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ADICION DE CULTIVOS MALOLACTICOS SOBRE LA GENERACION DE AMINAS
EN VINOS DE TEMPRANILLO
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Resumen:

Las aminas biégenas son bases organicas de bajo peso molecular, que se forman con frecuencia en bebidas y
alimentos fermentados y que pueden ser peligrosas para la salud. En vinos se han identificado putrescina, isoamilamina,
histamina, tiramina, cadaverina y feniletilamina. Las aminas pueden estar presentes de forma natural en el mosto, pero también
pueden ser formadas por las bacterias lacticas como consecuencia de la descarboxilacién de los aminoacidos presentes en el
mosto o en el vino. Las bacterias lacticas estan presentes a lo largo de toda la vinificacion Se ha propuesto el uso de lisozima
para controlar a la poblacién lactica en determinados momentos, por ejemplo antes de utilizar cultivos malolacticos. Se ha
descrito que la generacién de aminas se ve propiciada en barrica y tras la fermentacion maloléctica y que los cultivos comerciales
pueden contribuir a disminuirlas. La microoxigenacion es una técnica que ayuda a la estabilizacién del color de los vinos, pero
de la cual se desconocen sus efectos sobre la microbiota y sobre la formacién de aminas

Los objetivos de este trabajo han sido: 1) analizar el efecto de la microoxigenacién, adicién de sulfuroso y lisozima y
tipo de recipiente sobre la microbiota y generacion de aminas.; 2) evaluar la efectividad del uso de cultivos malolacticos
seleccionados para minimizar estos compuestos; 3) dilucidar en qué momento del proceso de vinificacion se generan las

distintas aminas biégenas y 4) determinar cuales son las bacterias responsables de la generacion de aminas.
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1.INTRODUCCION

Las aminas bidégenas (AB) son bases organicas de
bajo peso molecular formadas frecuentemente en alimentos
y productos fermentados. Estos compuestos causan proble-
mas en la salud humana ingeridos en altas concentraciones
[1].Se han identificado veinticuatro aminas diferentes en vino,
siendo las putrescina la mas abundante [2]. Las aminas pue-
den estar presentes de forma natural en el mosto, pero tam-
bién pueden formarse por las bacterias lacticas (BAL) durante
la FML o envejecimiento por la descarboxilacion de los ami-
no4cidos presentes en el vino. La concentracion de los ami-
nodcidos depende de la variedad de uva, condiciones
climaticas, composicion del suelo [3] y maduracion del grano
[4,5] y varia durante la vinificacion. Algunos autores han de-
mostrado que cepas pertenecientes a Pediococcus parvulus,
Oenococcus oeni, Lactobacillus hilgardii, Lactobacillus bre-
vis y Lactobacillus buchneri son capaces de producir hista-
mina, tiramina, feniletilamina y cadaverina [6-11] La
aplicacion de la lisozima para limitar el desarrollo de las BAL
han mostrado resultados variables [12, 13].El SO utilizado
en vinificacion actua inhibiendo el crecimiento de bacterias.
Generalmente se asume que la generacion de aminas es
més importante en barrica y que se puede limitar con el uso
de bacterias seleccionadas [16]. Aunque se han hecho mu-
chos estudios sobre la microoxigenacion de los vinos, éstos
se han centrado en la estabilizacion del color pero no sobre
la microbiota lactica. Los objetivos de este trabajo han sido
estudiar la influencia que tienen la lisozima y el SOo, la mi-
crooxigenacion, el tipo de recipiente en el que se realiza la

FML y la adicion de cultivos malolacticos sobre la generacion
de aminas en vinos.

2. MATERIAL Y METODOS

Los experimentos se realizaron durante la vinifica-
cion de un mosto de Tempranillo (D.O. Somontano). El mosto
se inoculd a razon de 20 mg/L, con la levadura UCLMS 377
(Bio Springer Maisons-Alfort, Francia), y realizé la fermenta-
cion alcohdlica (FA) en deposito. Tras la FA se adicionaron
dosis distintas de sulfuroso (3-5 g/HL) y trascurridas 48 h la
lisozima (20-50 g/HL) segun el tipo de experimento (Fig.1).
Posteriormente se microoxigend en depdsito con dosis de 60
mg/L/mes. El vino se distribuy6 en depdsito y barricas donde
se realizd la fermentacion malolactica (FML) bien por las BAL
autéctonas o bien por bacterias seleccionadas a razén de 5.8
mg/L (V. oenos, Christian Hansen, Hoersholm, DK) (Fig.1).
Los vinos que realizaron la FML en depésito se distribuyeron
posteriormente en barricas. Todos envejecieron por un pe-
riodo de 6 meses. Los momentos de muestreo fueron: mosto,
antes de fermentacion, tras fermentacion alcohdlica (FA), 48
h tras la adicion de SO, 48 h tras la adicion de lisozima, tras
FML, a los 2, 4 y 6 meses de crianza en barrica. El recuento
de BAL se realiz6 por siembra en placas de MRS y MLO que
se incubaron a 28° C durante 4-7 dias, finalmente se proce-
dié a un aislamiento de colonias que se identificaron a nivel
de especie mediante 16S-ARDRA [14] y a nivel de cepa en el
caso de O. oeni por RAPD, utilizando el cebador M13 [15].
Histamina, tiramina, putrescina, y cadaverina se cuantifica-
ron mediante HPLC [17].
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Fig.1.Esquema de trabajo para la adicion y dosis de SO, lisozima y microoxigenacion.
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TENOMDW: Tempranillo no oxigenado malol4ctica en depésito con bacterias autoctonas. (3 g/HL SO)

TENOMBW: Tempranillo no oxigenado malolactica en barrica con bacterias autdctonas. . (3 g/HL SO2)

TENOMBS: Tempranillo no oxigenado malolactica en barrica con bacteria lactica seleccionada. (3 g/HLSO2+20 g/HL lisozima).
TENOMDS: Tempranillo no oxigenado malolactica en depésito con bacteria lactica seleccionada. (3 g/HLSO2+20 g/HL lisozima).
TENMB: Tempranillo no malolactica barrica. (5 g/HL SO2+ 50 g/HL lisozima)

TEOXMBS: Tempranillo oxigenado malolactica en barrica con bacteria lactica seleccionada. (3 g/HLSO2+20 g/HL lisozima).
TEOXMDS: Tempranillo oxigenado malol4ctica en depdsito con bacteria lactica seleccionada. (3 g/HLSO2+20 g/HL lisozima).
TEOXMBW: Tempranillo oxigenado malolactica en barrica con bacterias autoctonas. (3 g/HL SO2)

TEOXNMB: Tempranillo oxigenado no malolactica en barrica. (5 g/HL SOz+ 50 g/HL lisozima)
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3. RESULTADOS Y DISCUSION

3.1. Efectos de lisozima, SOz y microoxigenacion sobre
la poblacion lactica y AB.

Se observo que la microoxigenacion no influye en la
evolucion de la poblacion lactica. El efecto de la lisozima es
dificil de interpretar: solo se aprecia inhibicion de crecimiento
de BAL con las dosis mas altas de lisozima (TENONMB). El
S0: solo consigue reducir a la mitad la poblacion lactica
cuando se utiliza a dosis de 5 g/HL dosis mas bajas no
muestran un efecto claro. Hay un aumento de BAL de apro-
ximadamente dos érdenes de magnitud durante la FA, coin-
cidente con un aumento de casi 2 mg/L de histamina, 1.5
mg/L de tiramina y putrescina y 0.2 mg/L de cadaverina (las
responsables de su sintesis pueden ser las levaduras o las
BAL). En mosto aparecen pequefias poblaciones de L. para-
casei (10° ufc/mL) y Leuc. mesenteroides (102 ufc/mL) que
disminuyen en FA, mientras que dos cepas de O. oeni, V.
oenos y S1, aparecen en elevadas concentraciones (108
ufc/mL) al final de FA. El uso conjunto de lisozima y SO: solo
provoca una reduccion de 1/3 la poblacion de BAL cuando se
emplean las dosis més altas de ambos casos. En el resto de
€asos ni uno ni otro disminuyen los recuentos.

3.2. Efecto del tipo de recipiente y adicién de cultivos
malolacticos sobre la generacion de AB.

La evolucién de las AB desde FFA hasta FFML es
que disminuye la histamina en aquellos vinos que fueron tra-
tados con lisozima mientras que hubo un aumento en el resto
de hasta 4.5 mg/L. Sin embargo, la putrescina aumento en
todos los casos hasta 5.5 mg/L siendo mayor su incremento
en los depositos en los que no se afiadié lisozima y relacio-
nandose en este caso con un aumento de la poblacion lac-
tica. Las otras aminas aumentan ligeramente en todos los
casos .Hay una implantacion de la bacteria inoculada, y en
los no inoculados coexisten S1y V. oenos en concentracio-
nes similares. Durante el envejecimiento hay una mayor pro-

duccién de histamina en vinos no inoculados que en inoculé-
dos. El aumento de la putrescina se produce por igual en ino-
culados y no inoculados y parece més alto en barrica que en
deposito. Tiramina desciende en vinos en los que ha habido
adicion de lisozima y se mantiene o aumenta en los otros. La
cadaverina aumenta ligeramente en todos los casos exceplo
en TENONMB. El incremento en histamina parece estar re-
lacionado con la concentracion de O. oeni durante el enveje-
cimiento mientras que el aumento de putrescina parece estar
relacionado con los recuentos de la cepa autéctona S2 en
ese periodo. No se aprecia efecto de la inoculacion en ese
periodo. Hay un aumento de bacterias desde el final de laFA
hasta el final de la FML en todos los casos, excepto en los
casos en los que se previno. Se hallan recuentos del orden
de 108 ufc/mL en aquellos vinos no inoculados que han hecho
la FML, mientras que en los inoculados la poblacion maxima
alcanzada esta entre 7.12 x 108 en barrica, y 3.2 x 107 ufc/l
en depdsito de acero. Al final de la FML hemos detectadola
presencia de las cepas V. oenos y S1 en cantidades muy sé-
mejantes en vinos no inoculados, mientras que en vinosine
culados sélo hemos detectado V. oenos.

Tabla 1.Efecto del sulfuroso y lisozima sobre la microbiota léctica

ufc/mL
48H SO, 48H LYS
MOSTO ANTES FA 2.40E+03
FINAL FA 5.30E+05
TENONM 2.34E+05 1.71E+05
TENOMDS 3.55E+05 6.60E+05 |
TENOMBS 8.60E+05 2.59E+06 |
TENOMBW 5.40E+05 - |

El muestreo realizado en el vino en el que se previno
la FML al tiempo en el que los otros la finalizaron, demostréla
presencia Unica de la cepa V. oenos en baja concentracion (68
x 10* ufc/mL). Durante el envejecimiento, el nimero de BAL
va decreciendo, y en la mayor parte de los casos no se detec
tan bacterias viables tras los dos primeros meses de envejec:
miento (Tabla 2). Durante el envejecimiento aparece la ceps
S2 de O. oeni, aunque su desarrollo es muy limitado y nos
pera en ningln caso las concentraciones de 10° ufc/mL; k
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unica excepcion es del vino inoculado que llevé a cabo la FML
en barrica, en el cual la cepa S2 alcanzd niveles de 10° ufc/mL.
En todos los vinos en los que se observé la presencia de esta
cepa se encontré una mayor cantidad de putrescina. Durante
el periodo de crianza se han detectado aumentos notables en
putrescina (entre 7-11 mg/L) e histamina (3.5-8.4 mg/L) en
todos los casos. S2 es la cepa que produce mayor cantidad
de putrescina, aunque también produce histamina y tiramina
en menor cantidad. S1 también produce putrescina pero en
menor cantidad que S2; V. oenos es una de las responsables
del aumento de histamina. En este sentido, no se observan di-
ferencias significativas entre la FML efectuada en depdsito o en
barrica para los vinos sin inocular, ni siquiera en relacion a los
tiempos de aparicion de dichas AB. Si que se observé un claro
aumento de la putrescina cuando la FML se realiz6 en barrica
y no en depdsito en los vinos inoculados con V. oenos.

Tabla 2. Efecto tipo de recipiente,
cultivos malolécticos y momentos de vinificacion.

FFML 20 dias después FFML 2meses 4 meses 6 meses
TENOMDS 3206407 2.00E+04 9.00E+01 1 1.20E+02
TENOMDW 1.31E+08 251E+06 8.30E+03 4 B0E+02 3.04E+03
TENOMBS 7.12E+06 7.60E+06 1.17E+04 0.00E+00 250E+02
TENOMBW 1.81E+08 1.02E+06 1.00E+04 1.056+03 5.00E+01
TENONMB 5.8E+04 3.00E+02 2.00E+01 0.00E+00 6.00E+02

No se aprecia influencia del tipo de recipiente sobre
los recuentos obtenidos al final de la FML, ni sobre los tipos
de cepas encontrados en ese momento, que son V. oenos y
S1: en ambos tipos de recipientes aparecen ambas cepas.
V. oenos aparece como cepa Unica al final de la FML en los
vinos inoculados, independientemente de en qué tipo de re-
cipiente haya tenido lugar esta fermentacion, mientras que
en los no inoculados se presenta asociada a S1 tanto en
vinos que han realizado la FML en barrica como en depésito.

4. CONCLUSIONES

1. No se aprecia efecto inhibidor de la lisozima, solo recuen-
tos mas bajos en los experimentos con dosis de lisozima
de 50 g/HI.

2.La microoxigenacion y el SOz no influyen en la evolucion
de la poblacion lactica

3.La menores concentraciones de histamina en vinos inocu-
lados podria relacionarse con la implantacion de la bacte-
ria comercial pero no explicaria la disminucion que sufre
esta amina desde FFA hasta FFML. Esto podria relacio-
narse con la adicién de lisozima.

4.No se aprecia influencia del tipo de recipiente sobre los re-
cuentos obtenidos a final de FML, ni sobre los tipos de
cepas encontrados ni sobre el contenido de aminas.

5.La cepa S2 aparecida durante el envejecimiento es la
mayor productora de putrescina.

6. El incremento en histamina parece estar correlacionado
con la presencia de niveles medios o altos de V. oenos y
S1 durante la crianza.
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