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RESUMEN

La enologia moderna no solo exige elaborar vinos de calidad, sino también
vinos beneficiosos para la salud, libres de histamina y otras aminas bidgenas. Se
ha pensado hasta el momento que una de las posibles actuaciones para disminuir
este problema seria llevar a cabo la vinificacion a pH bajo, para eliminar contamina-
ciones de bacterias lacticas con alta capacidad productora de aminas biégenas. En
este trabajo se realizaron vinificaciones a tres pH distintos, conseguidos mediante
modificacion del pH de la uva con adicion de carbonato cdlcico. Una mayor acidez
dio lugar a vinos con mayor intensidad de color y se encontraron pocas diferencias
en la composicion aromadtica y la calidad organoléptica. Se observo asimismo, que el
pH de la uva influy6 en la duracion de la fermentacion maloldctica, en la poblacion
de bacterias lacticas y también en la distribucion de clones de la especie Oenococ-
cus oeni que la dirigieron. Por otra parte, el consumo de aminodcidos durante la
fermentacion alcohdlica fue menor a mayores pH, lo que pudo dar lugar a que la
concentracion en aminas bidgenas fuera mayor en estas condiciones.
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Modern oenology not only means making fine quality wines, it also means wines
which are good for the bealth, free, among other compounds, of bistamine and other
biogen amines. Until now it was believed that one possible ways of reducing its con-
tent could be to vinify with a low pH so as to eliminate contamination from lactic
bacteria with a bigh capacity for producing biogen amines. In this study vinification
experiments were conducted with three pH levels, achieved by altering the grapes pH
through the addition of calcium carbonate. Higher acidity led to wines with more
depth of colour and microbiological stability, with few differences in the aromatic
composition and organoleptic qualities. It was also noted that the pH of the grapes
bad an influence on the length of the malolactic fermentation, on the population of
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lactic bacteria and also in the distribution of clones of the Oenococcus oeni species
which were responsible for this process. Furthermore, the consumption of amino acids
during alcobolic fermentation was lower at higher pH levels, which could lead to a
higher concentration of biogen amines in these conditions.

Key words: pH, lactic bacteria, amino acids, biogen amines.

0. INTRODUCCION

El vino es producto de una serie de transformaciones complejas tanto quimicas
como microbiologicas. La evolucion del mosto a vino se lleva a cabo a través de la
fermentacion alcohdlica, proceso realizado por levaduras. A esta primera transforma-
cion le sigue la llamada fermentacion maloldctica (FML), producida por las bacterias
lacticas (BL). Durante la misma, se produce la descarboxilacion del dcido L-malico,
dando lugar basicamente a acido L(+)-lictico y CO,, asi como a otros productos
secundarios. Ambos procesos microbioldgicos son una contribuciéon importante a la
calidad final del producto.

La enologia moderna no sélo exige elaborar vinos de calidad, sino también
vinos beneficiosos para la salud, libres de compuestos téxicos para el organismo
humano, particularmente histamina y otras aminas bidgenas.

El término aminas bidgenas se aplica a una serie de compuestos formados en
los alimentos por descarboxilacion de los aminodcidos precursores, fundamental-
mente por la accion de bacterias ldcticas. Las mas importantes en el vino son hista-
mina, tiramina, putrescina y cadaverina (Coton et al., 1999; Lonvaud-Funel A., 2001;
Soufleros et al., 1998). La histamina se origina por la degradacion de la histidina
(Coton et al., 1998), la tiramina se produce por la descarboxilacién de la tirosina
(Eitenmiller et al., 1978), la putrescina lo hace a partir de la arginina (Coton et al.,
1999; Soufleros et al., 1998) y la cadaverina proviene de la descarboxilacién de la
lisina (Torrea y Ancin, 2001). Estos compuestos van aumentando a lo largo de la
FML, por lo que se les puede relacionar claramente como dependientes de la misma
(Soufleros et al., 1998).

La mayor o menor formacion de estos compuestos toxicos durante el pro-
ceso de elaboracion depende fundamentalmente de tres requisitos (Ten Brink et
al., 1990): disponibilidad de aminoacidos libres, presencia de microorganismos con
actividad descarboxilasa y condiciones que permitan el crecimiento bacteriano y su
actividad descarboxilasa. Por el momento, no parecen existir metodologias curativas
capaces de eliminar las aminas bidgenas una vez que se han producido, por lo que
solamente las tecnologias preventivas pueden servir para este propdsito.

Como propuestas para solucionar este problema existen varias, pero quizas las
mads importantes sean: la vinificacion a pH bajo, que permite inhibir posibles conta-
minaciones de bacterias lacticas con alta capacidad productora de aminas bidgenas,
como son las cepas del género Pediococcus (Lonvaud-Funel y Joyeux, 1993); la utili-
zacion de bacterias seleccionadas para inducir la FML (Fuster y Krieger, 2002; Theo-
dore y Gerland, 2002) y una nutricion integral pensada de manera que la adicion
de materia nitrogenada se debiera de realizar cuando sea estrictamente necesario
(Lopez et al., 1995; Santamaria et al., 1996 y 1997).

El pH es uno de los factores esenciales de la estabilidad biologica, especial-
mente en lo referente a las bacterias lacticas, de tal manera que puede llegar a ser
un factor selectivo sobre las especies que participan en la microbiota de los vinos
(Wibowo et al., 1985), asi como en la tasa de crecimiento, en la actividad maloldctica
y en la naturaleza de los sustratos formados (Ribereau-Gayon et al., 1998).
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INFLUENCIA DEL PH DE LA UVA EN LA CALIDAD DEL VINO
Y EN LA FORMACION DE AMINAS BIOGENAS

En este trabajo se pretende abordar la influencia que el pH de la uva tiene
sobre el desarrollo de la FML, sobre la calidad de los vinos y sobre la formacion de
aminas biégenas.

1. MATERIAL Y METODOS
Elaboracion

El ensayo se realizé en la campana de 2004 a partir de 2000 kg de uva de la
variedad Tempranillo procedente de la Rioja Baja con las siguientes caracteristicas
analiticas: pH 3.40; Acidez total 6.97 g/l de 4cido tartarico; Acido malico 3.00 g/1;
Grado probable 15.0; Amonio 68 mg/l y Nitrégeno facilmente asimilable 117 mg/I
de N.

Después del despalillado, estrujado y sulfitado con 50 mg de SO,/kg de uva,
se anadio 150 mg/1 de fosfato diamoénico y se repartio homogéneamente la uva en
tres depdsitos de 600 litros. Dada la elevada acidez de la uva en dicha campana, la
modificacion del pH no se realiz6 mediante adicion de 4cido tartdrico (normal en
la D.O.Ca de La Rioja), sino mediante adicién de carbonato cdlcico. Asi, en primer
depésito no se modifico el pH; en el segundo se anadié 1 g/1 de carbonato cilcico,
de manera que se obtuvo un pH de 3.55 y en el tercero se anadieron 1.97 g/1 de
carbonato calcico para alcanzar un pH de 3.7.

Para llevar a cabo la fermentacion alcohdlica, se inocularon levaduras comer-
ciales (Uvaferm VRB). Una vez finalizada, se procedié a un prensado suave y cada
uno de los vinos de diferente pH se trasegd a 3 dep6sitos de 100 litros de capacidad.
Tras la FML espontdnea, se analizaron los vinos, se trasegaron y sulfitaron a razén
de 30 mg/l de SO, y se volvieron a analizar al mes y después de 7 meses de con-
servacion a 15°C.

Recuento e identificacion de bacterias lacticas

El recuento de BL se realiz6 en varios momentos durante la FML y a los siete
meses después de la conservacion del vino. Se llevé a cabo mediante siembra en
placa de una dilucién apropiada de la muestra de vino en medio MRS-agar modifi-
cado, e incubacion a 30° C en jarras de anaerobiosis (Gas Pak System) durante un
periodo de al menos 10 dias.

En dos momentos: plena fermentacion malolactica (60% de degradacion de
dcido malico), y transcurridos 7 meses de la elaboracion del vino, se aislaron de cada
placa 20 colonias al azar para realizar la identificacion de las bacterias. Para llevarla
a cabo, se utilizaron las técnicas de microbiologia cldsica recomendadas en el ma-
nual Bergey (Holt et al., 2000) y las pruebas API 50HCL (bioMérieux SA, Francia).
Para identificar las cepas de Oenococcus oeni (O. oeni) se aplico la técnica de PCR
especifica de esta especie (Zapparoli et al., 1998). Para identificar clones de O. oeni
se recurrio a la técnica de Electroforesis de campos pulsantes (PFGE), utlizando la
enzima de restriccion Sfil y el sistema CHEF-DR II de Bio-Rad, de acuerdo al método
descrito por Birren et al. (1993).

Determinaciones analiticas

Los parametros generales se analizaron utilizando los métodos establecidos por
el Reglamento de la CEE N° 2676/90 de la comision de 17 de septiembre de 1990:
“Métodos de analisis comunitarios del Sector del vino”. Para el analisis de antocianos
se utilizo el método propuesto por Ribereau-Gayon y Stronestreet (1965), basado
en la decoloracion de antocianos con bisulfito sodico. El porcentaje de antocianos
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ionizados se determiné por el método propuesto por Glories (1978) y el indice de
polimerizacién se analizé mediante el método propuesto por Ruiz (1999).

Los compuestos volatiles se analizaron por cromatografia de gases (Ortega et
al., 2001). Asi se determinaron acetaldehido, acetato de etilo, alcoholes superiores
(propanol, 1 butanol, isobutanol y alcoholes amilicos), 2 fenil etanol, acetatos de
alcoholes superiores (acetato de isoamilo, acetato de hexilo, acetato de 2 fenil etilo),
ésteres (propionato de etilo, isobutirato de etilo, butirato de etilo, hexanoato de etilo
y octanoato de etilo), dcidos (dcido isobutirico, dcido butirico, acido isovalérico,
acido hexanoico y 4cido octanoico), diacetilo, acetoina, lactato de etilo y succinato
de dietilo.

Los aminodcidos se analizaron por cromatografia liquida (HPLC), mediante in-
yeccion de los derivados formados con Orto-ftaldeheido (OPA) y 9-fluorenmetilclo-
roformato (FMOC). La separacion se llevé a cabo mediante una columna Hypersil
ODS de 4x250 mm y 5 pm de tamano de particula. Para la deteccion de los aminoa-
cidos se utiliz6 un detector diode de array a 338 nm para la cuantificacion de cistina
y lisina (DAD HP Series 1100), mientras que el resto de los aminodcidos se cuantifi-
caron mediante el detector de fluorescencia (FLD HP Series 1100) con una longitud
de onda de excitacion de 340 nm y de emision de 450 nm. La fase movil consistié en
dos solventes: Solvente A: Tampdn acetato (pH 7.2), 0.018% de trietilamina, 0.3% de
tetrahidrofurano; solvente B: Agua, metanol, acetonitrilo (20:40:40 v/v/v).

Las aminas bidgenas se determinaron mediante inyeccion de los derivados
formados con Orto-ftaldehido (OPA) mediante método propuesto en el Ensayo de
intercomparacion H-2/04 del Ministerio de Agricultura en un cromatografo de liqui-
dos HP Series 1100.

Analisis organoléptico

Se realizé por un panel de 8 catadores, utilizando una ficha de cata propuesta
por el CIDA en la que entra a formar parte de manera cuantitativamente importante
la preferencia del vino. En esta ficha, mayor valoracion implica mejor calidad.

Analisis estadistico

Todos los resultados obtenidos se estudiaron estadisticamente mediante el ana-
lisis de varianza, para comprobar la existencia o no de diferencias significativas en
funcién de los tratamientos realizados. En caso positivo, p>0.05, se utilizo el test
de Tukey para la separacion de medias. Se empled el programa estadistico SYSTAT
7.0.

2. RESULTADOS Y DISCUSION

En la fase inicial, la fermentacién alcohdlica fue mas lenta a pH mas bajo, pero
mas adelante su velocidad se igual6 y los tres vinos elaborados a diferente pH com-
pletaron la fermentacion en 10 dias.

Evolucion de la FML

La duracion de la FML fue inversamente proporcional al pH (Figura 1). Asi, la
fermentacion fue respectivamente 12 y 16 dias mas corta a pH alto que a los otros
dos pH estudiados, resultados que estin de acuerdo con los obtenidos por otros
autores (Gerbaux, 1998). El recuento de bacterias (Figura 2) estuvo directamente
relacionado con el pH. Asi, a pH mads elevado, la fase exponencial de crecimiento
fue mds rapida y el nimero maximo de bacterias alcanzado mayor.
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Fig. 1. Degradacion del dcido malico durante la FML.

n’ BL viables (log UFC/ml)
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Fig. 2. Recuento de bacterias lacticas durante la FML.
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Todas las colonias aisladas en el momento de plena fermentaciéon (60% de
degradacion de dcido malico) pertenecieron a la especie Oenococcus oeni. Su iden-
tificacion a nivel clonal mostré una distribucion diferente de cepas, que fue depen-
diente del pH (Tabla 1). Asi, a pH mas bajo fue s6lo un clon (clon B) el que dirigio
la FML; a pH intermedio la proporcion de este clon disminuy6 considerablemente
hasta alcanzar el 50%, apareciendo otros clones (C, D, E) en proporciones variables,
mientras que al pH mas elevado el clon B desaparecio totalmente, destacando el
clon D por su mayor proporcion.

Por lo tanto, se observa que hay una estrecha relacion entre los clones de Oe-
nococcus oeni que llevan a cabo la FML y la acidez del vino, imponiéndose uno u
otro en funcién del pH, probablemente por su mejor adaptacion a las condiciones
del medio. En trabajos realizados por otros investigadores (Ribéreau-Gayon et al.,
1998) ya se habia constatado el hecho de que en vinos menos dcidos, la flora lactica
encontrada es no s6lo mds abundante, sino también mds variada, pero no tenemos
constancia de la existencia de estudios referentes a la distribucion de clones de O.
oeni en funcion del pH.

Caracteristicas analiticas de los vinos

Al finalizar la fermentacion alcohdlica, se encontraron diferencias logicas entre
los vinos en los pardmetros relacionados con la acidez, que estuvieron en relacion
con el pH inicial de la uva (Tabla 2). Ademas, aunque el contenido total de antocia-
nos fue similar, una mayor acidez en el mosto dio lugar a vinos con mds intensidad
de color, debido a un mayor porcentaje de antocianos en sus formas coloreadas y a
una mayor estabilidad de color, determinada por un indice de polimerizacion mas
elevado.

Teniendo en cuenta los resultados analiticos de los vinos una vez realizada la
FML, se observa, como era de esperar, que ésta ha supuesto un incremento de pH y
una modificacion en los parametros relacionados con el color, con una disminucién
de la intensidad de color y de los polifenoles totales como consecuencia de una
disminucion del contenido de antocianos, principalmente en sus formas coloreadas.
Al mismo tiempo, se increment6 la estabilidad de color del vino, demostrado por el
aumento del indice de polimerizacion.

Las diferencias encontradas por efecto del pH en los resultados de los parime-
tros analiticos de los vinos después de la fermentacion alcohdlica, se mantuvieron
después de la fermentacion malolactica en cuanto a los pardmetros relacionados
con la acidez y el color. La acidez volitil fue significativamente diferente, viéndose
ligeramente favorecidos los vinos de mayor pH.

Es de destacar que el incremento de pH durante todo el proceso de la elabo-
racion fue mayor cuanto mas alto era el pH inicial de la uva: un 10% para el pH de
3.40; un 12% para el de 3.55 y un 16% para el pH de 3.70.

Por otra parte, el pH al que se llevo a cabo la fermentacion alcohdlica influy6
en el contenido de la mayoria de los compuestos aromaticos (Tabla 3). Determi-
nados compuestos (alcoholes superiores, diacetilo y acetoina) que resultan benefi-
ciosos para el aroma del vino en cantidades moderadas, pero perjudiciales en altas
concentraciones (Martineau y Henick-Kling, 1995), se incrementaron al hacerlo el
pH. El 2 fenil etanol, positivo por su caracter afrutado aumenté también con el pH.
La concentracion de acetatos de alcoholes superiores, ésteres fermentativos y acidos
apenas se modifico.
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TaBra 1.

DisTRIBUCION (%) Y RECUENTO (UFC/ML) DE LAS CEPAS DE BACTERIAS LACTICAS AISLADAS
EN EL MOMENTO DE PLENA FML A pistinto PH

Clones O. oeni pH uva 3.40 pH uva 3.55 pH uva 3.70
A - - 6.25
B 100 50
C - 8 6.25
D - 25
E - 17
F - - 31.5
Recuento de BL (UFC/ml) 2.40x107 4.17x107 8.32x107
TaBLA 2.

COMPOSICION ANALITICA MEDIA DE LOS VINOS DESPUES DE LA FERMENTACION ALCOHOLICA Y
DE LA MALOLACTICA A DISTINTO PH

Después de FA Después de FML
Vino I Vino II | Vino III | Vino I Vino II | Vino III
pH uva pPHuva | pHuva | pHuva | pHuva | pHuva
3.40 3.55 3.70 3.40 3.55 3.70

Grado alcohélico (% v/v) 15.0 14.9 14.6 - - -
pH 3.60 3.82 3.96 3.75a 3.98 b 4.19 ¢
Acidez total (g/1 tartarico) 7.35 6.62 5.99 6.01 ¢ 552b 4.76 a
Acidez volatil (g/1 acético) 0.38 0.34 0.32 0.55b 0.52a 0.51 a
Acido malico (g/1) 2.52 2.62 2.68 0.05a 0.09 a 0.18 b
Acido lactico (g/1) - -- -- 1.69 a 1.84b 1.86 b
Acido citrico (mg/1) 331 326 329 17 a 13 a 26 b
Glicerol (g/1) 9.39 9.53 9.48 9.16 9.62 9.40
Intensidad de color 16.8 15.2 13.5 123 ¢ 11.5b 10.2 a
Tonalidad 0.468 0.530 0.591 0.597a | 0.660b | 0.751c¢
IPT (Abs 280 nm) 63.1 66.1 68.1 60.8 a 65.6 b 66.2 ¢
Antocianos (mg/1) 766 757 775 633 a 660 b 770 ¢
indice de ionizacién (%) 43.6 35.0 30.1 33.2b 255a 220a
indice de polimerizacién 2.31 2.15 2.02 2.74 ¢ 250 b 222a

Letras diferentes en la misma fila para después de FML indican diferencias significativas segin el test de

Tukey para p20.05.

De acuerdo a lo observado en otros trabajos (Lopez et al., 2005), a excepcion
del acetaldehido, los demds compuestos aromaticos estudiados se incrementaron en
mayor o menor medida durante la fermentacion malolactica, lo que justifica la mayor
complejidad aromatica que proporciona a los vinos este proceso. En este momento
se encontraron diferencias significativas por efecto del pH en el contenido en aceta-
tos de alcoholes superiores, de acetoina y de lactato de etilo.
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TaBLA 3.
COMPUESTOS VOLATILES DE LOS VINOS DESPUES DE LA FERMENTACION ALCOHOLICA Y
MALOLACTICA A DIFERENTE PH.

Después de FA Después de FML
Compuestos volatiles (mg/1) Vino I Vino II | Vino III | Vino I Vino II | Vino III
pHuva | pHuva | pHuva | pHuva | pHuva | pH uva
3.40 3.55 3.70 3.40 3.55 3.70
Acetaldehido 9.30 11.4 10.5 1.78 a 2.56b 1.57 a
Acetato de etilo 23.1 32.3 29.6 37.4 33.7 32.0
Y Acoholes superiores 365 409 445 398 397 417
2 fenil etanol 51.0 58.9 65.4 55.7 57.3 60.2
¥ Acetatos 0.58 0.61 0.51 0.76 b 0.67 ab 0.58 a
¥ Esteres 0.53 0.64 0.59 0.77 0.81 0.71
¥ Acidos 10.0 10.7 10.7 11.5 10.9 11.1
Diacetilo 0.77 0.84 2.26 2.53 2.69 2.27
Acetoina 3.24 4.41 9.08 16.4 b 263 ¢ 10.6 a
Lactato etilo 2.03 1.78 3.10 18.8 b 114 a 21.7b
Succinato dietilo 0.28 0.22 0.49 2.78 2.88 2.39

Letras diferentes en la misma fila para después de FML indican diferencias significativas segun el test de
Tukey para p=0.05.

En la Tabla 4 se presenta la concentracion de los aminodcidos considerados
como precursores de las aminas biégenas mds importantes, en el mosto, al final de
la fermentacion alcohodlica y después de la fermentacion malolactica.

TABLA 4.
COMPOSICION MEDIA DE AMINOACIDOS (AA) Y DE AMINAS BIOGENAS EN DIFERENTES
MOMENTOS DE LA ELABORACION A DISTINTO PH

Después de FA Después de FML
mg/1 Mosto pH uva PH uva PH uva pH uva PH uva PH uva
3.40 3.55 3.70 3.40 3.55 3.70
Histidina 11.8 2.14 2.57 1.27 1.89 091 1.74
Arginina 74.9 2.89 3.09 2.28 3.97 b 3.74b 2.49 a
Tirosina 4.77 1.44 1.73 0.73 0.98 b 1.09 b 0.76 a
Lisina 1.34 0.84 0 1.50 1.83b 1.37 ab 0.81a
Y AA 92.8 7.31 7.39 5.78 8.67 ¢ 7.11 b 5.80a
Histamina 0.27 0.29 0.23 1.32 ¢ 091b 0.41 a
Putrescina 1.19 0.88 0.71 1.49 ¢ 1.08 b 0.75a
Tiramina 0.07 0.07 0.05 0.43 0.45 0.38
Cadaverina 0.33 0.30 0.29 0.43 b 0.35 a 0.30 a
¥ Aminas 1.86 1.54 1.28 3,67¢ 2.79b 1.84a

Letras diferentes en la misma fila para después de FML indican diferencias significativas segin el test de
Tukey para p=0.05.
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El contenido de aminodcidos del mosto fue bajo, lo que estuvo de acuerdo con
la baja concentracion de nitrégeno ficilmente asimilable, y se consumieron en gran
medida durante la fermentacion alcohdlica, especialmente en las elaboraciones lle-
vadas a cabo a mayor pH. La formacién de aminas bidgenas durante la fermentacion
alcohdlica fue muy pequena, lo que estd de acuerdo a los resultados obtenidos en
otros trabajos (Soufleros et al., 1998).

La concentracion de aminodcidos se mantuvo practicamente constante durante
la FML, a excepcion de en los vinos elaborados a menor pH, en los que aumento,
probablemente debido a la mayor duracion de la FML, que permitié una liberacion
de aminodcidos por hidrdlisis de péptidos y proteinas por parte de las bacterias
lacticas.

Sin embargo, el contenido de las aminas biégenas aumento durante la fermen-
tacion malolactica, siendo ademds este incremento mas acusado para pH mds bajos.
Este resultado estd en contradiccion con los resultados obtenidos en otros trabajos
(Lonvaud-Funel et Joyeux, 1993; Vizquez, 1998), en los que se encontraron corre-
laciones positivas entre bajos niveles de acidez total y mayor contenido en aminas
bidgenas. Los resultados obtenidos en este estudio se podrian explicar por dos mo-
tivos: por una parte, el pH influy6 en la composicion en materia nitrogenada de los
vinos después de la fermentacion alcohdlica, ya que a pH mas bajos el consumo de
aminodcidos durante la misma fue menor, dando lugar a que en estas condiciones
se encontraran mayores concentraciones de estos compuestos precursores de la pro-
duccion de aminas biégenas. Por otra, el pH influy6 en la distribucion de los clones
de bacterias lacticas de la especie Oenococcus oeni que dirigieron la fermentacion
malolactica. Asi, la formacion de histamina y putrescina se podria relacionar con la
presencia del clon B de la especie Oenococcus oeni aislado en la fase tumultuosa de
la FML. Este clon fue dominante en las fermentaciones llevadas a cabo a pH menor,
estuvo presente con un frecuencia del 50% en la realizadas a pH intermedio y no
se encontré en las de mayor pH. El estudio de la presencia del gen histidin descar-
boxilasa (responsable de la descarboxilacion de la histidina en histamina) en las BL
aisladas dio resultados positivos en todos los casos.

Hasta hace pocos afios se crefa que la formacion de histamina y otras aminas
bidgenas en el vino era debida a la accion enzimdtica de cepas de bacterias ldcticas
pertenecientes a la especie Pediococcus dammnosus (Aerny, 1990; Delfini, 1989) y no
de Oenococcus oeni. Sin embargo, el hecho de que el fenémeno se produzca inclu-
so durante la FML en vinos en los que la microflora estd practicamente constituida
por O.oeni estaba en contradiccion con estos resultados (Lonvaud-Funel et Joyeux,
1994) y con los obtenidos en este trabajo.

Evoluciéon de los vinos durante un periodo de estabilizaciéon de 7 meses

En la Figura 3 se observa la evolucién de las aminas biégenas durante los 7
meses de conservacion de los vinos. La concentracion de histamina aument6 a lo
largo del tiempo, manteniéndose las diferencias encontradas después de la FML fa-
vorables a los pH mads altos, aunque parece existir una tendencia a un crecimiento
mas acusado en el ultimo periodo de conservacién de los vinos de mayor pH; la
tiramina solo crecié de forma notable durante la conservacion de los vinos de pH
intermedio, manteniéndose constante en el resto. La putrescina y la cadaverina no
se modificaron.

Al estudiar microbiolégicamente los vinos a los 7 meses de conservacion, se
observa que a pH mds bajo no se encontraron bacterias lacticas viables, mientras
que los vinos con un pH intermedio presentaron una carga microbiana superior a
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Figura 3. Evolucion de las aminas bidgenas durante la conservacion del vino.
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los de mayor pH (Tabla 5). Este hecho, probablemente se deba a algun tipo incon-
trolado de contaminacion, que justificaria el aumento desproporcionado en tiramina
que sufrieron estos vinos.

En cuanto al aumento, durante el almacenamiento, de la concentracion de
histamina en vinos con pH bajos cuando no hay células viables de bacterias, otros
autores han mostrado en sus trabajos (Lonvaud-Funel et Joyeux, 1994) la existencia
de cepas de Oenococcus oeni cuyas células no viables conservan su actividad histi-
din descarboxilasa durante largo tiempo en el vino.

TaBLA 5.
ISTRIBUCION (%) Y RECUENTO ML) DE LAS CEPAS DE AISLADAS AL MES Y A LOS
Dist % NTo (UFC BL
7 MESES DE FINALIZAR LA FML A pistinto PH

Género/Especie Clon pH uva 3.40 pH uva 3.55 pH uva 3.70
Oenococcus/oeni B - 80 20
Lactobacillus/spp - 10 -
Pediococcus/spp - 10 80
Numero de BL <1 2.31x10° 6.45x10°

La presencia del clon B en los vinos de pH medio y alto y de cepas pertene-
cientes al género Pediococcus (particularmente en los vinos de mayor pH) estaria
relacionada con el incremento en la produccion de histamina de estos vinos.

Valoracién organoléptica

La valoracién cuantitativa de los vinos a los 7 meses de estabilizaciéon mostré
muy pocas diferencias, debido probablemente a que el elevado grado alcohdlico
impidi6 evaluarlas, aunque hubo ligera preferencia por el vino elaborado a pH mas
bajo (Tabla 0).

TaBLA 6.
ANALISIS ORGANOLEPTICO DE LOS VINOS DESPUES DE 7 MESES DE LA FML

pH uva 3.40 pH uva 3.55 pH uva 3.70
Fase visual 21.3 20.7 20.1
Fase olfativa 18.7 19.6 18.7
Fase gustativa 17.3 15.9 16.4
Preferencia 14.3 11.1 12.1
TOTAL 71.6 67.3 67.3

4. CONCLUSIONES

En contra de las expectativas creadas acerca de que pHs altos en la elaboracién
del vino podrian se una de las causas de la formacion de aminas bidgenas, en este
trabajo la mayor concentracion de estos compuestos se ha producido a bajo pH. Este
hecho podria deberse a la diferente asimilacion de la materia nitrogenada durante
la fermentacion alcohdlica y a la influencia que tuvo el pH sobre la distribucion de
clones de la especie Oenococcus oeni que llevaron a cabo la fermentacion malolac-
tica.
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A pH elevado se produjo un mayor consumo de aminodcidos durante la fer-
mentacion alcohdlica, que dio lugar a una menor disponibilidad en estos vinos de
compuestos precursores de la formacion de aminas biégenas. Ademas, el pH al que
se llevo a cabo la elaboracion del vino influy6é directamente en el proceso de la
fermentacion maloldctica: duracion, poblacion de bacterias y frecuencia de la distri-
bucién de los clones de Oenococcus oeni que llevaron a cabo la transformacion del
acido malico en dcido lactico. Este Gltimo aspecto, junto con la menor concentracion
de aminodcidos podria ser una de las causas de que, en este ensayo, el contenido
en aminas bidégenas fuera menor para vinos de mayor pH.

Por otra parte, pHs inferiores dieron lugar a vinos con mayor intensidad de
color y mayor estabilidad microbiana. Se encontraron pocas diferencias en cuanto a
la composicion aromadtica y la calidad organoléptica.
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