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INTRODUCCION

Las aminas bidgenas (AB) son compuestos organicos (bases nitrogenadas) de bajo peso
molecular, encontradas frecuentemente en alimentos fermentados como vino, queso,
salchichas, etc. Las caracteristicas quimicas y efectos bioldgicos de las AB son muy diversas,
pudiendo tener efectos beneficiosos o perjudiciales en los seres humanos. Asi, algunas aminas
como la putrescina, parecen ser esenciales para el crecimiento y la proliferacion celular en
organismos vivos. Sin embargo, otras AB como la histamina y tiramina tienen efectos
perjudiciales sobre la salud, o sobre las caracteristicas organolépticas de los alimentos como
la putrescina. Por ello, su concentracion en alimentos deberia ser muy bajo, o al menos no
superar determinados niveles (9). En el caso del vino, aunque se han descrito mas de 20 AB
distintas (20), las mas abundantes y peligrosas son histamina, tiramina, feniletilamina y
putrescina, y en menor medida cadaverina y triptamina (9).

La sintesis de AB supone la coincidencia de tres factores diferentes: existencia de precursores
(aminoacidos), presencia de microorganismos con actividades descarboxilasicas
correspondientes, y concurrencia de las condiciones ambientales adecuadas (7). La existencia
de aminoacidos se encuentra cualitativa y cuantitativamente ligada a las materias primas y a la
tecnologia de vinificacion: variedad de uva, momento de la vendimia, adicion de nutrientes
aminoacidicos, maceracion, adicion de enzimas, lisis microbiana, etc. (7). La existencia de
condiciones favorables para el metabolismo microbiano, como por ejemplo valores de pH
elevados, bajo contenido en SO,, etc. favoreceran logicamente la sintesis de AB (15).

En el presente trabajo, vamos a centrar la atencion en el segundo de los tres factores que
acabamos de mencionar, la presencia de microorganismos con actividades descarboxilasicas,
concretamente las bacterias, y mas especialmente las bacterias lacticas (BL).

BACTERIAS ACETICAS

Las bacterias acéticas (BA) parecen ser poco productoras de AB, y no son normalmente
descritas como causantes de su sintesis en vinos. En un amplio estudio realizado por nuestra
parte con numerosas especies de Acetobacter (A. aceti, A. malorum, A. pasteurianus, A.
pomorum, A. tropicalis y Acetobacter sp.), Gluconacetobacter (G. diazotrophicus, G.
europaeus, G. hansenii, G. liquefaciens, G. oboediens, G. sacchari y G. xylinus), y
Gluconobacter (G. asaii, G. cerinus, G. frateurii y G. oxydans,), no pudimos encontrar que
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ninguna de ellas produjera histamina, tiramina, feniletilamina, putrescina, cadaverina o
triptamina, ni en medio sintético ni en vino (9).

En el caso de las BA en vinificacion, suele buscarse siempre evitar su crecimiento o
eliminarlas de la forma mas inmediata y eficaz posible. De ahi que quizds no abunden los
estudios detallados de sintesis de AB por parte de las BA. En cualquier caso, nuestros
resultados coinciden con datos de otros autores, lo que indicaria que las BA no representan un
peligro para el vino en cuanto a la sintesis de AB.

BACTERIAS LACTICAS: ESPECIES PRODUCTORAS

Las BL son las principales responsables de la sintesis de AB en vino (9). En la Tabla 1 puede
observarse la correlacion entre la especie de BL y el tipo de AB sintetizada en vino.

Tabla 1. Especies de BL que son capaces de sintetizar AB en vino.

Amina Bidgena

Especie Histamina Tiramina Feniletilamina Putrescina
L. brevis - + (100%) + (100%) ?
L. buchneri + (30%) ; . + (<1%)
L. casei ) _ . R
L. collinoides ) ; . -
L. hilgardi + (27%) + (25%) + (25%) + (<1%)
L. mali + (67%) _ ) R
L. paracasei ) } . -
L. plantarum ) + (<1%) . -
L. mesenteroides + (6%) _ . -
O. oeni

+ (78%) - - +(20%)
P. parvulus + (16%) _ ) R
P. pentosaceus ) } . -

En el caso de la histamina, la produccién de este compuesto es un caracter dependiente de
cepa, variando desde un 6% aproximadamente de las cepas positivas para la especie L.
mesenteroides, a un 80% de positivas en la especie O. oeni (4-6, 8, 11, 13, 16, 21, 22, 26, 30,
31). Hay que sefalar que estos porcentajes varian en funcion del método empleado, ya que los
sistemas menos sensibles como la deteccion en placa solamente revelaran las cepas que
produzcan concentraciones mas elevadas de AB, mientras que métodos enzimaticos o que
emplean HPLC seran capaces de mostrar cepas que produzcan concentraciones mas bajas de
AB (12, 13).
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En cuanto a la tiramina, en algunas especies como L. brevis, todas las cepas analizadas
aisladas de vino son productoras, mientras que por ejemplo sélo una parte de las cepas
pertenecientes a L. hilgardii sintetizan esa AB (1, 18). Es de destacar que todas las cepas
productoras de tiramina son capaces de sintetizar feniletilamina, quizés debido a una actividad
secundaria del mismo enzima descarboxilasico (18).

Las especies de BL aisladas de vinos que son capaces de sintetizar putrescina son L. buchneri
(31), L. hilgardii, O. oeni (8) y quizéas L. brevis (25) (Tabla 1). Este caracter parece ser mas
escaso en BL que la capacidad para sintetizar otras AB; de todas formas, el nimero de cepas
capaces de sintetizar putrescina parece que es cada vez mas frecuente: hace algunos afios no
se aislaban BL del vino productoras de putrescina, y cada vez parece que la frecuencia de su
aislamiento es mayor, lo cual podria significar a su vez que Unicamente se han mejorado los
métodos de deteccion y cuantificacion de esas AB.

RUTAS BIOSINTETICAS DE AMINAS BIOGENAS

Las AB son producidas a partir de los aminoacidos precursores gracias a la accion de las
descarboxilasas correspondientes. Asi, la histidina descarboxilasa (HDC) sintetiza histamina a
partir de histidina, la tiramina descarboxilasa (TDC) sintetiza tiramina desde tirosina y
feniletilamina a partir de fenilalanina. El caso de la putrescina es mas complejo (Figura 1).

Figura 1. Posibles rutas de sintesis de la putrescina a partir de la arginina en BL.
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En algunas BL, como O. oeni, la arginina se convierte sucesivamente en citrulina, ornitina y
putrescina gracias a la arginina deiminasa (ADI), ornitina transcarbamilasa (OTC) y ornitina
descarboxilasa (ODC) (8, 27-29). En otras BL, como L. hilgardii, la arginina se descarboxila
a agmatina por la arginina descarboxilasa (ADC), y ésta se transforma sucesivamente en
N-carbamilputrescina y putrescina debido a la accion sucesiva de la agmatina deiminasa
(AgDI) y la N-carbamilputrescina hidrolasa (NCH) (2, 3).




DETECCION DE GENES DE CEPAS PRODUCTORA DE AMINAS BIOGENAS

Hoy en dia existen cebadores especificos para detectar los genes correspondientes a los
enzimas descarboxilasicos arriba mencionados. En el caso del gen hdc, observamos un
ejemplo en la Figura 2 (13). Puede observarse que hay cepas de O. oeni que darian falsos
negativos con la pareja de cebadores JV16HC/JV17HC (19), mientras que la cepa de L.
hilgardii 5w proporciona una ausencia de reaccion para los cebadores CL1mod/JV17HC (13).
Esta ultima pareja ha sido optimizada para la deteccion del gen hdc en cepas de O. oeni (13).
Debido a que la eficacia en la deteccion de los genes varia en funcion de las especies de BL a
las que se aplican, aconsejamos emplear los cebadores CL1mod/JV17HC para O. oeni, y
JV16HC/JV17HC para el resto de BL. Cuando no sepamos la identidad de las BL, seria
deseable realizar la doble reaccion para evitar resultados incorrectos.

Figura 2. Deteccion del gen hdc con los cebadores JV16HC/JV17HC (A) y CL1mod/JV17HC (B). Carreras 1y
20 patron de bandas. Carrera 2 control positivo Lactobacillus buchneri ST2A, (carrera 3) control negativo
Pediococcus pentosaceus 136, (carrera 4) Oenococcus oeni 4042, (carrera 5) O. oeni 4023, (carrera 6) O. oeni
4021, (carrera 7) O. oeni 4047, (carrera 8) O. oeni 4010, (carrera 9) O. oeni 3996, (carrera 10) O. oeni 4045,
(carrera 11) P. parvulus 339, (carrera 12) P. pentosaceus 56, (carrera 13) P. parvulus 276, (carrera 14) L.
hilgardii 464, (carrera 15) L. plantarum 98, (carrera 16) L. paracasei 364, (carrera 17) L. hilgardii 5w, (carrera
18) Leuconostoc mesenteroides 27, (carrera 19) L. mesenteroides 86.
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Para el gen tdc, responsable de la sintesis de la tiramina descarboxilasa, postulamos el empleo
de la pareja de cebadores p0303 (23) y P1-rev (18, 24) (Figura 3).

Figura 3. Deteccion del gen tdc en distintas BL aisladas de vinos

En cuanto a la sintesis de putrescina, como hemos visto existen un par de caminos posibles
para su sintesis: a traves de la ornitina como en el caso de O. oeni, 0 a través de la agmatina
como en L. hilgardii. En el primero de los casos, se suele utilizar los cebadores 3 y 16 para el
gen odc (6, 28, 30). Para detectar los genes de la ruta de la agmatina, proponemos el empleo
de los cebadores AfuAF y AguAR para el gen aguA (AgDl), y aguBF y AguBR para AguB
(NCH) (10), tal como se observa en la Figura 4.

Figura 4. Deteccion del gen aguA en distintas BL




REGULACIQN DE GENES Y ENZIMAS RESPONSABLES DE LA SINTESIS DE
AMINAS BIOGENAS

Desde el punto de vista aplicado, es de gran interés conocer no solamente qué BL poseen
determinados genes, sino cuando, cuanto, como y porqué se expresan esos genes, lo cual
determinara la cantidad final de las respectivas AB en vinos. Asi, sabemos que la mayoria de
cepas de O. oeni pueden producir histamina en vinos, pero que la cantidad final no sera
normalmente elevada, y que cuando detectamos produccion de histamina en vinos en
cantidades importantes, éstas se deben al crecimiento y metabolismo de otras BL,
especialmente L. hilgardii y P. parvulus (13, 14).

Un factor determinante es el pH del vino (14). Tal como se observa en la Figura 5, a valores
de pH inferiores a 3.5 no existen generalmente unos niveles elevados de histamina, cosa que
no ocurre con vinos de pH alto como por ejemplo 3.8 0 3.9. Ello se debe a que las actividades
metabolicas de las BL responsables de la sintesis de AB se encuentran limitadas en vinos mas
acidos, los cuales se encuentran pues mas protegidos. La regulacion se ejerce a nivel de la
actividad enzimatica, no en la expresion de los genes (15, 17).

Figura 5. Valores de pH y concentracion de histamina encontrados en distintos vinos tras finalizacién de la
fermentacién malolactica.
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La actividad de los enzimas implicados en la sintesis de AB es maxima a temperaturas
cercanas a los 30°C, mientras que a los 4°C esta actividad disminuye a un 20% del méximo
(no existe influencia sobre la expresion de los genes, sino sobre la actividad de los enzimas)
(15, 17).

El etanol no tiene ningln efecto relevante sobre la expresion de los genes codificantes de las
descarboxilasas, pero si directamente sobre los enzimas, de forma que una concentracién de
unos 10° alcohdlicos dobla la actividad enzimatica respecto al control, tal como se puede
observar en la Figura 6 (15, 17).

La glucosa, fructosa, acido malico y acido citrico disminuyen la expresion de los genes
codificantes, pero no la actividad del enzima descarboxilasico correspondiente (Figura 7). Por
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su parte, los &cidos lactico y tartarico no poseen efecto ni sobre la sintesis ni sobre la actividad
de los enzimas implicados en la sintesis de AB (15, 17).

Figura 6. Efecto de la concentracion de etanol en la actividad enzimatica de la HDC.
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Figura 7. Efecto de la concentracion del 4cido mélico (de izquierda a derecha 0, 0.5,1,2y 4 g/L) en la
expresion del gen hdc.

En cuanto al SO, éste no afecta tampoco la sintesis ni la actividad de los enzimas, pero si que
posee l6gicamente una influencia indirecta al disminuir la poblacion microbiana (15, 17).

Otros factores, como la histidina, histamina, la fase de crecimiento celular, o la presencia de
piridoxal fosfato (un cofactor necesario para las descarboxilasas), han sido estudiados y
caracterizado su efecto sobre la sintesis de AB (16).

IMPLICACIONES TEQNOLOGICAS DE LA REGULACION DE GENES Y
ACTIVIDADES ENZIMATICAS

A modo de resumen de lo que acabamos de ver arriba, podemos establecer que la glucosa,
fructosa, malico, citrico y la presencia de la propia AB disminuyen la expresion de los genes
responsables. Los aminoacidos precursores aumentan la expresion de los genes. El etanol
incrementa la actividad de los enzimas. La temperatura y el pH influyen en los enzimas pero
no en los genes. El estado de crecimiento influye en la expresion genica. El tartarico, lactico y
SO, no influyen en sintesis ni actividad enzimatica.

Traducido a posibles repercusiones tecnologicas, todo ello significa que las AB no van a
sintetizarse tanto en mosto (donde hay mas glucosa, fructosa, malico, etc.) como en vino (méas
etanol y menos recursos energéticos). Ello es logico si pensamos en un sistema donde
escasean los recursos como es el vino, y las BL pueden asi regular la utilizacion de
metabolitos (energia): en primer lugar, se emplearan preferentemente los azlcares,
especialmente glucosa y fructosa. Seguidamente los acidos organicos como citrico y malico
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(tartarico y lactico no se suelen emplear y por ello no tienen efecto sobre la sintesis de
enzimas descarboxilasicos de aminodcidos). Y finalmente se emplearian los aminoécidos para
obtener energia y mantener el pH intracelular relativamente elevado. Es una estrategia de
mantenerse a largo plazo, e ir dosificando esos recursos de forma racional al secuencializar su
utilizacion.

En otras palabras, las AB no se sintetizan mayoritariamente en mosto sino en vino debido a la
regulacion de los factores que hemos caracterizado, y ello es de hecho lo que se observa a
nivel de produccion: los incrementos normalmente importantes en AB en los vinos se hallan
mas en las fases de crianza que en los momentos iniciales.

Respecto al SO,, hay que considerar otra cuestion tecnoldégicamente importante. Como hemos
dicho este compuesto posee una actividad antiséptica evidente, pero no afecta a la sintesis ni a
la actividad de los enzimas descarboxilasicos: hemos observado que las descarboxilasas
pueden continuar activas en el vino incluso cuando la bacteria esta muerta. Ello significa que
aunque matemos a las BL, los enzimas pueden seguir sintetizando AB: hemos estudiado vinos
de crianza en los que las bacterias habian muerto, pero en los que seguia aumentando el
contenido de AB transcurrido bastante tiempo debido a esta actividad enzimatica residual (7).

ACTUACIONES TECNOLOGICAS DERIVABLES

De lo que acabamos de ver, se desprende que podemos procurar evitar la aparicion de AB en
vinos mediante distintas estrategias. Evidentemente el empleo de SO, (u otros inhibidores que
pudieran emplearse como bacteriocinas o lisozima entre otros) puede ser de gran ayuda
empleado a tiempo y en las debidas condiciones, aunque no destruya los enzimas. El empleo
de cultivos iniciadores seleccionados y seguros es otra posible estrategia que ha demostrado
ser util. Sin embargo, no siempre ocurre asi por desgracia. En la parte superior de la Figura 8
se muestra una cinética de crecimiento de BL a lo largo de una vinificacién en bodega. Este
vino fue sulfitado e inoculado con un cultivo iniciador comercial. Se observa en el panel
superior que las poblaciones de lactobacilos (L. plantarum y L. hilgardii) son detectadas al
principio, pero no tras el sulfitado y la inoculacion. El cultivo iniciador consigue crecer e
implantarse en el vino, llevando acabo la fermentacion malolactica (datos no mostrados).
Junto con esta cepa, coexiste otra (O. oeni S1) durante un tiempo, pero que es desplazada al
cabo de un tiempo: se detecta a los 30 dias de inicio de la fermentacion, pero ya no a los 150
dias. En cambio, otra cepa (O. oeni S2) que no es detectada al principio y es superada
primeramente por el cultivo iniciador, es capaz de crecer en momentos posteriores, estando a
la par con la cepa inoculada desde los 150 dias del inicio de la fermentacion hasta el final.

Cuando observamos lo ocurrido con la evolucién de las AB (panel inferior de la Figura 8), no
se perciben aumentos significativos de la tiramina ni de cadaverina. La histamina sufre un
aumento inicial coincidente con la fermentacion alcoholica y la existencia de los lactobacilos,
y posteriormente no presenta un aumento muy significativo. En cambio, la putrescina
aumenta espectacularmente hacia los 150 dias, coincidiendo con el crecimiento mayor de la
cepa O. oeni S2. Analizadas estas cepas en laboratorio, O. oeni S2 demostré poseer los genes
y la capacidad de sintetizar putrescina en vino, mientras que O. oeni S1y la cepa del cultivo
iniciador eran negativos para este caracter. Por ello, la cepa O. oeni S2 fue la responsable de
la sintesis de putrescina en esas fases avanzadas del proceso de vinificacion, y fue capaz de
crecer durante la crianza en un vino que habia desarrollado la fermentacion maloléctica de
forma exitosa por un cultivo comercial.

De lo anterior se deduce la necesidad de estabilizar el vino una vez acabada la fermentacion
malolactica, ayudandonos de la adicion de SO, (si es posible, o de algun otro antiséptico),
reducir la poblacion microbiana por centrifugacion o filtracion, etc. La inoculacién con
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cultivos iniciadores es una ayuda importante, pero no debemos descuidar otras actuaciones
gue nos permitan controlar las poblaciones de BL y evitar asi la aparicion de las AB justo en
los momentos en los que el vino esté mas desprotegido y las condiciones metabolicas del
mismo las idoneas para la actuacion de las descarboxilasas de aminodcidos. El control de los
microorganismos en el vino es ahora una cuestion mas importante que nunca.

Figura 8. Evolucién de las poblaciones de BL (panel superior) y AB (panel inferior) a lo largo de una
vinificacién en bodega de un vino de la variedad Tempranillo
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