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CAPITULO I



REVISION BIBLIOGRAFICA

Las enfermedades relacionadas con la dieta, tales como el sobrepeso, la obesidad, la
diabetes, la hipertension y los problemas cardiovasculares, no estan limitadas a los paises
ricos, encontrandose en alza en todo el mundo como resultado de los nuevos estilos de vida
y los hébitos alimentarios (Organizaciéon de las naciones unidas para la agricultura y la
alimentacion, 2007). Por otra parte Diaz et al., (2006) sefialan que las recientes tendencias
en seguridad de los alimentos, sumado a las demandas del consumidor por productos mas
saludables, han estimulado la investigacion de compuestos que causan dafio y que pueden

estar presentes en éstos.

1. Las Aminas Biogenas: Definicion y efectos fisiologicos

Las Aminas Bidgenas (AB) son compuestos nitrogenados, de bajo peso molecular. Se
encuentran principalmente en alimentos fermentados, como queso, vino, embutidos entre
otros y tienen importancia bioldgica en los vegetales, en las células microbianas y animales.
(Innocente et al., 2007).

Segun Pérez (2006), las AB se pueden originar:

e Durante procesos metabdlicos de las plantas y animales, sin participacién de
microorganismos (espermita, espermidina, putrescina).

e A partir de los aminoacidos, que actuarian de precursores, por accién de las enzimas
descarboxilasas de los microorganismos con esta actividad (histamina, tiramina,
triptamina, feniletilamonio, putrescina, cadaverina, agmatina). Ver Figura 1.

e En procesos de putrefaccion, por lo que se podria considerar como indicadores de

alteracion.



R-CH (NH2)-COOH — R-CH2-NH2 + CO2

Figura 1. Reaccion de descarboxilacién de aminoacidos en la produccion de aminas
biogenas (Galvez, 2008).

Las AB pueden tener una estructura alifatica (putrescina, cadaverina, espermina,
espermidina), aromatica (tiramina, feniletilamina) o heterociclica (histamina y triptamina).
Las aminas alifaticas se relacionan con condiciones de deficiencia sanitaria, mientras que
las de estructura aromatica y heterociclica se relacionan con efectos toxicoldgicos (Mafra et
al., 1999).

Las caracteristicas quimicas y funciones biologicas de las AB pueden tener efectos
beneficiosos y perjudiciales en los seres humanos. En concentraciones excesivas pueden
inducir a problemas respiratorios y cardiacos, hipertension, dolores de cabeza y problemas
alérgicos. Las personas pueden tener sensibilidades diferentes a las acciones toxicas de
estas sustancias, por tanto, los efectos tdxicos normalmente se relacionan con: la cantidad
de comida o bebida ingerida, la concentracién total de AB y al consumo de etanol. También
se ha visto, que el consumo simultaneo de comidas fermentadas y bebidas alcoholicas
causan desordenes, incluso cuando cada producto no pudiera considerarse arriesgado
(Gonzalez y Ancin, 2006).

La mayoria de las intoxicaciones alimentarias se relacionan fundamentalmente con la
histamina, pero también con otras aminas como las aminas aromaticas feniletilamina y
tiramina. El resto de las AB pueden contribuir a reforzar la accién de las anteriores
(Landete, 2005).

El contenido de AB es superior en la mayoria de los alimentos que en los vinos, pero, como
el vino posee alcohol (etanol), y en conjunto con la histamina, inhiben la metabolizacion
intestinal, potenciando la accién de esta amina, inhibiendo la accion de las aminooxidasas,

que a su vez catalizan la desaminacion oxidativa de las AB, produciendo aldehidos, agua



oxigenada y amoniaco (Pérez, 2006). La explicacion a lo anterior es que, la actividad de las
enzimas implicadas en el metabolismo de las AB, como la monoaminooxidasa (MAO) y
diaminooxidasa (DAO), pueden ser inhibidas por diversos medicamentos (algunos
antidepresivos, por ejemplo), por el etanol e incluso por otras aminas que se encuentren
presentes en los propios alimentos, disminuyendo asi la eficacia de la detoxificacion
(Sandler y Reynolds, 1976; Rivas-Gonzalo y Mariné, 1983; Bauza y Teissedre, 1995,
Gloria et al., 1998).

No obstante, existe un gran nimero de AB, este trabajo se centrara en el estudio de la

histamina, tiramina, putrescina y agmatina.

1.1. Histamina

La histamina o B-aminoetilimidazol, es una molécula hidrofila compuesta de un anillo
imidazol y un grupo amino unido por 2 grupos metilo tal como se muestra en la figura 2. Es
una monoamina heterociclica producida por descarboxilacion del aminoécido histidina. La
sintomatologia que mas produce en el hombre es una ligera hipotension arterial,

enrojecimiento facial, dolor de cabeza, e incluso diarrea (Landete, 2005).

Figura 2. Histamina (Landete, 2005).

1.2. Tiramina

Es una monoamina aromatica, y se trata de una molécula con un grupo benceno que posee
un radical nitrogenado (-NH,) y un grupo (-OH) en posicion 4 como muestra la figura 3. Se
encuentra fuertemente en los alimentos fermentados como vino, cerveza, embutidos y
quesos. Tiene efectos vasoconstrictivos sobre los vasos cerebrales y sistémicos. ES

producida por descarboxilacién del aminoacido tirosina y comunmente no es producida por
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las Bacterias lacticas (BL), sin embargo algunas cepas de Lactobacillus hilgardii se
encuentran dentro de las que expresan el gen para la descarboxilacion de este aminoécido
(Konig et al., 2009; Landete, 2005).

CH,CHNH,

\Q‘T

OH

Figura 3. Tiramina (Konig et al., 2009).

1.3. Putrescina

Es una poliamina alifatica, ya que posee un grupo (-NH,) en cada extremo de la cadena de
acuerdo a la figura 4. Se relaciona con el crecimiento y diferenciacion celular. Dentro de
los efectos que tiene putrescina esta la reduccion de la presion arterial, y puede potenciar
los efectos negativos sobre la salud humana causada por otras AB que estén presentes
(Woller, 2005; Landete, 2005). Esta amina es relacionada con la falta de higiene dentro de
una planta de produccion, por lo cual, es importante controlar su concentracion para tomar

medidas de mitigacién en el caso de ser necesario (Galvez, 2008; Mafra et al., 1999).

H,NCH,CH,CH,CH,NH,

Figura 4. Putrescina (Mafra et al., 1999).

1.4. Agmatina

Es una poliamina alifatica, tal como muestra la figura 5, sintetizada a través de la
descarboxilacion del aminoacido ornitina. Sirve de intermediario para la formacion de
putrescina. Se encuentra esporadicamente en los vinos (Géalvez, 2008). Algunos autores
mencionan que esta amina es producida solo por cepas de Lactobacillus hilgardii, en la que

ésta seguiria una via andmala para el catabolismo de la arginina, descarboxilando a
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agmatina, ya que habitualmente es metabolizada directamente a putrescina o metabolizada
primero a ornitina, y luego a putrescina (Konig et al.,2009 ; Moreno-Arribas y Polo, 2008).
La agmatina puede ser transformada a putrescina mediante dos vias, una directa mediante la
agmatina deiminasa y una segunda via mediante la formacién de N-carbamoilputrescina
por la agmatinasa para luego ser transformada a putrescina por accion de la N-
carbamoilputrescina hidrolasa (Perez de Arce, 2010; Landete et al., 2008).

H,NC(NH)NHCH,CH,CH,CH,NH,

Figura 5. Agmatina (Perez de Arce, 2010)

2. Aminas bidgenas en vinos

Para Zoecklein et al., (2001), el contenido de AB depende de la zona de cultivo, la variedad
y las técnicas de elaboracion. Zee et al., (1983), demuestran que existe una clara diferencia
entre las distintas zonas de produccion vitivinicola y la cantidad de AB encontradas. Los
diferentes cultivares tiene influencia sobre la composicién cualitativa y cuantitativa de los
aminoacidos presentes en el mosto (Landete, 2005). Galvez (2008), para los vinos del cv.
Chardonnay y del cv. Cabernet sauvignon clasificé de forma exitosa el origen de los vinos,

segun el contenido de AB, dado el indice climatico utilizado.

El vino contiene hasta 25 AB distintas, siendo las mayoritarias la histamina, la tiraminay la
putrescina, producidas por la descarboxilacién de los aminoacidos histidina, tirosina y

ornitina respectivamente (Carrascosa et al., 2005).

Ya en los afios 1975 y 1987 hubo estudios que negaron la posibilidad de que fueran las BL
los microorganismos que generaban las AB en el vino, al no observar un aumento en las

concentraciones de AB, tras la fermentacion malolactica (FML). Pero, otros autores
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demostraron que si, por lo que dedujeron que eran las BL los microorganismos
responsables de la formacién de AB en el vino durante la FML. Luego de esto, algunos
autores dedujeron que altos niveles de AB, estaban relacionados a vinos que poseian
grandes poblaciones de BL, pero que no habia solo un género, si no que participaban

varios géneros de BL en la sintesis de AB (Landete, 2005).

Actualmente, los limites de concentracion de AB en el vino no estan establecidos
oficialmente por la OIV (Organisation Internationale de la Vigne et du Vin), pero algunos
paises establecen sus propias recomendaciones (Carrascosa et al., 2005). Moreno-Arribas
(2007), sefiala que aunque todavia no se han definido los limites legales para ninguna de las
AB, algunos paises imponen sus propias recomendaciones, especialmente en el caso de la
histamina, por lo tanto, las exportaciones de vino a estos paises pueden ser paralizadas en el
futuro, convirtiendo a las AB en una restriccion al intercambio comercial. Herndndez-Orte
et al., (2006), destacan para el caso de la histamina, que en algunos paises se han
recomendado limites maximos, como por ejemplo: 2 mg*L™" en Alemania, 5-6 mg*L™ en
Bélgica, 10 mg*L™ en Suiza y Austria, 8 mg*L™ en Francia y 3 mg*L™ en los paises
bajos, y que con respecto al resto de las aminas, no existe ninguna recomendacion al limite

de tolerancia.

2.1. Enzimas que intervienen en la formacion de Aminas Bidgenas

La histamina se produce por la descarboxilacion del aminoacido histidina por accion de la
enzima histidina descarboxilasa. La tiramina se forma por la descarboxilacion de la tirosina
por la tirosina descarboxilasa. La biosintesis de las poliaminas comienza por la conversion
de ornitina en putrescina por accion de la ornitina descarboxilasa, aunque existe una via
alternativa para la sintesis de putrescina, la cual implica la accién de la enzima arginina
descarboxilasa, cuyo sustrato es el aminoacido arginina. La descarboxilacion de la arginina
produce agmatina que puede ser transformada directamente a putrescina por accion de la
enzima agmatina deiminasa o indirectamente mediante la formacion del intermediario N-

carbamilputrescina y la accion secuencial de la agmatinasa y de la N-carbamilputrescina
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hidrolasa. (Landete, 2005). Segun resultados de Jiménez y Ancin (2007), se ha encontrado
que una parte de histamina y tiramina se degradaria al final del envejecimiento, ya que
algunos autores afirman que la accion residual de enzimas oxidasas degradarian estas

aminas (Enes-Dapkevicius et al., 2000; Voigt y Eitenmiller, 1978).

La actividad descarboxilasa especifica de Lactobacillus hilgardii 464 fue estudiada por
Landete (2005), durante diferentes fases de crecimiento, apreciando ya, a las 3 horas de
actividad histidina descarboxilasa especifica, incluso superior a las 6 y 12 horas, ya que a
las 3 horas aun mostraba actividad residual del medio de donde procedia, pués las BL
procedian de medio MRS y estaban en fase de crecimiento exponencial cuando se
inocularon. A las 60 horas, se demostraba una disminucion considerable de esta actividad,

mucho mas evidente a las 72 horas.

3. El Origen de las aminas bidgenas en el vino

Las AB pueden estar presentes en la materia prima (uva) o se pueden producir durante los
proceso de vinificacion, aungue, es posible que la propia vid pueda producir enzimas con
capacidad de descarboxilante, lo cual explicaria la presencia de AB en el mosto, pero el
principal proceso que provoca la sintesis de las AB en el vino, es la FML (Landete, 2005).
Esta, es realizada en el vino por intermedio de las BL, y que junto con provocar una
disminucion en la acidez total en el vino, pérdida de color, aumento de la acidez volatil,
también induce un cambio en la calidad organoléptica, siendo este aspecto, él de impacto
mas reconocido en este proceso, puesto que disminuye la acidez provocada por el acido

malico, por otro &cido mas suave, el acido lactico (Carrascosa et al., 2005).

3.1. Sintesis de Aminas Biogenas en el vino

En general, los vinos tintos presentan mayores concentraciones de AB que los vinos

blancos. Estos mayores valores se atribuyen a la presencia de BL, de la FML en los
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primeros y que ademas, la mayoria de los mostos blancos contienen menores
concentraciones de aminoécidos y poseen menor pH, siendo ambos factores limitantes para
el desarrollo bacteriano en el vino (Moreno-Arribas, 2007). Landete et al., (2005b),
encontré que en los vinos a los cuales se les permitia la realizacion de la FML, tienen un
incremento significativo de concentraciones de AB. Mafra et al., (1999), cuantificaron las
AB en vinos resultantes de varios procesos de vinificacion usados en Portugal: vinos
blancos y tintos, encontrando que los diferentes procesos de vinificacion influian en la
concentracion de AB. Las diferencias encontradas en la concentracion de AB entre vinos
tintos, rosados y blancos, parecen demostrar que el tipo de vinificacién influye en el
contenido de estos compuestos en el vino (Landete, 2005). Los vinos tintos son los que
presentaban la mayor concentracion de AB, mientras que los vinos fortificados presentan
una concentracion relativamente baja. Moreno-Arribas (2007), explica que el hecho de que
los vinos tintos tengan mayores niveles de AB se puede explicar por qué éstos se fermentan
con pieles y semillas, de donde se extraen los polifenoles, las proteinas, los polisacéridos y
los aminoéacidos, por lo que se deduce que maceraciones intensas y prolongadas en el
tiempo, darén lugar a vinos con mayores contenidos de histamina, tiramina, putrescina y

cadaverina.

Practicas enoldgicas, como la maceracion post-fermentativa, la adiciéon de enzimas, el
contacto con lias y el envejecimiento, tienden a aumentar el contenido en aminoacidos. Por
el contrario, los trasiegos tempranos, el desborre o la filtracion del vino, tienden a
disminuirlos, ya que limitan la liberacion al vino de aminoécidos procedentes de la lisis de
levaduras. Ademas los trasiegos eliminan microorganismos potencialmente capaces de
descarboxilar aminoacidos precursores de AB (Landete, 2005). Sin embargo, para Peynaud
(1998), la filtracion no elimina las AB ya presentes, ni las enzimas libres que catalizan la
formacion o destruccion de aminas y que proceden de la lisis de los microorganismos
existentes antes de la filtracion. La clarificacion con bentonita (agente clarificante que
ayuda a eliminar complejos que se forman entre polifenoles y el acido tartarico en vinos
tintos, y entre las proteinas y el acido tartarico en vinos blancos) también ayuda a disminuir

la concentracion de AB, ya que la bentonita produce una precipitacion de las proteinas y
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amino&cidos e incluso de las aminas si éstas ya estan cuando se aplica el tratamiento
(Landete, 2005).

Segun resultados de Jiménez y Ancin (2007), el grado de turbidez de los vinos en el
momento de crianza, no influiria en la acumulacion de AB. Mientras que putrescina y
cadaverina no se formarian durante esta etapa, Marques et al., (2008) estudiando las
variaciones de las AB en la crianza con lias, encontraron que los niveles de tiramina y
cadaverina fueron mayores en estos vinos. Por otra parte Jiménez et al., (2003) no
encontraron diferencias en la concentracion de AB durante el envejecimiento, ya sea en
barricas de origen francés o americano. Pérez (2006), agrega que el tiempo de crianza de
los vinos, puede aumentar la concentracion de AB, en especial de histamina. Estudios de
Jiménez et al., (2003), en vinos del cv. Chardonnay y vinos del cv. Pinot noir, observaron
un aumento de histamina, tiramina y putrescina durante la crianza en madera de roble, pero
para la formacion de histamina en esta etapa, se ha comprobado que la enzima histidina
descarboxilasa mantiene su actividad en un nivel elevado durante muchos meses, en células
viables pero no cultivables, y estas poblaciones residuales, mantienen actividades de
supervivencia durante la crianza del vino, entre las que se encuentra la descarboxilacién de
los aminoécidos (Rolland et al., 1995). Si el vino no es sulfitado, a lo largo de su
conservacion, se produce un incremento muy significativo del contenido de AB, que es
mayor en los casos donde los pH son mas elevados, por ejemplo cercanos a 4 (Lonvaud-
Funel et al., 1998).

3.2. Efectos sensoriales

Sensorialmente las AB y especialmente las que son volatiles, como la tiramina y
feniletilmina, pueden resultar negativas cuando se encuentran en concentraciones elevadas,
sobre 10 mg*L™, principalmente porque modifican el equilibrio aromético y gustativo del
vino, incluyendo la fase retronasal del mismo (Pérez, 2006).

Ademas de su toxicidad, las AB, en concentraciones elevadas pueden conferir alteraciones

desagradables y detectables en el vino. Putrescina y Cadaverina, ademas de reaccionar con
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nitritos, dando lugar a la formacién de nitrosaminas de conocido efecto cancerigeno,
pueden causar una depreciacion del aroma del vino al conferirle sabores desagradables
(Meruvia, 2011). Lonvaud-Funel (2001), indican que la presencia de Cadaverina y
Feniletilamina en elevadas concentraciones pueden ser un indicativo del uso de materias
primas de baja calidad y condiciones inapropiadas durante la guarda y almacenamiento del

vino.

3.3. Resultados encontrados en Chile

En Chile, el estudio de AB es escaso, y en un ensayo realizado el afio 2004 se muestra que
en el cv. Cabernet sauvignon el contenido de AB es muy variado, constatandose claramente
que putrescina es la que se encuentra en mayor concentracion (4,34 mg*L™), seguida por
histamina, cadaverina y feniletilamina (1,82 mg*L™, 0,34 mg*L™, 0,09 mg*L™,
respectivamente) (Ganga et al., 2005). Galvez (2008), en estudios de vinos comerciales de
los cvs. Cabernet sauvignon y Chardonnay, encontrd diferentes rangos de concentracion de
AB, donde se destacan: histamina desde no detectado a 1,33 mg*L™ con un promedio de
1,04 mg*L™, agmatina desde no detectado a 24,28 mg*L™ con un promedio de 1,79
mg*L™, tiramina desde no detectado a 5,04 mg*L™ con un promedio de 1,10 mg*L™" y
putrescina desde no detectado a 14,14 mg*L™ con un promedio de 5,34 mg*L™. Salinas
(2009), en estudios de vinos comerciales de los cvs. Merlot y Carmenere, encontrd los
siguientes rangos de concentracion de AB: histamina desde no detectado a 5,93 mg*L™ con
un promedio de 2,05 mg*L™, agmatina no se detecto a ninguna de las muestras en ambos
cvs., Tiramina desde no detectado a 5,31 mg*L™ con un promedio de 1,86 mg*L™ y
putrescina desde 1,47 mg*L™ a 15,57 mg*L™ con un promedio de 5,64 mg*L™. Perez de
Arce (2010), encontro6 evaluando el efecto del etanol y el fosfato de amonio sobre la sintesis
de AB, valores promedio de histamina entre 9,58 mg*L™ a 14,74 mg*L™, de agmatina
entre 16,70 mg*L™ a 44,16 mg*L™, de tiramina entre 1,79 mg*L™ a 4,28 mg*L™ y de

putrescina desde no detectado a 0,87 mg*L™.
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4. Bacterias lacticas en el vino

Se ha demostrado que un numero limitado de especies de BL se desarrollan en el mosto y
en el vino, debido principalmente a: el bajo pH, al escaso contenido de elementos nutritivos
en el mosto y, al contenido de etanol en el vino. Su importancia es doble, dado que por un
lado ejercen un efecto beneficioso, ya que son responsables de la FML, y por otro lado,
pueden tener consecuencias negativas, debido a su capacidad para producir alteraciones que

disminuyen la calidad del vino (Carrascosa et al., 2005).

Las BL relacionadas con el proceso de vinificacion se encuentran ya presentes en la uva, en
una concentracion inferior al de las bacterias acéticas y levaduras. A lo largo de la
fermentacion alcoholica la concentracion de las BL disminuyen como consecuencia de la
competencia con levaduras y la sensibilidad al Sulfuroso libre (SO,L) y etanol.
Generalmente tras la fermentacion alcohélica el nimero de BL puede aumentar hasta 10'-
10® ufc*mL™ 'y, como consecuencia, él acido malico es transformado en écido lactico
durante la FML (Landete, 2005). Segun Flanzy (2000), generalmente al final de la
fermentacion alcohdlica se pueden contar 10%-10° cel*mL™ para llegar a 10® cel*mL™ en el
momento de mayor poblacion de bacterias lacticas durante la FML y el umbral se alcanza
cuando existe una poblacién de 10° cel*mL™ y una temperatura éptima préxima a 18-20°C.
En este proceso, s6lo algunos géneros de BL se pueden desarrollar, entre los cuales estan:
Lactobacillus, Pediococcus, Leuconostoc y Oenococcus. Aunque en estudios de vinos
comerciales chilenos, y después de un andlisis presuntivo, se puede decir que las BL que se
desarrollan durante la fase exponencial de la FML son exclusivamente de la especie

Oenococcus oeni (Galvez, 2008).

Las AB también pueden evolucionar durante la crianza del vino, al contener niveles
importantes de aminoacidos libres que pueden ser descarboxilados por poblaciones

microbianas residuales formandose las correspondientes AB (Landete, 2005).



18

Hay estudios durante la guarda en botella del vino, que no observaron cambios drasticos en
la concentracion de AB. Gonzélez y Ancin (2006) estudiaron el efecto de diferentes
temperaturas de guarda, sefialando que solo existieron diferencias en la evolucion durante
los primeros 45 dias. Posteriormente la concentracion de AB se mantiene hasta no tener
diferencias entre los tratamientos de temperatura aplicadas a los vinos, asumiendo que la

actividad oxidasa de las bacterias aun existe en botella.

4.1. Produccion de aminas biégenas en los vinos por parte de las bacterias lacticas

La formacion de AB en el vino va a depender de la presencia de cepas de BL con la
actividad enzimatica descarboxilante, correspondiente. Para Carrascosa et al., (2005) las
BL son capaces de metabolizar los aminoacidos del mosto y del vino, para dar lugar a la
formacion de precursores del carbamato de etilo o de AB. En ambos casos, se trata de
alteraciones de la calidad sanitaria de los vinos y la formacion en éste, va a depender de la
presencia de BL con actividad enzimética descarboxilante, siendo los géneros Lactobacilos

y Pediococos los principales productores de AB.

Ferrer et al., (2007) sefialan que las BL son los principales responsables de la sintesis de
AB en el vino. Pérez (2006), agrega que algunas cepas de los géneros Pediococcus y
Lactobacillus pueden llegar a producir entre 40 y 50 mg*L™ de AB y cepas del género
Oenococcus no suelen sobrepasar los 5 mg*L™'. Ademas Hidalgo (2003), sefiala que las BL
responsables de la descarboxilacion de los aminoacidos son de los géneros Pediococcus y
Oenococcus. A su vez, Leitéo et al., (2005), sugieren que todas las BL relacionadas con la
FML estan involucradas en la formacion de estas AB, al igual que las condiciones
sanitarias deficientes, durante el proceso de elaboracién del vino. Landete et al., (2005a),
probaron que casi el 80% de las cepas del género Oenococcus oeni son capaces de producir
histamina, aunque normalmente la producen en bajos niveles. Por el contrario, solo el 27%
de la cepas del género Lactobacillus hilgardii y el 16% de las cepas del género
Pediococcus parvulus, exhiben esta capacidad, produciendo elevados niveles de histamina

en vino y en medio sintético. Asi estas dos especies son las responsables de las
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concentraciones de histamina en vino superiores a 10 mg*L™. Sin embargo, Moreno-
Arribas (2007) destaca que las levaduras también pueden liberar aminoécidos al mosto o
vino, durante la autolisis, y que éstos pueden servir como precursores para la sintesis de

AB durante la FML y en el periodo de crianza del vino.

4.2. Métodos de andlisis de deteccidon y cuantificacion de aminas bidgenas por
microorganismos.

Hasta el momento se han descrito varias metodologias para detectar y cuantificar la
capacidad de producir AB por parte de las BL aisladas de alimentos fermentados, entre los
cuales se encuentran los de deteccién en placa y los de deteccion molecular, aunque el
método de cuantificacion que se ha empleado para el estudio de la capacidad amino-
biogénica de las BL, es el de la cromatografia liquida de alta resolucion (HPLC). También
existe un método enzimaético, que sirve para evaluar la capacidad de produccion de

histamina por bacterias aisladas de pescado (Landete, 2005).

Los métodos microbioldgicos tradicionalmente utilizados, para la deteccion de bacterias
productoras de aminas, implican la utilizacién de un medio de cultivo que contiene el
aminoacido precursor y un indicador de pH. Como consecuencia de la formacién de la AB,
el medio se alcaliniza y se produce un viraje en el indicador de pH, aunque las BL
presentan una excesiva produccion de é&cido, a veces se obtienen resultados falsos
negativos. Existen otros métodos basados en técnicas de biologia molecular, para la
deteccion de BL productoras de AB, debido a que en ocasiones se han descrito la pérdida
de capacidad para formarlas después de un periodo de almacenamiento en medios sintéticos
(Carrascosa et al., 2005).
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CAPITULO Il

EFECTO DEL pH, DE LA CONCENTRACION DE ACIDO MALICO Y
AMINOACIDOS SOBRE EL CONTENIDO DE AMINAS BIOGENAS.
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RESUMEN

El objetivo de esta investigacion fue evaluar el efecto del pH, de la concentracion de
amino&cidos y acido malico, en el contenido final de aminas bidgenas. Para esto se utilizd
una bacteria lactica, perteneciente a la CECT (Coleccion Espafiola de Cepas Tipo),
Lactobacillus hilgardii cepa 464, productora de aminas bidgenas, la cual fue inoculada en
el medio sintético V50, con el fin de inducir la Fermnetacion Malolactica. Las condiciones
adaptadas en este “medio V50” fueron; el grado alcohdlico, el pH, la concentracion de
aminoacidos y de acido malico, esto con el fin de simular las posibles condiciones que tiene

un vino chileno, una vez finalizada la fermentacion alcohélica.

Para la determinacion del contenido de aminas bidgenas en este medio sintético V50, las
muestras fueron analizadas mediante la técnica de HPLC con derivatizacion en precolumna
con 6-amino-quinolil-N-hidroxynimidil carbamato (AQC). Se eligié cuantificar 4 aminas
bidgena, agmatina, histamina, putrescina y tiramina, de acuerdo a los resultados
encontrados en estudios previos de vinos comerciales chilenos, que arrojaron que este

grupo eran las que se encontraban en mayor cantidad.

El contenido final de aminas bidgenas en los medios sintéticos evaluados, evidencio los
peligros que existe si se favorecen las condiciones donde se desarrollan las bacterias
lacticas, dado que para agmatina y putrescina, los contenidos fueron altos al final de la
Fermentacién Malolactica (FML), no asi para histamina y tirarima, ya que sus contenidos
fueron menores y ademas fueron disminuyendo a medida que avanzaba la Fermentacion
Malolactica, aunque para el caso de Histamina, estan por sobre los limites legales que han
impuesto algunos paises en sus reglamentaciones locales y representarian peligro potencial

a la salud humana o a barreras para la exportacion.

Palabras Claves: Lactobacillus hilgardii, HPLC, AQC, Histamina.
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ABSTRACT

The aim of this investigation was to assess the effect of pH, concentration of amino acids
and malic acid, in the final content of biogenic amines. For this we used a lactic acid
bacterium belonging to the CECT (Spanish Collection of Type Strains), Lactobacillus
hilgardii 464 strain, producer of biogenic amines, which was inoculated into the synthetic

medium V50, with the aim of inducing Malolactic Fermnetacion.

For determining the content of biogenic amines in this synthetic medium V50, the samples
were analyzed by HPLC technique with pre-column derivatization with 6amino quinolyl-N-
hidroxynimidil carbamate (AQC). Was chosen to quantify biogenic amines, agmatine,
histamine, putrescine and tyramine, according to the results found in previous studies of
commercial Chilean wines, which showed that this group was those who were in greater

quantity.

The final content of biogenic amines in synthetic media tested, showed the dangers that
exist if conditions are favored where lactic acid bacteria grow, since for agmatine and
putrescine, the contents were high at the end of malolactic fermentation, histamine and not
for tirarima, since their contents were lower and were also declining as malolactic
fermentation progressed, although in the case of histamine, are above the legal limits
imposed on some countries your local regulations and represent danger potential human

health or for export barriers.

Keywords: Lactobacillus hilgardii, HPLC, AQC, Histamine.



29

INTRODUCCION

Las aminas biogenas (AB) son compuestos organicos nitrogenados de bajo peso molecular
que desempefian un importante papel como reguladores enddgenos de diversos procesos
fisioldgicos en el organismo humano (Silla Santos, 1996). En concentraciones altas pueden
causar efectos fisiologicos indeseables en los seres humanos, sobre todo cuando el alcohol
estd presente (Landete et al., 2007). Segun Flanzy (2000), estos compuestos son
considerados como nefastos para la salud. A su vez Carrascosa et al., (2005) sefialan que
las AB se encuentran fundamentalmente en los alimentos y bebidas fermentadas.
Concentraciones de 2-10 mg*L™ de histamina en las bebidas alcoholicas, 10-80 mg*L™ de
tiramina y 3 mg*L™ de feniletilamina se han sugerido como niveles toxicos (Soufleros et
al., 2007). A su vez Carrascosa et al., (2005) sefialan que un hombre sano puede ingerir
dosis relativamente elevadas de histamina (hasta 2,75 mg*kg™ de peso) sin riesgo, a pesar

de que estan descritos accidentes alimentarios histaminicos.

Las AB, como histamina y tiramina, se forman por la descarboxilacion de los aminoécidos
correspondientes (Zoecklein et al., 2001). Algunas AB pueden tener su origen por la
aminacion de compuestos no nitrogenados tales como aldehidos y cetonas (Ough et al.,
1981). Por otra parte, la contribucién de las levaduras en la concentracion final de AB del

vino, es menos significativa que la de las Bacterias Lacticas (BL) (Moreno-Arribas, 2007).

Ferrer et al., (2007), indican que las AB més abundantes y peligrosas en el vino son la
histamina, tiramina, feniletilamina y putrescina, y en menor medida cadaverina y
triptamina. Landete (2005), destaca que histamina, es quizas la amina mas importante en el
vino y a la unica que se le han puesto limites de concentracion en el vino destinado a la
exportacion. La histamina es una amina ampliamente estudiada debido a su habilidad de
producir dolores de cabeza, hipertension y problemas digestivos, mientras que la tiramina

es a menudo asociada con la migrafia e hipertension. Putrescina y cadaverina pueden
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aumentar la toxicidad potencial de otros compuestos (por ejemplo la histamina) aunque
ellos no son toxicos, aumentan los efectos negativos de la histamina y tiramina,

interfiriendo con las enzimas que los metabolizan (Hernandez-Orte et al., 2006).

La sintesis de AB en el vino supone la coincidencia de tres factores diferentes: la existencia
de precursores (aminoécidos), la presencia de microorganismos con actividades
descarboxilasas correspondientes, y la concurrencia de condiciones ambientales adecuadas

para su produccion (Ferrer et al., 2007).

En la uva los tipos y niveles de AB van a depender de una serie de factores, como la
variedad y grado de maduracién de la uva, tipo de suelo (Gloria et al., 1998; Zoecklein et
al., 2001) y el contenido de compuestos nitrogenados en el mosto (Coton et al., 1998; Sass-
Kiss et al., 2000; citados por Soufleros et al., 2007). Por ejemplo, putrescina se asocia a
problemas de deficiencia de potasio en el suelo (Brodequis et al., 1989; Leitdo et al., 2003).
Segun Gofii y Azpilicueta (2001), las concentraciones de AB en los vinos pueden venir
determinadas por la composicion de aminoacidos y por la cepa de levadura que realiza la
fermentacion alcohdlica. Bell y Henschke (2005) mencionan que la concentracion de
histamina aumentaria entre un 1,6 a 3,8 veces en el mosto y vino proveniente de vides a las
que se les realizan aplicaciones de nitrdgeno en exceso en campo. Bertrand et al.,(1991),
citados por Bell y Henschke (2005), encontraron que en bayas del cv. Merlot, las
concentraciones de histamina se duplicaban en vides tratadas con nitrdgeno en comparacion
a las que no se les realizaban ninguna aplicacion. También mencionan que lo mismo
ocurriria con otras AB, pero en menor grado. Soufleros et al., (2007) comentan que los
tipos y niveles de AB en los vinos son afectados por el grado de maduracion de la uva, el
tipo de suelo y el contenido de compuestos nitrogenados en el mosto. Ademas agregan que
Botrytis cinerea (hongo que prolifera en la uva en condiciones favorables temperatura entre
15 a 20 °C y humedad relativa cercana a 90%), aumenta la concentracion de AB en uvas y
vinos, dado que la condicion de higiene de las uvas afecta los niveles de algunas aminas, es
decir, material de uva podrido da niveles superiores de AB, sobre todo de isopentilamina, y

2-feniletilamina.
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Segun Pérez (2006), la aplicacion de nutrientes en forma de aminodcidos o nitrégeno
inorganico, influiria en la aparicion de las AB al incorporar fuentes de aminoéacidos.
Ademas, hay investigaciones que mencionan algunos otros factores que pueden estar
afectando la cantidad de AB, como son: la duracion de la maceracion de pieles, la crianza
en barricas, y el crecimiento de bacterias y levaduras indigenas (Bauza y Teissedre, 1995;
Cilliers y Van Wyk, 1985; Gloria et al., 1998). Segun Gardini et al., (2005) un alto pH
aumentaria el contenido de AB mientras que una alta concentracion de etanol y una baja
concentracion de piridoxal-5-fosfato (cofactor durante la descarboxilacion) reducirian su

acumulacion.

Carrascosa et al., (2005), agregan que los factores detallados anteriormente pueden influir
en la abundancia de AB, pero que a su vez, ésta estara influenciada por la composicion del
mosto y el tipo de vinificacion, ademés de otros factores como el pH y la concentracion de
Sulfuroso libre (SO,L), van a determinar la microbiota bacteriana y su actividad biologica.
Navascués (2005), observo que la produccion de histamina aumenta cuando el medio es
deficiente o faltan otros substratos fermentables tales como azlcares o &cido mélico, por lo
mismo, la descarboxilacion de aminoacidos se utiliza como medio de obtencion de energia
en células que no tienen otros recursos y explica el por qué la concentracion de las AB
aumenta después de la fermentacion malolactica (FML), cuando el resto de las fuentes de
energia ya fueron consumidas. Lonvaud-Funel (2001), cree que la reaccion de
descarboxilacién, se produce como mecanismo de defensa de las BL, provocando un
incremento del pH, hecho que favorece el crecimiento y la supervivencia de este grupo de

microorganismos.

Para Navascués (2005), el pH del vino es el factor mas importante en la generacion de AB,
ya que determina no solo la actividad bioldgica de la BL, sino también su actividad. Asi a
pH elevado se produce mayor cantidad de AB, debido a un crecimiento mas facil de las BL
y una mayor diversidad posible de géneros, especies y cepas, a lo que Ferrer et al., (2007)

agregan que a pH inferiores a 3,5 no existen, generalmente, niveles elevados de histamina,
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cosa que no ocurre con vinos de pH més elevados, como por ejemplo 3,8-3,9, dado que las
actividades metabolicas de las BL responsables de la sintesis de AB se encuentran limitadas
en vinos mas acidos, los cuales se encuentran mas protegidos. Para Pérez de Arce (2010), el
pH es el Unico que presenta relacién con el contenido final de AB, principalmente con
agmatina, aumentando la concentracion de esta amina a medida que el pH aumenta, al
igual que Landete (2005), quien observo la existencia de una relacion entre el pH del vino y
la concentracion de histamina en el mismo, de manera que las concentraciones mas

elevadas de histamina se observaban en los vinos de pH mas alto.

Las BL son importantes en enologia ya que son responsables de la FML, proceso que
mejora la calidad de los vinos tintos o de blancos excesivamente acidos (Divies et al.,
2000). En este proceso solo algunos géneros se pueden desarrollar; Lactobacillus,
Pediococcus, Leuconostoc y Oenococcus (Lonvaud-Funel, 1999). Sin embargo, también
durante la FML pueden dar lugar a alteraciones que deprecian la calidad y aceptacion del
producto terminado. Algunas BL poseen actividad enzimatica amino-descarboxilasa que les
permite producir AB a partir de aminoacidos precursores (Leitdo et al., 2000). Asi por
ejemplo, la histamina, tiramina y putrescina se producen a partir de los aminoacidos

histidina, tirosina, y ornitina respectivamente (Polo y Moreno-Arribas, 2005).

Respecto a la relacion que puede existir entre el dcido malico o el &cido lactico, con la
produccién de AB, existen varias posiciones. Para Landete (2005), la FML vy el
almacenamiento durante 12 meses en botella sobre la influencia en los contenidos de AB,
suponen un incremento significativo de las concentraciones de histamina, tiramina y
feniletilamina, sin embargo, no tienen ninguna consecuencia sobre los niveles de

putrescina.

Para Pérez de Arce (2010), el contenido de acidos orgéanicos no se relaciona de forma
importante con el contenido de AB, ya que en cuanto al acido malico, no se encontrd
relacién con alguna de las AB en especifico, ni con el total de AB que pueden haber en un

vino, pero, con el acido l4ctico, se encontro una relacion con triptamina, de forma inversa,
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lo que significa que a una menor concentracion de acido lactico, mayor fue el contenido de
triptamina. Sin embargo, cabe destacar que la descarboxilacion de aminoacidos por
bacterias lacticas tiene como objetivo la obtencidn de energia y la regulacion del pH interno
(Molenaar et al., 1993). Esto se explica porque cuando las BL no disponen de medios de
obtener energia, es cuando descarboxilan los aminoécidos. Asi Soufleros et al., (1998)
encontraron que el incremento de histamina estaba relacionado con una disminucion de
acido malico y acido citrico, asociandolo a medios pobres nutricionalmente (sin glucosa, ni
acido malico). Pero tambien estan aquellos autores que encontraron que el contenido de
acido lactico no estaria influenciando la produccion de histamina, Landete, (2005) junto
con otros autores, encontraron que tendria una influencia negativa sobre su produccion
(Rollan et al., 1995). Con respecto a las enzimas descarboxilasas, Farias et al., (1993),
observaron que el acido malico y el &cido citrico aumentarian la actividad de éstas,

mientras que Landete (2005) no encontr6 ningun efecto.
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HIPOTESIS Y OBJETIVO

HIPOTESIS:

La hipotesis planteada en el estudio postula que una menor concentracion de acido malico
en el vino a inicios de la fermentacion malolactica, induce a una mayor produccion de

aminas biogenas por parte de las bacterias lacticas.

OBJETIVO

e Determinar el efecto del pH, del &cido malico y de la concentracion de amino&cidos,

sobre la produccion de aminas bidgenas por parte de una bacteria lactica.
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MATERIALES Y METODOS

1. Lugar de estudio

El estudio se realiz6 en los laboratorios de Quimica enoldgica, Cromatografia y
Microbiologia del Departamento de Agroindustria y Enologia de la Facultad de Ciencias

Agronomicas de la Universidad de Chile.

2. Materiales

Se utilizaron 250 mL de vino sintético medio V50 (anexol) como unidad muestreal. Este
medio V50 es utilizado por Jara (2009) y Quintero (2010), en sus tesis doctorales. Para la
preparacion del medio sintético se utilizaron frascos de vidrio de borosilicato transparentes
de 250 mL graduados.

Para cada tratamiento se utiliz6 una bacteria lactica productora de aminas bidgenas;
Lactobacillus hilgardii cepa 464, aportada por el laboratorio de Microbiologia Enoldgica de
la Universidad de Valencia (ENOLAB), perteneciente a la Coleccion Espafiola de Cepas

Tipo (CECT), con una poblacién de 10 cel*mL™, previamente cultivada en medio MRS.

Para las dos concentraciones de aminoacidos (Cuadro 1), fueron utilizados estandares
comerciales, de acuerdo a las aminas bidgenas a obtener en el estudio. Es por esto, que los
aminoacidos utilizados fueron: L-Arginina, L-Histidina, L-Ornitina y L-Tirosina. Todos
estos aminodacidos fueron proporcionados por el laboratorio de Microbiologia Enoldgica del
Departamento de Agroindustria y Enologia, de la Universidad de Chile, adquiridos en
laboratorios SIGMA-ALDRICH (EE.UU).
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Se utilizé acido L (-) mélico >95%, adquirido en laboratorios SIGAL, para definir las
concentraciones en cada tratamiento, ya sea con 2 o 5 g*L™' de 4&cido malico

respectivamente (Figura 6).

Se utilizaron standares comerciales de cada amina bidgena en estudio: agmatina, histamina,
putrescina y tiramina adquiridos en laboratorios SIGMA-ALDRICH (EE.UU), para ser

usados en la cuantificacién de aminas bidgenas y en las rectas de calibracion.

Para el ajuste de pH, de acuerdo a los tratamientos (Figura 6), se utiliz &cido Tartérico,
proporcionado por el Laboratorio de Quimica Enoldgica del Departamento de
Agroindustria y Enologia, de la Universidad de Chile, fabricado por la empresa Derivados

Vinicos, Argentina e importado por Industrias Vinicas.

3. Metodologia

3.1. Preparacién del medio

Se prepard el vino sintético “medio V50”, para la inoculacion de la cepa 464 en estudio.
Para esto, se prepararon 6 litros totales del medio sintético “medio V50”, los cuales se
distribuyeron en 2 frascos de vidrio de borosilicato de 3 litros cada uno. A cada uno de
estos frascos se les agreg6 las concentraciones de aminoacidos (Cuadro 1), para ir sub-
dividiendo de acuerdo a la distribucion final que tendran los tratamientos. Al primer frasco
se le adiciond la mayor concentracién de aminodacidos y al segundo frasco, la concentracion
menor. Los amino&cidos utilizados en el medio sintético “medio V507, fueron elegidos de
acuerdo a los resultados obtenidos por Galvez (2008), Salinas (2009) y Pérez de Arce
(2010), en estudios sobre el perfil de aminas bidgenas y su relacion con zonas vitivinicolas

chilenas y en estudios sobre el efecto del etanol y el fosfato de amonio en la concentracion
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final de aminas bidgenas en vinos. Las concentraciones de aminoacidos utilizadas se
basaron a las encontradas por Landete (2005) en diferentes cultivares (cuadro 1), de

acuerdo a los tratamientos que tendran mayor o menor concentracion de aminoacidos.

Cuadro 1. Contenido de amino&cidos en los medios con mayor y menor concentracion

Aminoacido
(g*L D) Mayor contenido Menor contenido
Arginina 15*10°3 45*10°
Histidina 2*10° 5%10°3
Ornitina 1*10° 15*10°
Tirosina 2*10° 9*10°3

Fuente: Landete (2005).

A continuacion se sub-dividieron los 2 frascos con 3 litros cada uno de medio sintético en
otros 2 frascos, con una capacidad de 1,5 litros cada uno, y luego se adiciond el &cido L(-)
Malico sigmaultra > 95%, de acuerdo a las dos concentraciones establecidas: la primera es
de 2 g*L™ y la segunda en 5 g*L™ de 4cido malico, lo que da un total de 4 frascos, con un
volumen de 1,5 Litros cada uno. Con esto, se logro establecer 2 contenidos de acido malico
en el medio sintético V50, siendo el primero un contenido de 2g*L™ y el segundo con un
contenido de 5 g*L™ de 4cido malico, sobre las 2 concentraciones de aminoacidos que
fueron fraccionadas anteriormente. En este momento se midié el pH, en cada uno de los
frascos obtenidos, por potenciometria segun la técnica de Bordeu y Scarpa (1998), para
luego a estos 4 frascos de 1,5 L de medio sintético, con sus dos concentraciones de
amino&cidos y de acido malico, se volvieran a dividir en 2 frascos con 0,75 litros cada uno,
obteniendo 8 frascos en total, a los cuales se les procedié a ajustar el pH usando acido L (-)
tartarico, dada la regla de que 1g*L™" de &cido tartarico modifica en 0,1 punto de pH
(Flanzy, 2000). Después, de acuerdo al pH inicial medido anteriormente, se dejaron 4
botellas con un pH de 3,4 y 4 botellas con pH de 3,9, los cuales muestran los 8

tratamientos, como se demuestra a continuacion en la Figura 6.
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Cada tratamiento fue dividido en 3 frascos de 250 mL, que representan la unidad
experimental de este estudio, generando las 3 repeticiones que tendra cada uno de estos

tratamientos.

{ < aa] I [>aa] I < aa] I [>aa] J { < aa] I [>aa] I < aa] I [>aa] ]

A 4 A 4 A 4 A 4 A 4 A 4 A 4 \ 4

T1 T2 T3 T4 TS5 T6 T7 T8

Figura 6. Esquema de representacion de cada tratamiento de estudio. A.M.: acido mélico.
aa: Aminodcidos.

3.2. Cepay condiciones de cultivo

En cada tratamiento, se inocul6 la cepa de BL Lactobacillus hilgardii cepa 464, productora
de AB previamente cultivada y desarrollada en medio MRS liquido. La incubacion se

realizd a 22 °C por 5 dias.

La BL Lactobacillus hilgardii cepa 464, fue inoculada con una poblacién de 10° cel*ml™,
en cada uno de los tratamientos mencionados, con el fin de que esta cepa realice la FML.

Se realiz6 la estimacién de densidad poblacional al Medio V50 durante tres dias, mediante
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la técnica de recuento directo por microscopia, con la utilizacion de camara de

anaerobiosis, usando tincién con azul de metileno.

3.3. Fermentacion Malolactica (FML)

La FML se realizé en las 24 botellas de 0,25 litros, que corresponden a los 8 tratamientos
con sus tres repeticiones cada uno. Estas botellas se incubaron a 20°C por 5 meses. La
FML se control6 mediante cromatografia en papel, usando la técnica descrita por Bordeu y
Scarpa (1998). Al mismo tiempo se fue observando la evolucién de la FML usando

Cromatografia Liquida de alta eficacia (HPLC).

3.4. Toma de muestras

La Fermentacién malolactica tuvo una duracion de 5 meses, durante este periodo se
cuantificaron las aminas bidgenas en 2 etapas, siendo la primera a la cuarta semana desde la

inoculacion del medio sintético y la segunda al completar los 5 meses.

Las muestras fueron tomadas directamente desde el medio sintético de cada tratamiento y

sus repeticiones, para hacer los analisis respectivos de acuerdo a las dos etapas evaluadas:

En la primera etapa, cada tratamiento y sus respectivas repeticiones, se cuantificaron cada 2
dias las AB y cada 3 dias los acidos organicos, usando la Cromatografia Liquida de Alta
Eficacia (HPLC). Ademas, en cada semana, fue seguida la FML por cromatografia en
papel, junto con recuento directo en microscopio de microrganismos, e identificacion

mediante morfologia.

En la segunda etapa, a cada tratamiento con sus repeticiones, fueron cuantificadas las AB
junto con la medicion de acidos organicos, por HPLC una vez al mes. Ademas se siguio la

evolucion de la FML por cromatografia en papel.
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4. Determinaciones analiticas

4.1. Aminas Bidgenas

4.1.1. Cuantificacion
Durante la FML, fueron cuantificadas las AB presentes en el medio sintético “medio V50,

mediante la técnica de Cromatografia Liquida de alta eficacia acoplada a un detector de
fluorescencia (HPLC-FL), Agilent Technologies 1200 Series, siguiendo la metodologia

propuesta por Hernadez-Orte et al., (2006).

Se analizaron los siguientes compuestos: Agmatina, Histamina, Putrescina, Tiramina, tal

como se muestran en cuadro 2.

Cuadro 2. Aminas bidgenas, precursores y enzimas responsables de la produccion de

aminas en vinos.

Precursor Enzima Aminas bidgenas
Arginina Arginina descarboxilasa Agmatina
Histidina Histidina descarboxilasa Histamina
Ornitina Ornitina descarboxilasa Putrescina
Tirosina Tirosina descarboxilasa Tiramina

Fuente: Landete (2005).

Para ello, a las muestras del medio sintético “medio V50 se les realiz6 una derivatizacion
en precolumna con 6-amino-quinolil-N-hidroxynimidil carbamato (AQC) restituido a partir
del kit enzimatico AccQ Fluor (Waters, USA). La derivatizacion consistio en extraer 20 puL
de medio sintético “medio V50” a un tubo eppendorf previa centrifugacion a 3500 rpm por
15 minutos, el cual se filtra en una membrana de 0,22 um para luego diluir 1:5. Luego se
aplican 60 pL de buffer borato y 20 pL del agente derivatizante, y se incuban las muestras

por 15 minutos a 55°C. Posteriormente, las muestras se inyectan en el cromatografo a un
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volumen de 5 pL por muestra. Se utilizaron las longitudes de onda 250 y 395 nm para
identificacion de los compuestos de interés. La columna cromatografica utilizada fue Luna
5u C18 100A y tiene como fase estacionaria dimetiloctadecilsilil de 300 mm de largo y 3,9
mm de diametro interno. La columna se acondiciona a 65°C en el horno del cromatografo y

la composicion de la fase mavil estd dada de la siguiente manera:

La fase A estaba compuesta por una solucion de acetato de sodio trihidrato (140 mM)
(Aldrich, pag. 2110, 17924-1EA) y trietilamina (17 mM) (Aldrich, pag. 2303, 236500-25G)
con el pH ajustado a 5,05 con &cido fosforico (85%).

La fase B estaba compuesta por 100% metanol (Cuadro 3).

El volumen de muestra a inyectar fue de 5 pL, con un flujo de 1 mL*min™. El programa
cromatografico ocupado, consiste en 80% fase A y 20% de fase B por 5 minutos, seguido

por un gradiente de elusion lineal de 20% a 80% de fase B hasta los 25 minutos (anexo 2).

Cuadro 3. Gradiente de la fase mavil, utilizada para el analisis de aminas en vinos.

Tiempo (min.) A (%) B (%)
0 80 20
5 80 20
17 60 40
42 35 65
50 15 85
55 0 100
60 0 100
62 80 20
70 80 20

Fuente: Laboratorio de Cromatografia, Depto. de Agroindustria y Enologia.

4.1.2. ldentificacion
La identificacion de las AB se realiz6 por comparacion de estas aminas, con el tiempo de

retencion de los estdndares comerciales inyectados en las mismas condiciones

cromatograficas, las cuales se asemejan a las condiciones que se emplearon para elaborar
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las rectas de calibrado, que se utilizaron para la cuantificacién de los compuestos de interés

en las muestras analizadas.

4.2. Acidos Organicos

4.2.1. Cuantificacion
Se cuantificaron los &cidos organicos (&cido tartarico, acido mélico y &cido lactico), usando

cromatografia liquida de alta eficacia (HPLC-FL), siguiendo el protocolo de medicion de
acidos organicos del laboratorio de Cromatografia del Departamento de Agroindustria y

Enologia (anexo 3).

Se analizaron e identificaron los siguientes compuestos: Acido Tartarico, Acido Malico,

Acido Léactico en orden de elusién tal como se muestra en el cuadro 4.

Cuadro 4. Orden de elusion de los &cidos organicos detectados por HPLC.

Acido Organico Tiempo de retencion relativo
Acido tartarico 3,2 min

Acido Malico 3,7 min

Acido Léctico 4,1 min

Fuente: Laboratorio de Cromatografia, Dpto. de Agroindustria y Enologia.

Antes de la inyeccion de cada muestra al equipo, para la determinacion de &cidos organicos,
se realizd una extraccion de cualquier otro compuesto que pueda interferir en la medicion.
Para esto se utilizo una Columna de extraccion Backerbond SPE Octadecil C18, en donde
se hizo eluir 2 mL de medio sintético “medio V507, previamente centrifugado por 10
minutos a 3000 rpm, para luego en un matraz aforado de 10 mL, recibir la muestra eluida
por la columna de extraccion. Luego, la columna de extraccion se lava con 2 mL de buffer
fosfato (KH,POy4, 0,1 M, pH 3) y por ultimo se afora y agita el matraz hasta completar 10
mL de solucion, para luego inyectar en el equipo. Para la activacion de las columnas de

extraccion se hizo eluir 1 mL de metanol (grado HPLC) y 10 mL de agua bidestilada.
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Las muestras se inyectaron en un volumen de 20 uL, con un flujo de 1 mL*min™, utilizando
longitudes de onda de 220 nm. La fase movil estaba compuesta de un buffer fosfato
(KH,PQOy4, 0,1 M, pH 3). La columna cromatografica utilizada fue la Discovery RP Amide
C16 que es de 25 cm x 4,6 cm, de 5 uM de espesor, y la temperatura del horno del

cromatdgrafo fue de 30° C.

4.2.2. ldentificacion
La identificacion de los acidos organicos se hizo por comparacion de estos compuestos con

el tiempo de retencion de estandares comerciales (Cuadro 4) inyectados en las mismas
condiciones cromatograficas, las cuales se asemejan a las condiciones que se emplearon
para elaborar las rectas de calibrado, que se utilizaron para la cuantificacion de los

compuestos de interés en las muestras analizadas.
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5. Disefio experimental y analisis estadistico

El disefio experimental utilizado es completamente al azar, con una estructura factorial de

23, y cada tratamiento consta de 3 repeticiones.

La unidad experimental fueron botellas de vidrio con 250 mL de medio sintético “medio

V507, inoculadas con la cepa tipo Lactobacillus hilgardii cepa 464.

Se realizé andlisis de varianza (ANDEVA) a cada una de los tratamientos, por separado en
los diferentes momentos de la FML, con el fin de determinar las diferencias significativas
entre los tratamientos en cada etapa analizada.

Se hicieron pruebas de comparacion maltiple utilizando el test de SNK.

Para estos andlisis estadisticos se utilizé el programa STATGRAPHICS Centurion XV
version 15.2.06
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RESULTADOS Y DISCUSION

La FML durante este estudio, tuvo una duracion de 5 meses, en los cuales las mediciones se
dividieron en 2 etapas, para poder agrupar los resultados obtenidos. La primera etapa
comprende las primeras 4 semanas una vez inoculada la BL Lactobacillus hilgardii cepa
464 y la segunda etapa corresponde a la ultima parte de la FML, después de las 4 semanas

iniciales hasta los 5 meses, donde se evaluaron las Gltimas inyecciones.

Variados estudios asumen que la etapa de FML por accion de las BL, las cuales
transforman el acido malico del vino en &cido lactico, es la principal etapa donde se
generan las AB (Pramateftaki et al., 2006; Landete et al., 2007).

El nimero de inyecciones de cada tratamiento en el equipo de cromatografia por etapa, no
es igual. Las primeras inyecciones fueron mas frecuente, dado que se encontraban en la fase
exponencial del crecimiento de la poblacion de la bacteria Lactobacillus hilgardii. Luego
de esto se observo que la FML aln estaba en progreso cuando ya habian pasado 4 semanas,
en las cuales ya se habian hecho 8 inyecciones en el cromatografo para medir AB y 4
inyecciones en el cromatografo para medir acidos organicos. Luego se continué midiendo 1
vez al mes, tanto acidos organicos como AB (manteniendo las condiciones de cultivo en
que estaban los tratamientos). Por lo cual se hicieron 4 inyecciones en el cromatografo por
los siguientes 4 meses, siendo 4 en total para medicion de AB y 4 para medicion de &cidos

0rganicos.

A continuacion se muestran los resultados, que seran analizados por etapa y en su conjunto.
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1. Aminas Bidgenas

Las concentraciones de AB en la primera etapa y en la segunda etapa presentaron diferentes

resultados para cada una de ellas, los cuales se resumen en el cuadro 5 y 6 respectivamente.

Cuadro 5. Promedio de aminas bidgenas encontradas en la primera etapa de la

fermentaciéon malolactica.

Tratamientos

T1 T2 T3 T4 T5 T6 T7 T8
[mg*L-1]

Agmatina 5177 358" 4,28 " 1,18 % 5,88 ° 7,80° 7,63° 4,58°
Histamina 47,76 50,66 55,72 43,58 65,05 45,89 55,20 57,57
Putrescina  15,75°  14,54*  1656° 13,95%  18,30°  1349°®  1640° 16,30°
Tiramina  63,35™ 63,70 79,12" 5150* 9225"® 5685°® 8326"™ 6333%

Total 132,03 132,48 155,69 110,21 181,47 124,04 162,49 141,78

Las concentraciones de las aminas biégenas se presentan en mg*L™. Superindice en letra mintscula, corresponde a las
diferencias significativas (p < 0.05) para los tratamientos con diferente contenido de aminoécidos. Superindice en letra
mayuscula, corresponde a diferencias significativas (p < 0.05) para los tratamientos con diferente pH. Sin letras indica que

no hubo diferencias significativas (p > 0.05) para ese factor.

Cuadro 6. Promedio de aminas bidgenas encontrados en la segunda etapa de la

fermentacidn malolactica

Tratamientos

T2 T3 T4 T5 T6 T7 T8
[mg*L-1]

Agmatina 14,82°  17,83° 1555°%  11,67® 31,77° 21,36° 1297%  1475°
Histamina 5,50 # 4,96 * 461" 422" 1666° 1562° 1159°%  14,03°
Putrescina 25,70 28,55 32,42 30,95 33,12 31,79 25,16 27,49
Tiramina 42,02 54,03 57,40 55,25 65,08 51,74 49,83 48,74

Total 88,04 10537 109,97 102,09 146,63 120,51 99,55 105,01

Las concentraciones de las aminas biégenas se presentan en mg*L™. Superindice en letra mindscula, corresponde a
diferencias significativas (p < 0.05) para los tratamientos con diferente contenido de acido malico. Superindice en letra
mayuscula corresponde a diferencias significativas (p < 0.05) para los tratamientos con diferente pH. Sin letras indica que

no hubo diferencias significativas (p > 0.05) para ese factor.
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1.1. Agmatina

Esta amina biogena es la que presenté menores concentraciones al final de la primera etapa,
pero a su vez, al final de la segunda etapa estos aumentaron considerablemente. Para Ancin
et al., (2007) y Halabangana et al., (2006) esta amina se encuentra en forma esporadica en
vinos de los cvs. Cabernet sauvignon y Chardonnay. Algunos autores mencionan que la
agmatina es producida so6lo por cepas de Lactobacillus hilgardii (Arena y Manca de Nadra,
2001), siguiendo una via anomala para el catabolismo de la arginina, descarboxilando la
agmatina, ya que habitualmente ésta es metabolizada directamente a putrescina o
metabolizada primero a ornitina, y luego a putrescina (Konig et al., 2009; Moreno-Arribas
y Polo, 2008). Landete et al., (2008) sefialan que la agmatina puede ser transformada a
putrescina mediante dos vias, una directa mediante la agmatina deiminasa y una segunda
via mediante la formacion de N-carbamoilputrescina por la agmatinasa para luego ser

transformada a putrescina por accién de la N-carbamoilputrescina hidrolasa.

El promedio més bajo de agmatina, encontrado en la primera etapa, fue de 1,18 mg*L™ en
el tratamiento 4, donde la mayor restriccion para la BL utilizada en este estudio fue el pH
de 3,4, dado que posefa una alta concentracién de acido malico (5 g*L™) y alto contenido
de aminoacidos. El promedio mas alto de la agmatina en la primera etapa fue de 7,80
mg*L™ en el tratamiento 6, cuyo pH (3,9) es més favorable para el desarrollo bacteriano,
con una concentracion de acido malico menor (2 g*L™) y un alto contenido de
aminoacidos, tal como se puede ver la figura 7. En la segunda etapa, los promedios
aumentaron en todos los tratamientos, siendo el menor promedio el del tratamiento 4 con
11,67 mg*L™, el que posefa un pH de 3,2, un contenido de 4cido malico de 5 g*L™, y una
alta concentracion de aminoacidos. EI mayor promedio alcanzado de agmatina fue de 31,77
mg*L™ en el tratamiento 5, el cual posee un pH de 3,9, pero que a su vez poseia la limitante
de una bajo contenido de 4cido malico (2 g*L™) y una baja concentracién de aminoécidos.
Estos promedios de concentraciones son mayores a los encontrados por Galvez (2008),
quien en los estudios sobre el cv. Cabernet sauvignon encontré como promedio para la

agmatina un valor de 2,10 mg*L™ y en el cv. Chardonnay obtuvo un promedio de 1,09
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mg*L™. Estos resultados se contraponen a los obtenidos por Salinas (2009), donde
agmatina no fue detectada para el cv. Merlot, ni tampoco en el cv. Carménére, siendo
ambos estudios sobre vinos comerciales chilenos. De los resultados obtenidos por Pérez de
Arce (2010), la agmatina present6 valores promedio de 27,05 mg*L™, y siempre los valores
obtenidos fueron menores cuando el grado alcohdlico fue mayor, muy por el contrario a los
resultados cuando el contenido de fosfato de amonio fue mayor, ya que éstos entregaron
concentraciones de AB mayores. Este fendmeno se puede deber a que el grado alcohdlico
altera la actividad metabolica bacterial, al encontrarse en un medio méas limitante,

disminuyendo el crecimiento o la actividad metabdlica (Fleet, 1993).
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Figura 7. Comparacién de promedios entre etapa 1 y etapa 2 de Agmatina.

Segun el analisis estadistico, con un nivel de significancia del 5% se encontraron
diferencias significativas para el factor pH en la primera etapa, con valores de p de 0,0041.
Para los otros 2 factores (contenido de acido malico y contenido de aminoécidos) no se
encontraron diferencias significativas, pero cabe destacar que aunque no lo sean, la
interaccidn entre los factores de concentracion de aminoacidos y contenido de acido malico
presenta valores de p de 0,0791, siendo este un valor menor a las otras interacciones que se

pudieron medir, y que aungue no es significativo, es importante destacarlo. Esto se pudo



49

deber, a que la bacteria Lactobacillus hilgardii cepa 464, en las primera etapa encontr6 una
mejor adaptacién a pH 3,9 que a pH 3,4, lo que provocé mayores promedios en la
concentracion de agmatina, para todos los tratamientos a pH 3,9. Para Landete (2005) a pH
altos, concentraciones bajas de SO, o de etanol en el vino, limitan el desarrollo de bacterias

lacticas que son las responsables de la formacion de AB.

En la segunda etapa, con un mismo valor de significancia de 5% se encontraron diferencias
significativas, para el factor &cido malico, con un valor de p de 0,0089, y los dos factores
restantes (pH y concentracion de aminoacidos) no presentaron diferencias significativas.
Asi, para concentraciones de 2 g*L™ de 4acido malico, las concentraciones de agmatina
fueron mayores cuando la concentracion era de 5 g*L™* de acido malico. Ademas estos
valores de agmatina fueron mayores a pH 3,9 que a pH 3,4, esto explica que el valor de
significancia para pH en esta etapa, aunque no es estadisticamente significativo, es muy
cercano al valor de significancia del 5% (valor de p de 0,0593). Para la relacion que existe
entre el acido malico y la transformacion hacia acido lactico durante la FML, con la
produccién de AB durante la misma, hay que destacar que la descarboxilacion de
amino&cidos por bacterias lacticas tiene como objetivo la obtencion de energia y la
regulacion del pH interno (Molenaar et al., 1993). Esto se explica que cuando las bacterias
lacticas no disponen de medios para obtener energia, descarboxilan los aminoécidos y

forman AB.

1.2. Histamina

Esta amina bidgena presentd concentraciones muy altas al final de la primera etapa, pero
que al finalizar la FML disminuyeron de manera considerable. En todos los tratamientos,
comparando la primera con la segunda etapa, se observa una disminucion en la

concentracion de histamina.

La histamina, es sin duda, la mas importante entre todas las aminas, y se han centrado en

ella todos los estudios, debido a su diversa sintomatologia en el ser humano cuando se
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presentan en elevadas concentraciones. Landete et al., (2005a) encontraron que
Lactobacillus hilgardii produce elevadas concentraciones de histamina, el cual es un dato
importante si se considera que es la cepa de BL utilizada en este estudio, por lo que la alta
concentracion encontrada en la primera etapa puede estar influenciada por el crecimiento
exponencial que tuvieron las poblaciones de la BL utilizada. Aunque Soufleros et al.,
(1998) destacan que el incremento de la histamina estaba relacionado con una disminucion
de &cido malico y &cido citrico, asociandolo a medios nutricionalmente pobres. Este es otro
dato a aportar si se tiene en cuenta el alto nivel de concentracion encontrado en la primera
etapa donde el acido malico estaba en mayor nivel que a finales de la FML. Hay autores
que encontraron que el contenido de &cido lactico no estaria influenciando la produccién de
la histamina (Landete, 2005), mientras que otros hallaron que tendria una influencia
negativa sobre su produccién (Rollan et al., 1995). Farias et al., (1993) observaron que el
acido malico y el acido citrico aumentarian la actividad de la enzima descarboxilasa,

mientras que Landete (2005) no encontr6 ningun efecto.

Las concentraciones encontradas en la primera etapa variaron de 43,58 mg*L™* como menor
valor para el tratamiento 4 (el cual poseia un pH de 3,4 un contenido de &cido mélico de 5
g*L™ y una alta concentracién de aminoacidos) a 65,05 mg*L™ como promedio mayor en
el tratamiento 5, que tiene un pH de 3,9, el cual es méas favorable para la BL, pero con bajo
contenido de 4cido malico (2 g*L™) y ademéas una baja concentracion de aminoacidos. Ver

figura 8.

Como ya se comento, al final de la FML, en la segunda etapa la histamina fue la amina
bidgena que bajé en mayor cantidad en sus concentraciones, siendo el promedio més alto
de 16,66 mg*L™ para el tratamiento a pH de 3,9, pero con bajos contenido de 4cido mélico
(2 g*L™) y baja concentracién de aminoacidos. EI menor promedio encontrado en esta
etapa fue de 4,22 mg*L™" para el tratamiento 4, con un pH de 3,4, pero con alta
concentracion de aminoécido y un contenido de &cido malico mayor (5 g*L™) que el
promedio anterior. Esta variacion en el contenido de histamina al final de la fermentacion

malolactica concuerda con lo afirmado por algunos autores que dicen que esta amina
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biogena se degradaria al final de este proceso por la accion residual de enzimas oxidasas
(Enes-Dapkevicius et al., 2000; Voigt y Eitenmiller, 1978), por lo cual es una alternativa a
lo que pudo haber pasado para que la concentracion de histamina se redujera de manera

considerable.
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Figura 8. Comparacion de promedios entre etapa 1y etapa 2 de Histamina.

En los estudios de Galvez (2008) en vinos del cv. Cabernet Sauvignon, esta amina no fue
detectada en el 52,9% de los casos y en un 67,6% de las muestras se detectdé menos de 2
mg*L™?, y para el cv. Chardonnay no hubo deteccion en el 73,3% de las muestras y se
observaron concentraciones menores a 2 mg*L™ en el 86,7% de los casos. Salinas (2009),
encontrd histamina en una baja concentracion, con porcentajes del 31, 8 % en los vinos del
cv. Merlot y con una concentracién del 1,46 mg*L™, en cambio para el cv. Carmenére se
presentd en el 80 % de las muestras analizadas con un promedio de 2,64 mg*L™. Estos
valores son inferiores a los obtenidos en este estudio. No obstante en los estudios de Pérez
de Arce (2010),

tratamientos, con un rango de 6,27 a 17,19 mg*L™, y Ganga et al., (2005) en un estudio de

esta amina representa un 23% del total promediado en todos sus

vinos chilenos superé en promedio los 4 mg*L™ para algunas variedades tintas. Estos
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ultimos resultados encontrados por los autores mencionados son muy similares a los

obtenidos al final de la segunda etapa.

En la primera etapa no se encontraron diferencias significativas para ninguno de los
factores en estudio (pH, acido mélico y aminoacidos), y el valor de p més cercano a una
significancia del 5% fue de 0,0580 para el factor pH. En la segunda etapa, y con una
significancia del 5% se encontraron diferencias significativas para el factor pH, con un
valor de p de 0. Para los factores analizados, como el contenido de &cido malico y la
concentracion de aminoacidos, no hubo diferencias significativas. Tal como se observa en
la figura 8 a pH 3,4, se encontraron promedios de histamina desde 4,22 mg*L™ hasta 5,5
mg*L™" y a pH 3,9 se encontraron promedios de histamina que estaban entre 11,59 mg*L™
y 16,66 mg*L™. Landete (2005), comprobé que el pH no actiia sobre la expresién génica
pero si sobre la actividad enzimatica y demostré que la méxima actividad de la enzima se
da a pH 8,0, sin embargo, otros autores encontraron que la maxima actividad enzimatica
ocurria a pH 4,0 y 4,8 respectivamente, ademas concluye que la produccién de histamina
por Lactobacillus hilgardii a pH 4,0 era el doble que a pH 3,0, los cual puede explicar este

aumento de concentracion de histamina en los dos pH estudiados.

Las concentraciones de histamina encontradas en este estudio son altas, y aunque
disminuyeron de una etapa a la otra, siguen estando sobre valores que algunos autores han
considerado nocivos para salud. Asi, Radler y Fath (1991) consideraron como nocivas para
el organismo aquellas concentraciones superiores a 8 mg*L™ de histamina después de
consumir una alta cantidad de vino. Segun Leitdo et al., (2005), el interés por el estudio de
la presencia y origen de las AB en vinos, responde tanto a criterios de seguridad alimentaria
como econdmicos. Ademas sefialan que en el aspecto econémico no existe consenso a los
limites maximos de AB en vinos, no obstante muchos paises han establecido una
recomendacion sobre los niveles maximos admisibles de histamina, asi por ejemplo
Alemania establece concentraciones de 2 mg*L™, Bélgica 5-6 mg*L™, Francia 8 mg*L™,
Suiza y Austria 10 mg*L™ y Holanda 3 mg*L™, por lo que la presencia de AB en vinos

puede llegar a suponer una barrera no arancelaria, que imponga un freno a la exportacion a
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esos mercados. La Organizacién Internacional de la Vifia y el Vino (OIV), en su Codex
Enoldgico Internacional (2005) sefiala que las BL no deben producir AB, a menos que sea
en cantidades minimas y no deben trasmitir gusto extrafio, ni producir substancias nocivas
para la salud humana. Sus recomendaciones sefialan que no se debe superar los 12 mg*L™
(Viader, 2003). Hyotyldinen et al., (2001) analizaron los vinos provenientes de diferentes
regiones vitivinicolas mundiales, incluyendo a Chile, y determinaron que los vinos chilenos
junto con los italianos, fueron los que mostraron mayores concentraciones de histamina,

alcanzando un valor cercano a 7 mg*L™.

1.3. Putrescina

Esta amina present0 elevadas concentraciones en la primera etapa, y al final de la segunda
etapa aumentaron en todos los tratamientos como se muestra en la figura 9. En los vinos
blancos, las cantidades de 10 a 15 mg*L™ de putrescina producen un sabor desagradable,
mientras que a valores de 10 a 20 mg*L™ pueden redondear el sabor a los vinos tintos, no
obstante, a concentraciones superiores de 30 mg*L™ estos vinos tienen un sabor

defectuoso, maloliente o putrido (Woller, 2005).
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Figura 9. Comparacion de promedios entre etapa 1 y etapa 2 de Putrescina.
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El menor promedio encontrado en la primera etapa fue de 13,49 mg*L™ en el tratamiento 6,
con pH de 3,9, con un contenido de &cido malico de 2 g*L™ y una mayor concentracion de
aminoacidos. EI mayor promedio de putrescina encontrado en la primera etapa, fue de
18,30 mg*L™ en el tratamiento con el mismo pH y similar contenido de &cido malico, pero
con una menor concentracién de aminoécidos. Estas concentraciones de putrescina
aumentaron en la segunda etapa, y el menor promedio encontrado fue de 25,16 mg*L™ , en
el tratamiento 7 con pH de 3,9, un contenido de acido malico de 5 g*L™ y una menor
concentracion de aminoécidos. EI mayor promedio encontrado en esta etapa fue de 33,12
mg*L™" en el tratamiento con el mismo pH al anterior, e idéntica concentracion de
aminoacidos, pero con un contenido de 4cido malico de 2 g*L™. Aunque los valores de la
primera etapa son menores a la segunda etapa, estos son mayores a los encontrados en otros
estudios en Chile. Asi Galvez (2008), encontrd que las concentraciones de putrescina para
vinos del cv. Cabernet sauvignon se encuentran entre las observadas por Hyotyldinen et al.
(2001) y Ganga et al. (2005), siendo éstas de 11,5 y 4,34 mg*L™, respectivamente para
vinos tintos y para los vinos del cv. Chardonnay, los resultados fluctian entre lo no
detectado a 5,78 mg*L™" (promedio 1,49 mg*L™), lo cual se ajusta a lo expuesto por
variados autores que afirman que el vino blanco posee menores concentraciones de esta
amina biégena (Bover-Cid et al., 2006; Romero et al., 2002; Soufleros et al. 2007). En los
estudios de Salinas (2009), la putrescina fue la que presentd valores mayores, en
comparacion con el resto de las aminas 6,27 mg*L™ para la cv. Merlot y 5 mg*L™ para
Carménere. Ganga et al. (2005), determinaron que esta amina bidgena es la que se presenta
una mayor concentracién en los vinos chilenos, con 4,7 y 4,34 mg*L™, en los cvs. Merlot y
Carménére respectivamente. Las concentraciones encontradas por Pérez de Arce (2010)
flucttan entre no detectado a 0,87 mg*L™ valores por debajo a los encontrados en este

estudio.

Segun el analisis estadistico, con un nivel de significancia del 5% se encontraron
diferencias significativas para la concentracion de aminoacidos en la primera etapa, con un

valor de p de 0,0178. En esta etapa para el factor pH y para el factor del contenido de acido
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malico no se encontraron diferencias significativas. Herbert et al., (2005), encontraron que
en los cultivares con un nivel més alto de AB, también presentaban un mayor contenido en
aminoéacidos libres en el mosto. Galvez (2008) establecio que los factores que afectan la
presencia de AB en el vino son el contenido de aminoécidos en la materia prima y la
aplicacion de amino&cidos en las diferentes técnicas de elaboracion. Hay que destacar lo
evaluado por Landete (2005), que establece que la biosintesis de las AB comienza por la
conversion de ornitina en putrescina por accion de la enzima ornitina descarboxilasa
(ODC), siendo ésta fundamental en la regulacion de la sintesis de las AB, y ademas una via
alternativa para la sintesis de la putrescina, que implica a la enzima arginina descarboxilasa
(ADC), cuyo sustrato es el aminoacido arginina y la descarboxilacion de éste produce
agmatina, que puede ser transformada directamente a putrescina por las BL, con actividad
enzimatica de agmatina deiminasa o indirectamente mediante la formacion del
intermediario N-carbamilputrescina y la accion secuencial de las enzimas agmatinasa y N-
carbamilputrescina hidrolasa, que en este estudio son relevantes dado que los tratamientos
estudiados en esta tesis, poseen los aminoacidos arginina y ornitina. Como ya se ha
comentado, la descarboxilacion de un aminoacido para originar su correspondiente amina y

dioxido de carbono, genera energia metabdlica y regula el pH intracelular.

En la segunda etapa, y con una significancia del 5% no se encontraron diferencias
significativas para ninguno de los factores. Pero la interaccion entre los factores pH y
contenido de acido maélico y con la misma significancia del 5%, se encontr6 diferencias
significativas con un valor de p de 0,0019 y que aunque por si solo no son significantes, su
interaccion si lo es. Farias et al. (1993) encontraron que la méxima actividad de las enzimas
descarboxilasas en la formacion de las AB ocurria a pH 4,0 y que el acido malico

aumentaba dicha actividad.

1.4. Tiramina

Esta amina bidgena fue la que se presentdé en mayor cantidad en ambas etapas. Landete

(2005), establecio que las especies productoras de los niveles méas altos de tiramina eran
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Lactobacillus brevis y Lactobacillus hilgardii. El menor promedio encontrado fue de 51,50
mg*L™ en el tratamiento 4 de la primera etapa, con pH 3,4, con una alta concentracion de
aminoécidos y 5 g*L™* de 4cido malico. El mayor promedio encontrado en la primera etapa
fue de 92,25 mg*L™* en el tratamiento 5 con pH de 3,9, baja concentracién de amino4cidos
y 2 g*L" de 4cido malico. El menor promedio encontrado en la segunda etapa fue de 42,02
mg*L™ en el tratamiento 1, con un pH de 3,4, una baja concentracién de aminoacidos y 2
g*L™ de acido malico. El mayor promedio encontrado fue de 65,08 mg*L™, con un pH de
3,9 y menor concentracion de aminoacidos de acuerdo a como se observa en la figura 10.
Estos valores son muy superiores a los encontrados por Galvez (2008), quién en el cv.
Cabernet Sauvignon encontré valores de 1,27 mg*L™ y en Chardonnay 0,72 mg*L™.
También, son valores muy superiores a los encontrados por Salinas (2009) en los cvs
Merlot y Carménére, con concentraciones de 1,47 mg*L™ y 2,25 mg*L™, respectivamente.
Los valores encontrados superan los 25 mg*L™ en ambas etapas y que para Rivas-Gonzalo
y Mariné (1983) son mencionados como nivel toxico para la salud humana. En general, esta
amina bidgena no es producida cominmente por las bacterias lacticas, sin embargo, algunas
cepas de Lactobacilus hilgardii se encuentran dentro de las que expresan el gen para la

descarboxilacidn de la tirosina (Konig et al., 2009).
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Figura 10. Comparacion de promedios entre etapa 1 y etapa 2 de Tiramina.
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Segun el anélisis estadistico, con un nivel de significancia del 5%, se encontraron
diferencias significativas para el factor aminoacidos y para el factor pH en la primera etapa,
con un valor de p 0,0002 y 0,0419, respectivamente. En la segunda etapa, con una
significancia del 5% no se encontraron diferencias significativas para ninguno de los

factores estudiados.
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CONCLUSIONES

Segun los resultados obtenidos en este estudio, se puede concluir lo siguiente:

El pH favorecio la sintesis de Agmatina y Tiramina a inicios de la FML, ademas de

la formacidn de Histamina, al final de la FML.

La concentracion de acido malico aumentd la sintesis de Agmatina al final de la
FML.

La concentracion de aminoacidos resulto ser un factor importante en la sintesis de

Putrescina y Tiramina a inicios de la FML.

La combinacion de los factores pH (3,9), concentracion baja de aminoacidos y 2
g*L™ de 4cido malico, es la que provoca la mayor produccion de Histamina,

Putrescina y Tiramina.

Condiciones extremas de pH, concentracion de aminoacidos y acido malico, pueden
favorecer la produccion de AB, pudiendo afectar las exportaciones y ser una barrera

para futuros negocios por los limites en las concentraciones de las AB.
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ANEXOS

Anexo 1. Medio V 50 (vino sintético).

Composicion:

e Extracto de levadura 0,4 %

e Glicerol 0,2 %

o K;y;HPO, 0,05 %

e MgSO,. 7H,0 0,05 %

e MnSO,. H,0 0,02 %

e CaCl, 2H,0 0,01 %

e Acetato de Sodio 0,1%

e Acido Tartarico 0,2 %

e Acido Malico 0,2y 0,5 %

e FEtanol 14 %
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Anexo 2. Método de Determinacion de Aminas Biogenas

Materiales y Reactivos

e Vaso precipitado 100 mL

e Membrana filtrante 0,22 um

e Tubos eppendorf 1 mL

e Centrifuga (tubos eppendorf 1mL)

e Agitador (Tubos eppendorf)

e Micro pipeta 100 uL

e Kit derivatizante (incluye Buffer Borato, Reactivo Acetonitrilo, reactivo
derivatizante)

e Insertos 150 uL

e Acetato de Sodio trihidrato

e Trietilamina

e Metanol

e Agua destilada

e Equipo filtracion fase movil

e HPLC con detector Fluorescencia

e Derivatizante

Condiciones Cromatograficas

e Modo: Gradiente
e Columna: Luna 5u C18 100A, 250x4,6mm
e Fase movil: Solvente A: Tampodn acetato/TEA, pH.- 5,05

e Solvente B: Metanol
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Gradiente:

Tiempo %Solv. A %Solv. B
0 80 20
5 80 20
17 60 40
42 35 65
50 15 85
55 0 100
60 0 100
62 80 20
70 80 20

e Flujo: ImL/min.
e Temperatura Horno: 65 °C
e Volumen inyeccion: 5 uL

e Deteccion: Ex: 250nm, Em: 395nm

e Preparacién Tampodn Acetato / Trietilamina pH.5.05

Pesar 26,6 g de Acetato de Sodio trihidrato y disolver en 700 mL de agua destilada, agregar
2,4 mL de Trietilamina, agitar por cinco minutos con agitador magnético. Ajustar el pH
introduciendo el electrodo de un peachimetro previamente calibrado llevando a pH 5,05,
utilizando una solucién de acido fosforico al 85%. Llevar a 1000 mL con agua destilada,

agitar por 10 minutos para homogeneizar. Filtrar por membrana 0,22 um de poro.

e Preparacion Derivatizante

Medir exactamente con una micropipeta 1 mL de reactivo diluyente 2B (Kit), agregarlo en
el frasco 2A (Kit), previamente agitado para desprender el polvo reactivo de las paredes,
agitar el tiempo necesario para disolver completamente el reactivo, en caso de ser necesario

poner el frasco en incubadora por algunos minutos a 30° C para ayudar a la disolucion.
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e Preparacion muestras pre-derivatizacion.

Inicialmente homogeneizar la muestra a analizar. Tomar 10 mL y centrifugarla en un tubo
eppendorf de capacidad adecuada a 3500 rpm durante 15 minutos. Del sobrenadante filtrar
1 mL a través de membrana 0,22 um de diametro. Posteriormente de ésta solucion diluir 1:5
con agua destilada en un tubo eppendorf, para ello tomar con micro pipeta 200 uL de
muestra agregando luego 800 uL de agua destilada. Cerrar luego el tubo eppendorf y
mezclar con un agitador mecanico por algunos segundos. Finalmente filtrar nuevamente a

través de membrana 0,22 um.

e Derivatizacion de muestras

De la muestra obtenida en el punto anterior, tomar exactamente en un tubo eppendorf de
1.5 mL, 20 uL de muestra, agregar inmediatamente 50 uL de Buffer Borato (Kit) y agitar
en un vortex por aproximadamente 15 segundos. Agregar posteriormente 30 uL de
derivatizante AQC (Kit) y agitar por 15 segundos méas. Esperar un par de minutos para
asegurar la reaccion y luego traspasar la solucién final a un inserto puesto en el interior de

un vial (Poner cuidado que el inserto quede libre de burbujas en la parte inferior).

e Derivatizacién Estandares Aminas Bidgenas

Preparar a partir de las soluciones madres de estandares concentraciones medias en agua
destilada para luego derivatizar. Tomar exactamente en un tubo eppendorf de 1,5 mL, 20
uL de estandar, agregar inmediatamente 50 uL de Buffer Borato (Kit) y agitar en un vortex
por aproximadamente 15 segundos. Agregar posteriormente 30 uL de derivatizante Aqc
(Kit) y agitar por 15 segundos méas. Esperar un par de minutos para asegurar la reaccion y
luego traspasar la solucion final a un inserto puesto en el interior de un vial (Poner cuidado

que el inserto quede libre de burbujas en la parte inferior).

e Preparacion solucion estandares
Para efecto de cuantificar cada amina se realizara rectas de calibrado, las cuales deberan ser

hechas para cada uno de los compuestos en particular. Preparar una solucién madre a una
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concentracion de 1000 ppm en medio acuoso, luego tomar una alicuota de 0,2 uL en un

matraz aforado de 10 mL, enrasar con agua destilada.

Proceder a derivatizar, colocando 20 uL de estandar en un tubo eppendorf de 1,5 mL,

agregar 60 uL buffer Borato y agitar por algunos segundos en el vortex. Finalmente agregar

30 uL de derivatizante, agitar por algunos segundos en el vortex e inyectar.

(bpm) ug Vol Iny (uL)
0.25 0.005 0.25
0.50 0.010 0.50
0.75 0.015 0.75
1.00 0.020 1.00
1.50 0.030 1.50
2.00 0.040 2.00
5.00 0.100 5.00
10.00 0.200 10.00
15.00 0.300 15.00
20.00 0.400 20.00

e Factores de conversidén a compuestos base

Compuesto
Etilamina HCI

Metilamina HCI
Triptamina HCL

Agmatina Sulfato

Tiramina HCL

Histamina 2HCL
Putresina 2HCL
Cadaverina 2HCL

Factor
0,5524
0,4594
0,8144
0,5794
0,7898
0,6034
0,5468
0,572



e Orden de elusion en el Cromatograma

Histamina

Agmatina

Metilamina

Etilamina

Tiramina

Putresina

Cadaverina

Triptamina
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Anexo 3. Método de Determinacion de Acidos Organicos

Materiales y Reactivos

e Dihidrogeno Fosfato de Potasio
e Acido fosférico

e Metanol

e Agua Bidestilada

e Pipeta graduada 10 mL

e Pipeta aforada 2 mL

e Matraz aforado 10 mL

e Columnas extraccion fase s6lida C-18

Condiciones Cromatograficas

e Modo: Isocratico

e Fase Mobil: Buffer KH,PO,4 0,1 M pH:3,0

e Flujo: 1 mL/min

e Columna: Discovery RP Amide C16 25x4.6, 5um
e Temperatura Horno: 30° C

e Deteccion: DAD 220nm

e Vol. Inyeccion: 20 uL

e Preparaciéon Buffer Fosfato pH 3.0

Pesar 13.6 g de KH,PO,4 en 800 mL de agua bidestilada, disolver en un agitador mecéanico,
ajustar luego a pH 3,0 con acido fosférico concentrado. Aforar a 1000 mL con agua
bidestilada.

e Activacion columnas extraccion
Hacer eluir 1 mL de Metanol (grado HPLC) y luego 10 mL de agua bidestilada

completamente.
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e Extraccion acidos organicos

Una vez activada la columna de extraccion en fase sélida, inicialmente centrifugar 25 mL
de muestra a analizar por 10 minutos a 3000 rpm. Con pipeta aforada tomar 2 mL del
sobrenadante y colocarlas en la columna de extraccion. Recoger la solucion eluida en un
matraz aforado de 10 mL. Lavar la columna de extraccion con 2 mL de solucion buffer
fosfato pH 3,0 y dejar eluir completamente recibiéndolo en el mismo matraz de 10 mL.
Aforar el matraz con solucion Buffer fosfato pH 3,0 y agitar. Finalmente filtrar por

membrana 0,22 um de didmetro de poro. Luego inyectar.

® Orden de elusion acidos organicos

Compuesto Tiempo retencién (min)
Acido Tartarico 3,2 min
Acido Malico 3,7 min

Acido Lactico 4.1 min




