharomyces pastorianus
Saccharomyces cerevisiae
Saccharomyces carlsbergensis
Penicillium expansum
Penicillium aurantiogriseum
Kluyveromyces thermotolerans
Hanseniaspora vineae
Hanseniaspora uvarum
Cryptococcus flavescens
Botryotinia fuckeliana
Blumeria graminis
Aureobasidium pullulans
Aspergillus niger

Aspergillus kawachii

Aspergillus carbonarius
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Bacterial diversity in grape juice - the jungle is even more
crowded

Percentage of total bacteria families
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Bacterial diveristy in Airén grape must

Must Airen 2012 (dry year)

Must Airen 2013 (wet year)

Other
Stigonematales
Sphingomonadaceae
Pseudomonadaceae
I Oxalobacteraceae
m Oscillatoriales
B Moraxellaceae
I Neisseriaceae
B Leuconostocaceae
M Lactobacillaceae
m Flavobacteriaceae
M Enterobacteriaceae
W Desulfurococcaceae
W Bacillaceae
B Aeromonadaceae

Ml Acetobacteraceae

Improving food & health



EXCLUSION COMPETITIVA - El Efecto JAMESON (Sélidos)

Concentracion en
bactérias (log UFC/g)

~

: Cultivo

: protector « Contaminantes »

« Contaminantes » (hongos, levaduras y
bacterias) + Cultivo protector

~
7

., : , temps
Deceleracion simultanea

(Lag Y Mmax similar)
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Non-Sacchs are dominantly present when added

Yeast profile final wines

B Kluyveromyces
thermotolerans

W Torulaspora
delbrueckii

m Saccharomyces
sp.
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Yeast Ecology in Wine an
Non-Saccharomyces Yeast




Microbiologia del vino

» Algunos microorganismos son esenciales para la elaboracion de
vinos y por tanto beneficiosos. Otros, producen defectos
organolepticos y por tanto son problematicos.

4 )

v Esenciales/beneficiosos: incluyen: V
v Saccharomyces cerevisiae + ciertas cepas de NoSachh- FA

. " Oenococcus oeni - FML

J
"+ Problematicos: incluyen: S )
v Brettanomyces - “fendlicos - off flavours (caballos, band-aic A

v Bactérias Acéticas - acidez volatil, notas a vinagre

v Lactobacillus y Pediococcus - raton-mousey flavours, FML no deseada

» Ademas, los microorganismos perjudiciales pueden producir Aminas
Blogenas que pueden causar reacciones alergicas graves. g

v



Ecologia de levaduras en el vino

v La ecologia de microorganismos durante la elaboracién es muy
compleja. Se pueden encontrar los siguientes géneros:

» Brettanomyces / Dekkera » Saccharomycodes
 (Candida » Schizosaccharomyces
» Cryptococcus « Zygosaccharomyces

» Debaromyces » Metschnikowia

» Hanseniaspora / Kloeckera » Pichia

* Hansenula * Rhodotorula

* Kluyveromyces |, . _S;c_cl;a_ro_m_yge; ) -:
» Torulaspora - ‘/ """"" ’

La Fermentacion Alcohélica siempre se

completa con Saccharomyces | CHR HANSEN |

(generalmente Saccharomyces v
cerevisiae)



Metagenomics - an introduction

Next Generation Sequencing Technology
2,000,000,000 fragments
1/3 terabytes of raw data




Metagenomics - an introduction

2.0

r of sequences x 10A7
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ﬂﬁgenmd DNA

Digital DNA fragments
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WFragmented DNA

Digital DNA fragments




FoodGenomics - community composition example

Diversity of
microbiota

Diversity of
microbiota
(representative
cartoon)

Specific
bacteria
10,000,000

1,000,000
100,000
10,000

1,000

Time =0

Starting

Day 1

Day 2

Day 5

Day 10

Fermentation time

CHR_HANSEN
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An example from a Bordeaux Chateaux 2014

» The four tanks were not filled completely the actual volume of each tank was approx. 2.5hL.

» Grapes: Merlot

» Sugar 250-230 g/L

» SO2: (25ppm)

» pH3.4

» Malic acid 2.8-3.2 g/L

» Temperature: uncontrolled

» Tank 1: 80 g/hl Concerto

» Tank 2: 80 g/hl Prelude
» Tank 3: 20g/hl NI6
» Tank 4: 10g/hl FrootZen (Spontaneous)

16 Improving food & healdh



All Yeast - in Final Wines

Torulaspora

Lachancea
(Kluyveromyces)

100% -
90% -
BOWN-
T0% -
60% =

50% -

Rel Abundance

J0% -

20% -

10% -

17

Saccharomyces

Genus

" -

B Abuidia

B Acanthostigma
¥ Acaulospora
B Acephala

H Acremonium
B Agaricostilbum
0 Alernaria

B Amanita

B Amaurcascus
B Ambispora

B Angulonmyces
B Anhellia

B Anthracocystis
W Anzia

B Aphanocascus
Aphanophora
Aporpium
Arachnotheca
Archaeorhizomyces
Arthwinbum
Arthroderma
Arthrographis
Anper gillus
Asterostroma
Aurartionacculis
Auratiopyenidiebla
Auricularia

B Auificuloscypha
B Auxarihron

B Babjewvicia

B Backuuella

W Bagadicila

B Bandonicryma

P EEEER
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Genus

All Bacteria - In Final Wines

Acetobacter B Acctanaerobacterium
Qenococcus N Acetatifactor

1 2 3 4 Acetitomaculum

B Acelobacter

Acelobacterium
B Acetomicrobum
Acholeplasma
B Achromobacter
Acidaminobacter
B Acidaminococcus
Acidiamniis
Acidicaldus

Acidiferrobacter
Acidiphilium

Acidisoma

Rel Abundance

Acidinphacra
Acidithiobacillus
Acidobacterium

Acidocolla

Acidomonas

Acidovorax

Acinetobacter

AcTocarpospora

Actibacterium

Actinoallomurus
Actmoallolerchius
Actiobacillus
Actinocorallia
Actinomaduira
Actinonmmycos
Actinonmycelospora

Actinoplanos

B Actinopolymnorpha CHR _HANSEN

v
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No-Saccharomyces en la ‘wine literature’
Numero de publicaciones por ano con referencia a lev NoSac.
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S. Afr. J. Enol Vol 21 2000 pp 74-96

Potenciales defectos “downsides/downgrades”
por parte de lev No-Saccharomyces.

1. Brettanomyces intermedius / Anamorph Dekkera Volatile phenols, horsy and barnyard taints, high

intermedia levels of acetic acid

2. Candida vini, C. stellata, C. pulcherrima, C. O, — develop film layers. Ethanol oxidation to
krusei acetaldehyde, V.A. and esters

3. Hanseniaspora uvarum Anamorph Kloeckera Acetic acid and its esters, produces killer toxins
apiculata

4. Pichia anomala, P. farinosa, P. High levels of acetic acid; ester taints, ethyl
membranaefaeciens, P. vini acetate, isoamyl acetate, film layer

5. Metschnikowia pulcherrima Film layer, high level of ethyl acetate

6. Saccharomycodes ludwigii Acetaldehyde, slime production

7. Schizosaccharomyces pombe Re-fermentation and deacidification

In comparison....Saccharomyces cerevisiae In some cases sulfide odor and SO,

Not withstanding a higher risk of sluggish or stuck alcoholic fermentation




¥ NEIEF P O P~ = 1
Bio-Proteccion de los vinos con Viniflora®

Bio-Proteccion con levaduras

(NoSAC + SAC)

Bio-Proteccion con bacterias

lacticas
T 1“" u : i -. ’ llf

CHR_HANSEN
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Comportamineto de las lev. NoSAC

Dinamicas de poblacién de levaduras No-Saccharomyces
Goddard MR. 2008. Ecology 89: 2077-2082
Saccharomyces se impone

tras haber estado

Proliferacion presente en
precoz de lev. concentraciones muy
Non-Sacc bajas inicialmente.
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Fi. 1. The chunge in yeasl communily comiposithon, temperature, and sthanol concentrution during o traditional wine
ferment Shown is the change in populiton sie (colony forming units, clu) of the non-Secokaromrioes yeusts (thin Back dashed
Iimes) nmed 5. coreviowe (thin black solid Bnet) in four sepamite barrals over X0 dayvs of ferment. Also shosen s the averape change in
temperature (henvy ral lme) and ethanol levels estimpted from the change im speciic puvity (heavy blue ling) for thess foar bamels
over days 6—16 of the fermeant.
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1 i,

Secuencia de MFC* en Enologia

FML Fermentacion
Malolactica

s Oenococcus oeni /
PP- :
Lactobacillus ssp.

CHRAHANSEN
* MFC: Microbial Food Cultures

Improving fwd’ & health



Levaduras NoSAC: el impacto organoléptico, foco inicial.
Caracteristicas del Vino potenciadas por tipo.
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g ihrio Aci A [Boca - “Mouth-feel”
Aromas Equilibrio Acido
Liberacion de Precursors produccion/reduccion Polysacaridos
Diferencias Metabdlicas de Acidos Organicos

- AN /

=_= =_= =_=

1 espécie entre las lev NoSAC se
muestra como la de mayor

1 espécie entre las lev NoSAC se
muestra como la de mayor

1 espécie entre las lev NoSAC se
muestra como la de mayor

. . potencial: . ..
potencial: Pichia kluyveri Lachancea* thermotolerans potencial: Torulaspora delbrueckii
P
FrootZen™ Concerto™
. e s . . A
: siguiendo OIV guidelines respecto seleccion de Levaduras en el Vino lmw”i*‘ﬂﬁ”‘&w

* *: antes conocida como Kluyveromyces thermotolerans



Viniflora® FROOTZEN™



FrootZen™: la Magia de la inoculacion directa

CHR_HANSEN
v
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Inoculacion Secuencial: FrootZen™ seguida de S. cerevisiae

STEP @

Densidad cfu/ml
° Brix de vino
A Inoculacién Directa STEP ©® &
con FrootZen™ /e
) Inoculacion ’
con S. cerevisiae
5E+05 cfu/ml a la inoculacion " Usual/standard .
. . i 30 puntos .
100 | e ferereeeenn,, ’ 7° B i
24° N P |
B | :
| ; 1E+06
1070 Fooo e oo e RREEEEEE L LLEE
17° 1E+05
B | | -
| ; 1E+04
i i B Vino preparado para
1030 ! : ! FML con Viniflora®
8 B | | :
000 | o R beun. “‘ 0
Mosto Vino
< Tiempo <
v

[me}tﬂ ﬁ)0¢ & /MMMZ/



Efectos Adicionales de FrootZen™ protegiendo mostos.
Consumo + rapido de O2 que S. cerevisiae

pmel L?
. eEEEEEEES

0 20 40 B0 BO 100 120 140 160 180
min

EEE
i}

= P.kluyveri = VL3 = VlZand P. k.

NEVY ZEALAND




Conversion de precursores:
Thioles en Sauvignon blanc

3-MH (ug/l)

340 -

370 :

—

280 _

260 | - S| 4l
220

42 -
a0 -
38
6+

32 +°

3MHA

(ug/1)

o0 F 5 28
Cuve 24— contral Cuve 25- Frootzen™ Cuve 24 - conkrol Cuywe 25- Frootzen™
Muestra 3-MH (ugll) 3MHA (pg/l)
Cuve 24 — control 240 33
Cuve 25 - Frootzen™ 324 42
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Mejora del perfil sensorial con FrootZen™
Ej Vino Blanco (Sauvignon blanc)

Frecuencia de aromas mencionados por jurado externo-entrenado y no profesional
Loire Valley wine (Sancerre - Sauvignon blanc)
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Mejora del perfil sensorial con FrootZen™
Ej Vino Tinto (Pinot Noir)

Descriptive aromatic profiles of Pinot Noir Wines Trial Chvmira
Frequendcies of quotation by the experts

1
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Figure 3 Descriptive sensory evaluation on the Pinot noir from Montes 2013. Red bars are the for the pinot noir with Viniflora
FrootZen and blue bars are for the control Pinot noir (with-out FrootZen).
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FrootZen™ et Rosé

Wﬁ.ww

Bring out the best in Rosé
with Non-Saccharomyces

Create a competitive edge with Viniflora®
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Histogramme comparatif des fréquences de citation des aromes
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Syrah rosé 2014 FrootZen deux jours avant sacch.
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Limitar el impacto del 02

Vinificacion en rosado sin/poco SO,

Improving food & health



Viniflora® NSAC yeasts: impacto en el equilibrio acido

Aromas

Conversion de Precursores
Diferencias Metabolicas

FrootZen™

Concerto™

.

Efecto en Boca -
Mouth-feel
Polisacaridos
Manoproteinas j

.

v
[Wpyinﬁﬁ0¢ & /walt‘/l/



CONCERTC

oure Kluyveromyces hermotolerans Al

The perfect choice 1o gel
‘wild ferment complexity of
ced wines without the risk




CONCERTO™ . rehidratacion clasica - 0JO!!

Température de | ‘eau de 20-25° C

Directions for use

.. m l;:ldﬂmpadm{yuﬂmtuﬁlﬂ.sﬁal
Atencion Wﬂ“:‘”wﬂi unchlorinated water at 20-25°C /

al cloro

Oenoclogical characterization
Increase mouth-feel and palate welght.
\ery low production of acetic acd,

Atencion a

la tempratura

Material no.; 705049
Batch number; see back of package
Expiry date; see back of package

Chr. Hansen A/S

10-12 Boege AllE

DK-2970 Hoershaim

wisa chr-hansen.comiwine

Viniflora®

The perfect choice to ge
‘wild ferment’

compiexity on
out the risk

O WiTes v

¢
I

68~77°F. Wait 10 minutes and stir
to get cells in a :‘-usg:nerhslu_‘r:-’.r

2. Activate

Add 200 /5 Gal unsulfured must

to yeast suspension. Leave the

sugpesion for approx. 20 minutes.
B

3. Acclimatise

Add the suspension ta the mustmash
and pump over to make sure the yeast
is well suspended,

&3

 CH, HANSEN |

; )
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Concerto™ - Kluyveromyces thermotolerans - cepa CH456
produccion de ac. ldactico -acidificacion natural- ideal para
vinos en climas calidos/templados

Sc only Kluyveromyces™® thermotolerans
control + Sc
Table 3
e Analytical profile of wines obtained with the mided starter cultures used.

Inoculum, (cells ml™") Ethanol & vjv) pH Total acidity (z17')  Volatile acidity (z ') Glycerol (g1™') A Polysaccharides (mg 1)
5. cerevisioe 107 1393 + 006 320+ 004° 705+ 004° 046 + 0.01* 6.23 + 0.54° 97 + 10°
5. cerevisioe 10° 1387 £ 0000 3164+005°  7124011° 047 +001* J 665 + 0.05° ‘ o8 + 112
5. cerevisige 10° 1388 + 003 317+021°  7.02 + 005 050 + 0.05° 546 + 0.52°
C. zemplining + & cerevisige 107 1383+ 004  3214+001° 6884027 043 + 0,042 62540300 1234420
C. zemplining + § cerevisige 10° 1378+ 005 315+ 005° 68440027 044 + 0,06 7084 130% 140 4+ 42°

ini [5i 3 + 0048 3084+ 018"  FRE 40042 052 + 0012 A 4 7.95 + 1.28b 181 + 482
L. thermotolerans + 5. cerevisioe 100 1380 £ 002 316+ 001° 7304 007 038 + 001" 695+020° [T
L. thermotolerans + 5. cerevisioe 10° 1380 +£ 001° 297 +0.03" 900 + 196° 040 + 0,00 729 +096°  [139 4 10°
L. thermotolerans + §. cerevisioe 100 1370+ 018 280+ 001% 920+ 1983 040 + 000 7.58 + 0.4R% 158 + 307
T. delbrueckii + §. cerevisiae 10° 13890 + 004 319+000° 7124002 038 +001° 588 +004°  [157 4 16°
T. delbrueckii + 5 cerevisiae 10° 1385 + 008 310+ 008% 736+051° 040 + 0.04% B144+022°  |260 + 447
T. delbrueckii + §. cerevisize 107 1376+ 004  308+011%* 7344049 041 +0.01% 620+ 061  |308442%]
M. pulcherrima + S cerevisioe 10° 1387 £ 001° 340+ 008° 6334027 030 + 0.04" 653+027° 120 4 10°
M. pulcherrima + § cerevisioe 10° 13794013 339+ 014° 6504 016 0.34 + 0.07" 698 +000° 126+ 10°
M. pulcherrima + § cerevisige 10° 1365+ 0.19% 3404+ 000 6654+ 037 033 + 0.01% 72540258 154417

Data are means + standard deviations of two independent experiments. Values displaying different superscript letters (* ™ ) within each column are significantly different
according to the Duncan test (0.05%)

Source: Comitini, F., et al., Selected non-Saccharomyces wine yeasts in controlled multistarter f..., Food Microbiology (2011)

* : Kluyveromyces thermotolerans is also named Lachancea thermotolerans (L. thermotolerans)

CHR_HANSEN

v
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CONCERTO™ - aplicacion en

Vino procedente de termovinif.

Intensité
aromatique

sous bois * Fruits rouges **

=== CONCERTO™

e Témoin

épicés*** fruits confirurés ***
Acide ***
Merlot 2013 issu de thermoflash, données In Senso Veritas 2
panels de dégustateurs 1.5
*** différence significative a un niveau de confiance de 99%
** . ’ . . 3 3 \ . . 0
difference significative a un niveau de confiance de 95% 4
acetate d'éthyle |acetate d'iscamyl| alcool d'isoamlyl Moelleux brulant ***
Merlot control 42 4,13 222
Merlot concerto 39 3,15 286
Solvant banane précurseur acétate
mg/1

— COMCERTO™

=T rmmn

)

' i ok
fcpuriiind oo & fpain



Viniflora® NSAC yeasts: impacto en
boca (mouthfeel)

Nl |
. h
AN I =
lelr sl - I
. J y
| |
4 )

Aromas Equilibrio Acido
Liberacion de Precursors produccién/reduccion _
Diferencias Metabdlicas de Acidos Organicos Mannoproteinas

\ /

T
FrootZen™ Concerto™ I !reluae l |




PRELUDE’

pure Torulgspord deibrustk

T perfect choice 10 oet
il ferment penetits
without the fs%s

Viniflora® PRELUDE™

v
Improving ﬁ)od & health



Prelude™ torulaspora delbrueckii

Content
Yeasts: Torulaspora delbrueckii
emulsifier E491 to protect yea

Oenological use
SEE PRODUCT INFORMATION B

Inoculate 1-3 days before your yeast
(Saccharomyces cerevisiae) of choice.

Recommended dosage: 25g/hl
The content of this package is
in 20hl 7 530 US Gall.

Oenological characteriz
Increase mouth-feel and palateg
Very low production of volatile
acetaldehyde, 50, and sulfur c
Compatible with your favorite

of Saccharomyces cerevisige.
Facilitate malolactic fermentation
with Viniflora® cultures.

Ethanol tolerance
Until 9 9% vol.; always use with a
Saccharomyces cerevisiae.

Temperature spectrum
10-25°C / 50-77°F

Viniflora®

‘wild Terment benerits
without the risks.

Directions for use

1. Rehydrate

Add-one pack of yeast into
5L / 1.5 Garuachlorinated
water at 20-25°C / 68=71°E
Wait 10 minutes and stir

to get cells in a suspension.

2. Activatz

Add20L / 5 Gal unsulfured
must to yeast suspension.
Leave the suspension for
approx. 20 minutes.

3. Acclimatise

Add the suspension to the
must/mash and pump over
to make sure the yeast is
well suspended.

Material no.: 687487

Batch number: see back of package

Expiry date: see back of package

Chr. Hansen AfS

10-12 Boege Alle
DK-2970 Hoersholm
www.chr-hansen. comfwine



Torulaspora delbrueckii - efecto en boca (mas amplitud):
Incremento en la produccion de polisacaridos

5c alone Sc + Torulaspora delbrueckii
o
Table 3
m - ¢ | Analytical profile of wines oftained with the mixed starter cultures used.
Inoculum, (cells ml') ¢ Ethanol (% vjv) pH Total acidity (z1')  Volatile acidity (21°\ Glycerol (21') A Polysaccharides (mg I)
PRELUDE" (s cerevisize 1 1393 +006° 3204004  7.05+ 004 046 +0.01° 623054 [ 97 10°
o Tosurspin dec S. cerevisige 10° 1387 £000° 31640050 71240110 047 +0.01° 65 + 0.05° o8 4 11°
$. cerevisiae 107 1388 £ 003 3174020 702 4005 050 + 0.05° BN + 0.52° B8+ 30
C. zemplining + S cerevisige 107 1383+ 004 3214001 GBE+027 043 + 0,042 123 + 42
C. zemplining + S cerevisige 10° 1378 £+ 005 3154005 GB4 4002 044 + 0.06° 140 + 42°
C. zemplining + S cerevisige 10° 1364 +004* 308 +018° 6B 4004 052 + 0012 181 +48°
L. thermotolerans + 5. cerevisize 107 1380 £ 002  316+001° 7304+ 007 038 + 001" KNG
L. thermotolerans + §. cerevisige 10°  13.80 £ 001° 297+ 003" 900 + 1.96° 040 + 0,00 139 + 10°
L. thermotolerans + 5. cerevisige 10° 1370 £ 018 290+001% 9204193 040 + 000 158 + 300
T. delbrueckii + 5 cerevisige 10° 13090 £ 004 3194001 7124002 038 +001° 5880040 [157£16°
T. deibrueckii + § cerevisige 10° 1385 £ 008 310+ 008%% 73640517 040 + 0.04% 614 +0.22° 260 + 447
T. deibrueckii + § cerevisige 10° 13764004  30B+011% 7344049 041+ 0.01% £.20 + 0.61° 308 + 428
. PUICREITIMO + 5 CETEVISIOE 11.]1 JERTIE LIS EEERIRI bad xUL7 JLE{VES U.Uﬂel by £ UZY 120 10
M. pulcherrima + § cerevisioe 10°  1379+£013 33940145 650 4 0.16° 034 + 007" 698 +000° 126 + 10°
M. pulcherrima + § cerevisioe 103 1365+ 018" 340+ 000° 664 4+ 037 033 +0.01% 7254+025% 154417

Data are means + standard deviations of two independent experiments. Values displaying different superscript letters (* * ) within each column are significantly different
according to the Duncan test (0L05%).

Source: Comitini, F., et al., Selected non-Saccharomyces wine yeasts in controlled multistarter f..., Food Microbiology (2011)

CHR_HANSEN
v
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Viniflora® PRELUDE™: uso en maceraciones prefermentativas en
frio: proteger el mosto mediante exclusion competitiva

Implantacion y crecimiento en mostos a baja temperatura
de diferentes producto NoSAC

Growth of total yeast (YGC plating) in YPG media

e 1,0E+GG —e— Neg Control 5-12°C

PRELUDE —=m— Prelude 5-12°C

g —=— Frootzen 512°C
g 1,0E+07 —m Melody 5-12°C
E —e— Neg Control 30°C
—a&— Prelude 30°C
1,0E+06 +

' & Frootzen 30°C

—&— Melody 30°C

Time (days after inoculation)

Ny A _
T YT
Incubation at 12 °C 5°C

La Media de Poblacion de celulas (en CFU/ml) para Prelude™ (naranja),

Frootzen™ (azul) y la meezcla de NoSAC y SAC Melody (verde) en medio YPG
a diferentes temperaturas



Viniflora® Prelude™ - Torulaspora delbrueckii
ejemplo de reduccion de VA & Ac grasos C6-C12

gﬁ

lﬂ'l: |
F:EE Ac. Acético | Glicerol | Esters | Ac. Grasos (C6,8,10,12)
g/l g/l mg/| mg/|
"""‘,_ S. cerevisiae (EC1118) 0.21 6.7 6.3 14.5

el

T. delbrueckii (Prelude™) 0.06 6.9 7.3 3.5

+

. S. cerevisiae (EC1118)

p.t. ~20mg/L f \

La razon principal para esta reduccion de AV y
Ac grasos es la gran tolerancia de las lev
Torulaspora a sustratos muy concentrados en

¥ azucar, resultando en un menor estrés del
conjunto comparado frente a Saccharomyces

spp.

CHR_HANSEN
v
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Viniflora® PRELUDE™ : efectos al tratar mostos con T.
delbrueckii en el control de FML

pep e E

1 va

i

| om e | :
L

[ty

i

e Tonuimgagen dailesd

PRELUDE W

45

Percent [%] malic acid concumed
= N w H u [e)} ~
o o o o o o o

o

m Day 2

mDay4

\Merit + CiNe Prelude + Merit + CiNE/ FrootZen + Merit + CiNe

Degradacién de Ac. Malico in %
medido 2 y 4 dias tras inoculacion con Viniflora® CiNe™

Merit: pura S. cerevisiae, control

Prelude: pura T. delbrueckii
FrootZen: pura P. kluyveri

 CH, HANSEN |

e el
Tl (ot e Mt



Viniflora® MELODY™

MELODY"

60% saccharomyces cerevisae

20% torulaspora delbrueckii

20% kluyveromyces thermotolerans

L.S.A. ‘trois en un’

Improving food & health



First part
of AF*

Socond
part of AF

Viniflora® - specialty veasts for winemakers
Sequential inoculation emulates successful ‘wild ferments’

Proscuct Featuros

Tochnical conseguonces

Sugposted applications

i ﬁh:h:l:F.rr-ﬂhn

Miom Ldot s omyous paam

Inftimting AF

o Ll 55 e welit e wcid By B rochused doring
S rrmraad e

+ Byl Bio protection aoenad wid ey
hﬂill ﬂr?ﬁ-tlll racorsmanced dowags

- of macium chan Sy
sakars gwirg e dairey ‘wid rmurd Buch’

Fwer o
. * Perfect for white, rosé,
B Eght red winos
FrootZon™ /\.:' = Piahia kdiyrver yeast strain _ = Maxhmise "flavowr precursos ™ ixbraction « Chardonnay {fuity o’ e
10 % Mg _:-é * Produces high lavels of wolatie thicls  + Reduces astringancy, softens mouthfes! syla) Ackiby P
. = Darect o ulstion, frocen prodiuct » Mo rehwdmtion naeded, sowes time * Sauvignon blanc
= Pinot Grig Riesiing
Langth
E Flvar s
- = Torulaspora delbruecki yeast gram = kdeal during cobd soak,) * Pinot Mok
PRELUDE™ - « Produces mannop robeins and pro-ferm entation maceration - Mariot, Gronacha Mo
1"'" 20x500g box polysaccharides « Roamder mouthieel « Gastronomic rosé m;dr:;.,r M:rl-ﬂl-
= Loacific nobtes of caramel/pastries = Parfect with reds/whites fermanted Barral matured
or agad incak {dhips or barels) white wines
Length
= Cabar 3 Flawvern.
= * Keveromyces thermololerans « Idaal for wines from Mediterranaan’ . 5:'.,:_ Grenache
CONCERTO™ i X chrides b
-‘l"" 20x500g bax = I.Jr_"tl: ackd produc ton = Matuml ackdification, smoot her - Torrpraniéo,
= Topcific black fruit flavours mcuthfenl Sangiovase,
3 [Primnit bvoy Zinfandel
o * Saccharomyces cerevisae yoast tmin -+ Brings comsistancy to AF g:;.:chts::w
— « Rosistance to high aloohod levels + Parfect for mediterranean red wines Saax
{up bo 18% wh and secondary fermentation - Sparkfing wines - Rk by
3 * Rad and black frut Ravowrs ek FriatFuad

= Ready to wse biend of 5. cenevisias,

MELDDY™ - { T dalbrueckl K. thermalolarans
20x500g box * Mouthfeel, balance, compiexity
* Resistance to high aloohol kwils

Bained of Saoc haeomiyroads andd mon Sac s myoes Jaotd

* Holps winemakers to save Hmg

= Parfect with whites fermented or
aged in cak (chips or barrels)

= 5 cerevishae will complete the
fermernt ation

* Chardomnay
* Pinot Modr, Meriot




¥ NEIEF P O P~ = 1
Bio-Proteccion de los vinos con Viniflora®

Bio-Proteccion con levaduras

(NoSAC + SAC)

Bio-Proteccion con bacterias

lacticas
T 1“" u : i -. ’ llf

CHR_HANSEN
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Feed-back de usuarios de Bacerias Lacticas en vinificacion.
Porqué interesa inocular Bacterias Ldcticas?




Inoculacion directa - Viniflora®

3 grupos para 11 ber_w_gfrc:megun las nec‘d

- - ‘ [ . i

Acelerar Optimizar Asegurar Calidad ;
La FML la calidad potencial del vino & Seguridad Alimentaria

Rapidez-sericii Controlar Selecion de fermentos »
P 2 FML asi como FA
-
. 0 I
Ahorro de energia Consistengy FT, certificaciones ...
(aromas, color ...) -
Optimizar la gestion de < Evitar la produccion >
Espacio en bodega De aminas biogenas
Optimizar Red.uc1r ?Oz Trazabilidad
personal racionalizar

o R - WGl A e

Mejorra la posicion de
negociacion

" e 7 . .
Reduccion de contamlnacmnes‘

Reduccion de costes

W AN e

i technica easrs to cont our MLF as wel! ou control grapep i .:

(from a worldwide survey among winemakers and winery manageﬂ Pl o
“ B 4

'l ol .I“"!f"



Pourquoi Viniflora® est different?
Du test MACC* test a nos standards de spécifications

Dénombrement ¢ \
de cellules par
ml de vin juste
apres L.
inoculation Gamme Viniflora®
(D
Tres faible Faible ' Moyen Elevé © Tres élevé Moy;nne d’
. activité par
- Mesures effectuées par ‘MACC’ cellule.dans
levin J
| CHR HANSEN |
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En resumen
que adquiere usted con Viniflora®?

Producto de Inoculacion directa para control de FML
La tecnologia mas avanzada del mercado (FD or FroZen™)
Preparada para uso. Sin pasos previos en bodega.
La referencia, global debido a:

Las 5 cepas de Chr. Hansen con Viniflora®:

@ Pureza Absolut: solo bacteria, sin carrier

@ Extrema concentracion: > 2,4 E+6 cfu/ml
vino

® Actividad y Viabilidad probadas en vino bajo MACC*
test

@ Mas de 2,4 x ‘Magic Number’ (E+06cfu/ml) tras
inoculacion para asegurar FML en anos dificiles.

\ ® Un rango completo de cepas y guias de aplicaciy
para-obtener todo-el potencial

CTCTTCTQNS

Inproving food & health




m Viniflora® - gamme de bactéries
Produits Freasy™ et FroZen™

Iwwﬁod&.m

Viniflora® CH35 Contrdle les FML

PRSI Rouge. Rose, Blanc Oui 15-25°C 14% vol 31 45 ma/| SO, Haut
Viniflora® CiNe™ . Fruité, moderne
e Rouge, Rosé, Blanc No 17-25"C 14% vol 3.2 30 ma/l Gt sl o
. T°C / pH bas
&®
Viniflora® CH11 Rouge, Rosé, Blanc Oui 14-25°C 15% vol 30 35 ma/| Contrainte

La plus rapide

de Temps

Viniflora” Oenos

La référence

La plupart

Rouge, Rosé, Bl Oui 17-25"C 14% vol 32 40 I ;
uge, Ro anc i va e des vins

Alcool élevé
Maturité élevée

Viniflora® CH16

Résistante & I'éthanol

Rouge, Rosé Cui 17-25"C 16% vol 3.4 40 ma/l




Impact aromatique de la souche de bacterie CiNe™
Rosé Carignan Provence 2011

B FML avec souche CH3S

B FRAL avee souche Cing CIT-

In senso veritas Avril 2012

Iproving foock & health



Impact aromatique de la souche de bacterie CiNe™
Marsanne Nord vallée du Rhone 2012

b
5
4
3 i M-
Hermitage control
2 " —_ ——
v ——— Hermitage Ciné
. ———Hermitage CH35
D H T T |
2 & q_b.q'-'rv Q;" & &
+ St o ,s‘.?" b O
1.,1@-' ) ‘Q‘P +"3'
& ¢° e
& O c“ﬁk
&<

Graph 1 : profils sustatif et aromatiqgue quantifiables comparatifs essai hermitage In senso veritas
avril 2013

Il'%ffow ﬁo&L & /wﬂjth’



Impact aromatique de la souche de bactérie CiNe™
Marsanne Nord vallée du Rhone 2012

YA\ i
[

. - =
'1 .
0 - :
= W@ w Wox U @ @ & = ¥ T 2 E 23S z @ T2 =
SRR ISR R ER T I R R R R R R R R R AR L
[ = c o b a =] - E I.E i LT
(= Y g = E E. ] E a = B “ S o 2 g © E £
2 v ° 3 S mHermitage control
E g W Hermitage Ciné
= m Hermitage CH35
FML avec CiNe™: fruit FML avec CH35: complexité i o el
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Beneficios de la Inoculacion directa
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Bacterias lacticas: Bio-proteccion

Exclusion competitiva - Efecto Jameson

Etude de la prédominance de la souche de bactérie CH16 sur la flore contaminante de type Brettanomycés (2005)

Ensemencement  Brettanomyces Bactéries Lactiques Suivi quotidien de la FML & des populations de Brett.

t"ﬁ Viniflora® CH16

100+1 B .
10°+1 >2 x 1026
108+2 >2 x 10%*6
10043 > 2 x 1026
| CHR,HANSEN |

Cabernet sauvignon pH 3,50 - 12,20 % vol — SR <2g/I - SO2t < 40 mg/l —Centrifugé apres FA



Bactéries lactiques: Bio-protection

Exclusion compétitive Effet Jameson

Etude de la prédominance de la souche de bactérie CH16 sur la flore contaminante de type Brettanomycés (2005)

Al

108+1
V 4 o ' L] L]
Dégradation de I'acide malique
3,5
///,__~\\\3 3
2,5 \
10%+1 =
En 2 cuve 10E1
=]
2X10e+6 g ¢ /\\ cuve 10E2
m 7’
- € \ e CUVE 10E3
s 1
=
S T
0,5 S
108+2
0 —
2X10e+6 8 8 8 % 3 3 3 3 3 3333333 3 3
7 9 ¢ ¢ e £ ¢ ¢ ¢© ¢ ¢© ¢ ¢ ¢© ¢ € ¢ ¢
NN QA VX O N T O O N T O ®
o o o O =« «=H «=H «—=H = N N N N

D

10°+3 [ chr HaNsEN |
2X10e+6




Bactéries lactiques: Bio-protection

Exclusion compétitive Effet Jameson

Etude de la prédominance de la souche de bactérie CH16 sur la flore contaminante de type Brettanomycés (2005)

Al

Dénombrement des bactéries lactiques viables

10e+1 1,00F 07
| ‘ 1 AN 4085
///’——\\\\ 1,D0E+05S f
10%+1 E
2X10€+6 E i —— i 104
. 4 i 8= 1043
i 1,00E+03 i 10ad
E —_—
10e+2 1.0OE=(2
2X10e+6
v 1. 0E+
<:f’——\\:) 1, OGE+D0
J A, i e . X 4 ok okt i ok ok = i i
10e+3 ﬁ.':"'d} "I.-'d- "'.'F'* "l.-*{ﬁ '-:';d- -::""‘En;-;'f" &”ﬁﬁﬂ'ﬁﬁﬁﬁ"f *-E"ﬂ- 1115.- '\:'fﬁ *-i'-"r 'f"cp 'f"’r 'F'ﬂj ':-'Ej 'F'F m
2X10e+6

——



Bactéries lactiques: Bio-protection

Exclusion compétitive Effet Jameson ... 10 ans apres

Etude de l'effet souche, Merlot 2014 thermovinification: CH11 comparée a CH35 ensemencement séquentiel apres FA

—

. 100E=0%
Viniflora® CH1 Viniflora® CH35
2X10e+6 2X10e+6
1,000 =23
10 =00
Histogramme comparatif des fréquences de citation des aromes =

vins de Merlot

ik
i}
&
-
i
: H . | I il ol 1l ]
F & o . P A o S i el = ke a‘“ I'- A o b &
-.*";: & & oF W ‘._\'?‘ - a AF P, ;‘ﬂ:' e
a oo o & - 4 & o k. &

mMelot570 @ Merior 379 @ Merior 1B3
T CH3S CH11

Quantification de Brettanomycés

HNLHAS



Bactéries lactiques: Bio-protection

Co-inoculation? Inoculation séquentielle?

Etude Bioprowine 2013 Bordeaux Merlot Early Sequential ciNe — Late Sequential CH11 & E f

Brettanomyces 10005
1,00E+12
1,00E +04
10k +02
1,00E+031
' 1,006 +02
I 1,00E+01 I
1, DO+ LOOE+00
¥l 1A 13 145 CiMe earky CH11late hequcnl ielle CH11 late hequenlleile FML Spontande
S e il

Ensemencement avec la souche CiNe ‘Early Sequential’ inoculation
AF a commencé J2
AF s’est terminée J9



Viniflora® NoVA™

La eleccion
Natural, Innovadora

CHRAHANSEN
Iwowfpod & /MMMZ/




Viniflora® NoVA™ ‘

FML en... 19 heures

Chilie, Mars 2015



CONTENIDO

Quines somos Chr. Hansen?

Qué es Viniflora® NoVA™ y qué aporta a la FML?

La Rapidez en Fermentacion de Viniflora® NoVA™

La Bioprotection con Viniflora® NoVA™

El impacto aromatico de Viniflora® NoVA™

Beneficios para las bodegas inoculando Viniflora® NoVA™
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CONTENIDO

Quines somos Chr. Hansen?
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Chr. Hansen es un suministrador global de
ol soluciones y productos biotecnologicos para

las indUstrias alimentarias, de salud,

farmaceéuticas y agropecuarias.

En la elaboracion vinicola Chr. Hansen es el
lider global en fermentos malo-lacticos y
levaduras No Saccharomyces.

Chr. Hansen se basa en la 2 7% & 14%




Chr. Hansen: innovacion en marcha

1980
1987
1993
2004
2006
2009
2009
2010
2011

2012
2014
2015

Introduced direct inoculation cultures
Patent on direct inoculation MLF bacteria
Introduction of first direct inoculation
First to introduce non-sacch yeast blends
Introduced FroZen MLF cultures

CiNe™, citrate negative MLB

Prelude™, the 15t Torulaspora delbruecki
Frootzen™, the 15t Pichia kluyveri
Concerto™, the 1t Kluyveromyces
thermotolerans

Freasy™, a new frozen MLF at -18°C
Introduction of NOVA™

Full innovation pipeline to stay ahead



CONTENIDO

Qué es Viniflora® NoVA™ y qué aporta a la FML?
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Viniflora® NoVA™ e

Manejo + rapido que nunca de la FML

CHRAHANSEN
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Secuencia Clasica (MFC*) en enologia

iy P R e
.-"|,-""' Fermentacion
. Malolactic (FML)

e
W - Saccharomyces

spp. Oenococcus oeni /
—— Lactobacillus ssp.
] yces = N

CHR AHANSEN

* MFC: Microbial Food Cultures



Nueva secuencia MFC enologica facilitando el proceso
Control de la FML inicial simplificando la vinificacion

g FML
1 J Oc i ~oc us
- et

g
‘l

Saccharomyce
0O,

spp
"=, Lactobacillus -
) " plantarum

R [
-I-.‘EEHRAHANSEN

d




Informacion Clave: NoVA™

Nueva generacion de bacterias maloldcticas para inoculacion en mostos.

L Tt Ml TR MR

__________|Feature/information

Tipo de especie Lactobacillus plantarum Nueva generacion diferente de
la anterior ‘plantarum’ de CH

%

Cepa CHCC12399, seleccionada en South Cumple con las reglas OIV
Africa por CH y Stellenbosch University  sobre cepas aisladas.

Caracteristicas Lactobacillus plantarum solo produce NoVA se inocula en uva/mosto,
Especiales Ac.Lactico y CO, a partir de Ac.Malico previo a la FA: facilita la
en mosto/vino aclimatacion y la velocidad

no produce Ac acético durante FML
Disponibilidda de Formato FroZen /bolsas/pouches/bags  Cajas/boxes de 6uds(bolsas)

Producto of 25 hl / 50 hl. Cajas/boxes de 6uds

Tipo de Inoculacion Directa FML previa a a FA

inoculacion En el mosto, en el derrapado/pisado Levaduras inoculadas después
(”crush”) previo a levaduras de 24-48 horas después de

NoVA™ @ >18°C
== Parametros de pH > 3.4 YAN / PAN: normal (no bajo)

Inoculacion SO2 Total : 0 a 15 ppm Consumo YAN bajo

Temperatura: (18)20-25°C Homogeneizar bien

Sin etanol a la inociilacidn No corregir acidos al tiempo



Implantacion de Viniflora® NoVA™
NoVA™ esta presente en grandes concentraciones dl inicio de la FA

» Pruebas de campo en La Mancha (SP) Lactobacillus CFU
» Uva tipo : Airén j
2
v pH 3.6 y SO, Total 30ppm R ¢ ¢
» Prueba en 3 depodsitos de 500hL use_ j I
s m
v Dep. Test (9) inoculado con NoVA el ? 3 - n
dia 0 2
v Los dos depositos control (11y 12) 1
sin inoculacion bacteriana. Solo 0 0 1 , ] ) :
levadura. Time [days]

» Aparte de la inoculacion con NoVA en
un deposito (9), los tres depositos
tienen idénticos tratamientos.

¢T9 (L.plantarum) mT11 (Control) AT12 (Control)

v



CONTENIDO

La Rapidez en Fermentacion de Viniflora® NoVA™
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Fermentaciones con NoVA™
Shiraz, Riverina 2015

o

Malic Acid consumption

2,4
2,2
2,0
1,8
1,6
1,4
1,2
1,0
0,8
0,6
0,4
0,2

0,0
0 20 40 60 80
Time (hours)

axpmeNOVA
Yeast addition Control

-
Malic Acid (g/l)

v'
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Fermentacion con NoVA™
Petit Verdot, Riverina 2015

pH 3.94 2., dl
T-SO, 8 P \ || Yeast addition o NoVA
Ac Mdlic =0,8 \ =

N/

NoVA en

0 20 40 60 80 100 120
Time (hours)

w7 T - _.|'I' ‘__:!: ;
m U ;}: . CHR _HANSEN
B\ ey ! | S

T

.




Fermentaciones con NoVA™
Tempranillo, La Mancha 2013 (2 niveles de pH)

Ejemplo de control de FML+FA en vino tinto
(Tiempo total entre FML en mosto y FA : 7 dias)

Malic acid consumption

1,0

0,8
== Control

LbA pH 3.5

Malic acid (g/L)

0,4 LbA pH 3.8

1 1,5

Days of fermentation

CHR AHANSEN
S uproving food, & health
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Fermentaciones con NoVA™
Niveles elevados de Acido Mdlico, Airén, La Mancha 2013

Parametro

- pH 3.6

- Ac. Mdlico:
(NoVA™ Puede deg
- S0O2 Total: 2
- Temperatur
- Adicion de L

FML re
. 'Estabil
5 | v Tn.“_'._r-_;m ts: CHR_ HANSEN
. 'l - I',.| ‘= , [Woui%ﬁfwl/{/&mlth

i

fal : 1
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La Bioprotection con Viniflora® NoVA™
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Bio-proteccion es una caracteristica clave de NoVA™

» Viniflora® NoVA™ is cuanto mas efectiva cuando :
1. SO, Total por debajo de 15 mg/l

2. Todas (o como minimo el 50%) de las correciones con Ac
tartarico se retrasan hasta que se haya completado la FML.

Dado ese bajo nivel de SO2 y el elevado pH se aprecian
generalemente como factores de alto riesgo para desarrollo de

microorganismos no deseados...
Y, en este caso como queda el mosto Bioprotegido?

» Viniflora® NoVA™ aporta un altisimo grado de Bio-proteccion via
efecto Jameson.

» Ademas disminuye la poblacion de bacterias acéticas y la mayoria
de hongos, asi como de algunas levaduras.



El efecto Jameson
Un mecanismo en Bioproteccion

“Growth suppression of multi-species bacterial populations in
batch cultures by a single ‘dominant’ strain has been referred to
in the literature as the ‘Jameson Effect’....... . In most trials, the

initial inoculum concentration governed which species became

dominant and suppressed the growth of the other strain.” '

(1) Mellefont L.A., McMeekin T.A. and Ross T. (2008) Effect of relative

inoculum concentration on Listeria monocytogenes growth in co-culture. m

International Journal of Food Microbiology 121, 157-168.



Exclusion Competitiva (Efecto Jameson en solidos)

(mcids; yeasts, bachera) |

_“‘\\
=

= | Protective culture
g
5 s
g0 5 :
= g g E
—_— nl o m :
7 g 5
: : :
Hpge Maximal growth rate o ! T
W

Contaminants | Contaminants contained
¢ by Protective culture |

Contaminants
|mokis, yeasis, bactena)

Lag phase time Simultaneous dceleration
//l {Lag and y..] similar)
IL"\_H__

“the minority population decelerates
when the majority - or the total -
population count reaches its maximum?” 2

e

2 Cornu M., Billoir E., Bergis H., Beaufort A., Zuliani V. Modeling microbial
competition in foods. Application to the behaviour of Listeria monocytogenes
and lactic acid flora in diced bacon http://www.ifip.asso.fr
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El Efecto Jameson en accion
Ejemplo de Bioproteccion con Viniflora® NoVA™

Ambas muestras

contienen el mismo
mosto. En la imagen
derecha el crecimiento
del hongo resulta

inhibido por la

— ] VS. O presencia de Viniflora®
— | . AR NoVA™.
NoVA ™ exhibe
f claramente el Efecto
—_/— B Jameson.

Sirru ol SRoiiendim

sy

10mg/ [ TSO, Sin SO, anadido
pH 3.5 pH 3.8 | CHR_HANSEN |

No Viniflora® NoVA™ Con Viniflora® NoVA™




NoVA™ inhibe bacterias aceticas !!
Tres pruebas en depdsitos con Airen, La Mancha (NoVA™ vs. 2 testigos)

» Analisis “Metagenomics” de los tres depositos muestran que NoVA™
puede disminuir la poblacion de bacterias acéticas!

» El recuento de CFUs muetra un reduccion de 2.5 log BA con NoVA

Acetic acid bacteria

60
g0
5 o
S 40 -
2
® 30 =—A9 - Lb
5 o L\
..:_; 20 A1l - conl
&% 10 & ={=A12 - con2
8 —
qc) 0 T T T 1
o NB! Log
& 0 2 4 6 values

Days of fermentation

\ Log(CFU/mL)

O R N W b U1 O

Acetic acid bacteria

= . U/mL
T11/T12 0 90.000 CFU/mL
Al
€ ———————4050CFU/mL
Al
P 270 CFU/mL
0 1 2 3 4 5
Time[days]
Método:

GJ5 agar con 0.09¢/L Natamyciny 12.5
mg/L penicilin
T2 Incubacion 25° @ /7 dias



NoVA™ inhibe bacterias aceticas

Prueba de Cuatro depositos con Merlot, Bordeaux
(2 con NoVA™, 2 testigos)

» Resultados de pruebas de campo en Bordeaux 2013, indican que NoVA™ es capaz de
inhibir el desarrollo de bacterias acéticas en mosto y vino en fermentacion.

100

< 2,00E+04
g 8 5
i g 1,50E+04 -
SE 60 S
S 40 2 35 1,00E+04 -
o2 Qi
b= v 2
g« £ 5,00E403 -
0 T - T T 1 &’
A (control) B (control) C (test) D (test) 0,00E+00 - . )
A+B (Control) C+D (Test)

Winery Bordeaux Winery Bordeaux

Day 7 - Alcohol of approx. 9% Day 117

No more viable L. plantarum No more viable L. plantarum

Only growth of Acetic Acid Bacteria in the control tanks Only growth of Acetic Acid Bacteria in the control tank

» Mosto procedente de Merlot (alta calidad) se dividid entre 4 depositos de 3 Hl,
durante la FML los 2 depositos control se mezclaron en 1y los 2 test en otro

» CvyD seinocularon con NoVA™ el dia 0 (= ]



NoVA™ inhibe hongos

Inhibicion de desarrollo de hongos en mosto y mosto/vino

» Mosto (Merlot), prueba laboratorio » Mosto en fermentacion (Merlot),

Languedoc
» Mosto de Merlot con pH 3.5y 3.8

D » NoVA inoculado en el deposito test
» Inhibicion de hongos en mosto con pH

3.8 » Placas YGC del dia 4 (testigo y test
tank)

S &
- - f‘,..--'. i

A TrA + MERLaT AR S MERLEY B

!

¥ CRcCix3qq

! 2=
__rﬁFﬂ =1 35 u?'ﬂ LR

CRHCL RS,

22-06-11 2l-ak=-11
MEE HEE

Mosto pH 3.5 a la izquierda & Testigo a la izquierda &
mosto pH 3.8 a la derecha Test con NoVA a la derecha



NoVA™ inhibe hongos

Inhibicion en racimos de uva

» Investigacion posterior del efecto de inhibicion de hongos por parte de L.
plantarum’s

v Por inoculacion (L. plantarum) de racimos completos, frente a control sin
inoculacion.

v Se dejaron los racimos en idénticas condiciones en el laboratorio por 3 dias.

+ Observen resultados

INODCU LATED WITH CoNTROL

L. plam€atum

Mould growth




NoVA™ inhibe hongos

Challenge testing of mould species

» Los efectos de inhibicion por NoVA se analizaron en condiciones de laboratorio,

frente a otras bacterias lacticas.

» Inhibicion en Malt Extract Agar (MEA)

» Los hongos estudiados fueron (Aspergillus steynii, Aspergillus niger, Penicillium

verrucusom and Penicillium brevicompactum)

L200
L8
LA113
12697
5366

= 12399

0,0 50,0 100,0
% inhibition of Aspergillus steynii

L200
L8
LA113
12697
5366

c 12399

0,0 20,0 40,0 60,0

% inhibition of Penicillium
verrucosum

DX



Afecta NoVA™ a la FA?

Inhibicion de Saccharomyces cerevisiae es negligible

== Saccharomyces cerevisiae
m Botrytis cinerea

=0 m Aspergillus niger
ED ’ .
-0 » Airén, La Mancha, Spain
50 » pH 3.6y SO, total 30ppm
S0
40 » Prueba en 3 dep. de 500hL
30 )
_— v Dep .Test (9) inoculado con NoVA el dia
10 - inicial (0)
o 'm 0w R v Los 2 depositos control/testigo (11 and
Py . .
%51.‘?‘ é-a:aﬁ"sﬁ“’éﬁ‘&é‘ﬁéﬁ‘&&&ﬁ 51*&4'3} 12)no se inocularon con ninguna
PO Rl S S S bacteria.
I e

» Aparte de NoVA idénticos tratamientos.

Australia 2015: Sin impacto en una prueba realizada en 18 depésitos en

paralelo. Ningun impacto negativo sobre la fermentacion alcohélica.




Airén 2013 bacterial diversity

Airén 2013 bacterial family diversity Other

[0)
100% Stigonematales

90% +— o = Sphingomonadaceae
80% ® Pseudomonadaceae
70% B Oxalobacteraceae
 Oscillatoriales
60%
H Neisseriaceae
50%
B Leuconostocaceae
40%
M Lactobacillaceae
30% .
M Flavobacteriaceae
[0)

20% B Enterobacteriaceae
10% m Desulfurococcaceae
0% - W Aeromonadaceae

o 12 3 a7 o1 2 3 a 7

W Acetobacteraceae

|

|

|

Percentage of bacteria

|

|

L. plantarum (NoVA) Control
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Fungal diversity -> moulds are suppressed by NoVA™!

Fungi diversity Other

Wickerhamomyces anomalus
Torulaspora delbrueckii
= Talaromyces stipitatus

100

= Sclerotinia sclerotiorum
Saccharomyces sp.

™ Saccharomyces pastorianus

[ Saccharomyces cerevisiae

90

80

@ Saccharomyces carlsbergensis
= Saccharomyces arboricola
Rhizopus stolonifer
Penicillium expansum
Penicillium aurantiogriseum

70

60

Mucor ramosissimus
Kluyveromyces thermotolerans
Hanseniaspora vineae
Hanseniaspora uvarum
Erysiphe pisi

| Cryptococcus flavescens

m Cladosporium sphaerospermum
W Botryotinia fuckeliana

50

40

Percentage of total fungi reads

30

W Blumeria graminis

W Aureobasidium pullulans
m Aspergillus oryzae

W Aspergillus niger

20

W Aspergillus kawachii

10 | Aspergillus carbonarius
m Aspergillus aculeatus
0 W Ascocoryne sarcoides
B Apophysomyces trapeziformis
Q M Alternaria brassicicola
%o B Alternaria arborescens

4\\"» ,\'\r\’ ,\'\r\' 4(\"» ,(»\' «N\’ &N\«' «'\’)' 4\0 ,\'Q' '\I)' «\r)' ,\'\’y &0'
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Percentage of fun

Botrytis are inhibited by NoVA™!

Botrytis cinerea

Control tank

25

93
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Also Aspergillus and Penicillium sp. are inhibited by NoVA™!

Aspergillus sp.

w
o

NoVA™ tank Control tank Control tank—

N
w

N
o

[any
(2}
Y

Percentage of fungi

[any
v O
'

Penicillium sp.

Control tank

Percentage of fungi
(o)}




Clear inhibition of surface moulds

» A 2014 Amarone field trial where NoVA™ was sprayed on the grapes during drying
v Grapes were brought to Denmark.

v There seemed to be a clear difference (especially on botrytis - the hairy white one)

NoVA™ treated Control Control from the side

95 IW”V‘[M ﬁﬂ% & W



Conclusion: Viniflora® NoVA™ in fermentations

» What you add is what you see:

v NoVA™ is definitely taking over during the first days of fermentation
» Bioprotective effect:

+ NoVA™ inhibits acetic acid bacteria!

+ NoVA™ inhibits Botrytis cinerea, Aspergillus sp. and Penicillium sp.!

CHR_HANSEN

v
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CONCEPTOS

El impacto aromatico de Viniflora® NoVA™

97
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Fermentaciones con NoVA™ : Aromas
Mayor intensidad aromatica (fruta fresca) debido a actividad
enzimatica esterasa and f3-glucosidasa enzymes

=] — Pud ud r-%

o
o0 4 Carignan FO1 controd a;{‘-':' 2 :
i ‘_,;;F = arignan F13 contral
¥

4 = Larignan F15 Test .
’5} E Sf ——Carignan F16 Test

-
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Fermentaciones con NoVA™ : Aromas
Bright fruit intensity - descriptores usados por el panel*

Estos dos ejemplos ilustran el efecto de NoVA™ aportando un
mayor espectro de aromas a frutafresca y una mayor:intensidad de estos :mismos aromas
(en rojo vs. testigo/control en azul)

~ ~ L

0‘ 5 .0.“

B! '“
' i
L
k.
’~~l IlIIIIII II i

BN By Sy 1. | 1¥ II 1111 1] I
lllllllllllllllll .1

v

AR £ ‘Pf‘i
;(sﬁ ﬁ“ﬁ {a&«;ﬁ qw gﬁ w

B Carignar FL3 canfrol
B Carignan F16 Test

| EJIi,;!'I.’II'I FOT condrl
B Carignan F15 Test

* panel: independent, non-professionalytrai ine tasters
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Fermentacion con NoVA™ : Aroma

Bright fruit intensity - Analisis de esteres

NoVA in Carignan, Languedoc 2013
6,00

5,00
4,00 -

E.a.m
3,00 - .
A
0,00

apple,  strawberry, banana, | strawberry, strawberry, raspherry,
pineapple | pineapple pear pineapple gresn apple,  apple
anizeed

isobutyl Ethyl Iscarmd Ethyl Ethyl Ethyl
acetate butyrate®  acetate® valerate  hexanocate® | octanoate®

B . SRR

B Carignan MoWa

Compounds marked with an *
are above threshold level

NoVA in Merlot, Languedoc 2013

14 4
1.2 4

F

pineapple

Isobartyl acetate Ethy| butyrate®

B Mderhat

10 -
0.8
[

apple, strawberry,
pineapple

banana, pear | slrawdberny, strawherry, raspherry,
pinzapple green apple, appie
artiseed
Isoamd Ethyl valerate Ethyl Ethyl
arefate® hezancgate® actanoate*
Contral m Merlot | MO WA




CONTENIDO

Beneficios para las bodegas inoculando Viniflora® NoVA™

CHR_HANSEN
v
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Tres Razones principales para usar NoVA™

Relacionando la rapidez, intensidad aromadtica y Bioproteccion temprana

Viniflora® NoVA™

FML mas rapida en mosto :
Una matriz mas facil que un
vino para las bacterias ... Lp
controlara la FML de forma
mas rapida y efectiva

Menos SO,: La rapida
estabilizacion ayuda a reducir
los niveles de SO2

Menor necesidad de Tartarico

Incremento Aromatico: NovVA™
posee actividad R-glucosidasa
y estearasa , produciendo
aromas a fruta desde los
precursores exsistentes

NoVA: Lp es homofermentative
en condicones mosto/vino
conditions y no produce Ac
Acético una vez finalizado el
Malico.

Prevenir “spoilage”: El
desarrollo de Lp en mosto lo
protégé de otras bacterias y
hongos

No Histamina: NoVA™ no
produce aminas bidgenas.



Eficiencia Enologica
Minimizar las adiciones en bodega

Viniflora® NoVA™ permite la posibilidad de usar cada aditivo una unica vez:

4 ) 4 R A R A
| |
One addition of One addition I One addition of | One addition
MLB with NoVA™ of yeast I tartaric acid : I of SO,
\_ WV, \_ ) J L




Eficiencia Enlogica

Reducir al minimo el numero de adiciones en bodega

Viniflora® NoVA™ allows the possibility of each additive dosed only once:

s

Una adicion de
BML con NoVA ™

\

Una adicion de
acido tartarico

Una adicion de
SO2

~

Una adicion de
Levadura

1

J

Adicion de dcido tartdrico en etapas iniciales de

Una adicion de
acido tartarico

S0,

fermentacion, al conseguir que el nivel de AM<0.2g/L

I Una adicion de SO, para estabilizar
I microbioldgicamente el vino una vez acabada la FA 'y

I proteger de oxidaciones. Antes de esta adicion NoVA y
la levadura adicionada protege el mosto/vino

7’

v



Viniflora® NoVA™ y acido tartarico

El Ac Tartarico acid se adiciona de forma rutinaria en Australia, por ejemplo:
= pH mas bajos ayudan a proteger el mosto/vino al permitir que el SO,
Molecular esté en mayor proporcion (mayor efecto microbiano)

= Aporta estructura al vino

Dado que NoVA™ exhibe excelentes
efectos de Bio-proteccion, no es tan
necesario estandarizar el pH en
mosto.

Durante FML con NoVA", no se
observa incremento de pH.
(produccion de Ldctico a partir de
azucares)

El pH del vino final se podria

Para alcanzar un pH dado se mantener en niveles mds elevados

requiere menor adicion de dcido
tartdrico

CHRAHANSEN




Viniflora® NoVA™ y acido tartarico
Reduccion de costes potncial

Precio estimado de ac.tartarico (fuente: E.E. Muir & Sons Ltd) :
L

Natural $6/Kg

Sintético $3.50/Kg

Dosis aproximadas de uso

8g/L - Riverina e

4 to 6 g/L en Murray Darling/Riverland _ g - -
1 to 2 g/L en regiones frias - < :
.
7 o
Coste del Ac. Tartarico en gran bodega 1 .,‘__ /
1.4 to 2.1 cents/L

¥
-

:i

e

Manteniendo un incremento de pH superior a 0.1 unidades, y
evitando el incremento de pH observado en FML tipicas: el uso
de NoVA resultaria en una reduccion de un 25% en adicion de

CHR_HANSEN

tartarico, resultando en un ahorro de aprox de 0.5 cents/| - A ook el




Para concluir....

» Viniflora® NoVA™ es un nuevo e innovador cultivo para FML
» Se trata de Lactobacillus plantarum

» NoVA" permite realizar la FML en mosto previa/junto a inicio
de FA

» FML completada en 1-3 dias.

» NoVA™ ofrece un gran efecto de Bio-proteccion contra
microoganismos no deseados / no controlados.

» Las ventajas para bodega del uso de Viniflora® NoVA™ son:
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Viniflora® NoVA™

The natural, innovative
& robust choice for MLF

Ny
T .

The information contained herein is presented in good faith and is, to the best of our knowledge and belief,
true and reliable. It is offered solely for your consideration, testing and evaluation, and is subject to change
without prior and further notice unless otherwise required by law or agreed upon in writing. There is no
warranty being extended as to its accuracy, completeness, currentness, non-infringement, merchantability or
fitness for a particular purpose. To the best of our knowledge and belief, the product(s) mentioned herein
do(es) not infringe the intellectual property rights of any third party. The product(s) may be covered by
pending or issued patents, registered or unregistered trademarks, or similar intellectual property rights.

Copyright © Chr. Hansen A/S. All rights reserved
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Nouvelle séquence en vinification simplifiant le process
Controler la FML comme une preé-fermentation et reduire les difficultés

—

Fermentation
Alcoolique

Lactobacillus
plantarum

CHRAHANSEN
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Viniflora® Tasting

Aragones/Tinta Roriz/Cencibel/Tempranillo

Mosto/vino fermentado en el mismo deposito. Homogeneizado y
separado en 6 depositos acabada la FA.

Procesos de CF idénticos.

Solo cambia la cepa usada para FML, frente a
fermentacion espontanea.

Ribera del Jucar 13,70%Alc, pH=3.7, MR<2, AV-~0,3




Viniflora® Tasting
Syrah

Mosto/vino fermentado en el mismo deposito. Homogeneizado y
separado en 6 depositos acabada la FA.

Procesos de CF idénticos.

Solo cambia la cepa usada para FML, frente a
fermentacion espontanea.

Ribera del Jucar 14,00%Alc, pH=3.8, MR<2, AV-~0,3

Bl 4

CHR_HANSEN
v
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