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Control Industrial de la produccidon de histamina en
bodega mediante la gestion de la Fermentacién Malolactica.

Alvarez, J.M., de Paola, M.
AEB Ibérica, Castellbisbal, Barcelona. AEB Group, Brescia, Italia

La fermentacion malolactica (FML) de los vinos es un proceso en el que se produce la
descarboxilacion del acido L-malico y la formacioén del acido L- lactico y CO2 ademas
de un complejo numero de reacciones en las que se involucran una serie de
compuestos no menos importantes, sobre todo por el impacto organoléptico que
pueden llegar a desarrollar en el producto final.

En este proceso, el caracter de mejora que se puede desarrollar en los vinos esta,
generalmente, infravalorado.
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Figura 1. Valoracion del aspecto sensorial de la fermentacion
malolactica por un panel de catadores expertos.

Tal y como se muestra en el grafico comparativo de la figura 1, la valoracion
organoléptica de los vinos en los que se realiza la FML, tanto inducida por la
inoculaciéon de un cultivo seleccionado como espontanea, muestran frente al vino
testigo, sin FML un caracter de mejora significativo.
Oenococcus oeni es el microorganismo encargado, en la mayoria de los casos, de
realizar este proceso en los vinos, persiguiendo la disminucion de la sensacion acida de
los vinos, la estabilidad microbiolégica y la consiguiente mejora organoléptica
comentada.
Los cultivos iniciadores de Oenococcus oeni persiguen, mediante su inoculacion
directa o via aclimatacion, la propagacion en el medio (el vino) y su implantacion
frente a otras cepas indigenas Oenococcus, Lactobacillus o Pediococcus que
pudieran desarrollar caracteres organolépticos negativos, asi como promover la
inestabilidad microbiolégica de los vinos.
Estos cultivos iniciadores han de cumplir requisitos basicos para su utilizacién exitosa,
esto es:
- alta tolerancia a condiciones estresantes del medio (pH, SO2, grado alcohdlico,
IPT),
- alta viabilidad de in6culo, considerando ideal superar 1x10E6 ufc/ml,
- compatibles con la cepa de levadura utilizada en la fermentacion alcohdlica
evitando producir antagonismos metabdlicos,
- no producciéon de metabolitos indeseables (acido acético, diacetilo,
carbamato de etilo, aminas bidégenas, etc).
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Asi, la gestion de una FML eficaz implica tanto la realizacidon de la misma en tiempos
razonables como el seguimiento analitico de algunos de los metabolitos generados,
para el control de la calidad técnica, organoléptica y sanitaria del proceso.

Entre estos metabolitos cabe destacar la importancia que en los Ultimos afios ha
generado el control de las aminas bidbgenas, que provienen esencialmente de la
descarboxilacion enziméatica de aminoacidos, tanto de manera natural en un proceso
fermentativo, como debido a alguna alteracién microbiana.

Las aminas bibgenas mas comunes en los vinos son la tiramina, putrescina, cadaveriva,
espermidina e histamina, a pesar de que algunos autores recogen hasta unas 22
identificadas con menor relevancia.

De todas ellas, sin lugar a dudas, la histamina ocupa un lugar de primordial
importancia en el control del proceso fermentativo, realizando el seguimiento de su
produccion a partir de su precursor, la histidina.

Estrategias de control

Fundamentalmente las estrategias de control se basan en las cuatro premisas
siguientes:

1. Seleccién de cepas Oenococcus oeni especificas, que no presenten actividad
histidina descarboxilasa.

2. Mantener una masa viable alta que permita reducidos tiempos de latencia y
garantice la implantacion (superior a 1x10E6 ufc/ml)

3. Utilizar cultivos multicepa que permitan minimizar el riesgo de muerte stbita por
presencia de bacteri6fagos a favor de otras cepas indigenas Oenococcus o
Pediococcus.

4. Someter a un control riguroso los vinos con contenidos elevados del precursor
(histidina), ya que son los que presentan un mayor riesgo.

Algunos resultados del seguimiento de las estrategias de gestion de la FML se muestran
en las graficas y figuras siguientes, partiendo de vinos de la variedad tempranillo de las
D.O. Ribera del Duero (8) y D.O. Rioja (6) elaborados en la campafia 2005.

Datos de los vinos

Ribera del Duero 2005 Rioja 2005

Via | Vib | V2a | V2b | V3a | V3b | V4a | V4b | V5a | V5b | V6a | V6b | V7a | V7b
Grado alcoholico %vol. 132 | 133 | 141 | 139 | 139 | 142 | 139 | 141 | 142 | 140 | 141 | 139 | 139 | 135
pH 351 | 358 | 365 | 3.73 | 366 | 371 | 354 | 363 | 3.72 | 368 | 362 | 356 | 3.68 | 3.6
Acidez total H2S04 g/l 492 | 50 424 | 483 ] 390 | 389 | 422 | 40 423 | 405 | 418 | 422 | 463 | 488
Acidez volatil g/l 023 | 017 | 015 | 021 | 015 | 017 | 0.18 | 020 | 0.23 | 029 | 0.21 | 0.17 | 0.17 | 0.19
AzUcares residuales g/l <1 18 18 2.2 14 <1 2.0 2.2 2.2 18 18 16 2.1 18
Acido Mélico g/l 2.6 25 2.1 2.1 3.0 2.8 2.5 2.2 2.9 2.9 2.8 2.5 31 29
Anhidrido sulfuroso libre mg/l 12 10 12 14 19 18 12 15 14 18 12 15 15 15
Anhidrido sulfuroso total mg/I 35 35 42 40 45 39 37 40 42 42 45 40 39 42
IPT 57 58 76 72 62 69 65 67 70 68 62 59 59 56

Tabla 1. Datos analiticos de los vinos estudiados asociados en dos series: serie a corresponde a testigos y
serie b corresponde a inoculados.

Disefio experimental

Los vinos caracterizados analiticamente se encuentran descubados en depdsitos de
250 y 500 hl; se inocula la serie b alternativamente con dos cultivos malolacticos
multicepa liofilizados codificados como BAc3 y BA4R, constituidos por 3 y 4 cepas
diversas de Oenococcus Oeni respectivamente. La serie a de los vinos se mantiene
como testigo. La temperatura de fermentacion se fijaen 22° C.

Dentro de la estrategia que busca una rapida implantacion se sigue un protocolo de
aclimatacion de los cultivos de siguiente manera:
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1. Se incorpora el cultivo en una alicuota de 100 | del vino a fermentar,
desacidificado con KHCO3 hasta alcanzar pH 4.5.

2. Se mantiene a 24 ° C durante 24 h para realizar la aclimatacion /propagacion
de la bacteria en el medio

3. Seinocula este volumen de cultivo al depdsito a fermentar.

Mediante este proceso se consigue una poblacién viable equivalente en el momento
de in6culo superior a 1x10E7 ufc/ml.

BAC3 BA4R
Numero de cepas O.oeni 3 4
pH minimo tolerado 3.1 3.2
Temperatura min. de inéculo ° C 18 15
Tolerancia grado alcohdlico max. 145 14
IPT_max. 60 80

Tabla 2. Caracteristicas de los cultivos multicepa empleados

Resultados y Conclusiones
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Figura 2. Seguimiento de la fermentacion malolactica de los vinos inoculados con el cultivo BAc3 (V1b,V6b,
V7b) y BA4R(V2b,V3b,V4b,V5b). Los vinos de la serie a son los testigos correspondientes a los equivalentes de
la serie b.

En los resultados se presenta un comportamiento similar en todos los vinos inoculados,
con un perfli de cinética de fermentacidon regular que permite alcanzar
concentraciones de acido malico inferiores a 0,5 mg/l a los 12 dias del inéculo.

En el caso de los testigos no inoculados, el comportamiento es diverso, aunque en
general, las fermentaciones malolacticas espontaneas tienen una duracién superior a
los 21 dias, y en algunos casos (V3ay V5a) no se desarrollan.

Para verificar la calidad de las FML desarrolladas se determinan las variaciones en
acidez volatil asi como los niveles de histamina (HPLC) alcanzados tanto en las
fermentaciones inoculadas como en las espontaneas, conociendo previamente los
niveles iniciales en los vinos sin FML.

Ribera del Duero 2005 Rioja 2005
Vla | Vib | V2a | V2b | V3a | V3b | V4a | V4b | V5a | V5b | V6a | V6b | V7a | V7b
Histamina antes FML mg/| 22 |0 0 20 |21 |24 o 0 50 (36 |21 [42 [21 |12
Histamina después FML mg/I 81 |0 0 21 |20 |23 |82 |0 54 (36 |53 |40 |141] 12
Acidez volatil antes FML gl 023 [ 017 | 015 [ 021 | 015 [ 017 J 018 [ 020 J 023 [ 029 [ 021 | 017 [ 0.17 | 0.19
Acidez volatil después FML gl 041 | 027 J 03 |03 Jo018 [ 029 | o038 [029 Jo36 |04 |o032 027|032 |02

Tabla 3. Valores analiticos de los vinos relativos a acidez volatil y niveles de histamina antesy después de la FML.
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Los resultados reflejan que en alguno caso los vinos ya partian de niveles significativos
de histamina(V5a,V6b), no atribuibles al proceso FML gestionado postfermentacion
alcohdlica. Es importante valorar que en las situaciones de inoculacion de cultivos
seleccionados no existen incrementos significativos de los niveles de histamina,
mientras que en los casos de FML espontanea existen niveles superiores a los 5mg/l en
cuatro de los casos (57% incidencia), descalificando el producto comercialmente para
algunos mercados.

Fundamentalmente la utilizacidon de cultivos seleccionados siguiendo estrategias de
inoculaciéon que aseguren la implantacion de las cepas especificas (aclimataciéon y/o
propagacion de cepas O. oeni no histamina-productoras) adaptadas a las
condiciones extremas del medio, fundamentalmente pH, grado alcohdlico,
temperatura y SO2 libre. Estas determinaran en conjunto un importante poder de
inhibicion hacia el desarrollo de las bacterias lacticas, que puede ser calculado en un
efecto antiséptico equivalente en SO2 molecular, valorando el riesgo de
implantacion, incluso tratandose de cultivos seleccionados adaptados.

Calculo anhidrido
sulfuroso molecular

Datos del vino ‘ pH I
‘ Alcohol % vol. I
‘ SO2 libre mg/I I
[remperaturac ¢ |
L i
grees Efecto antiséptico equivalente
SERVICIO TECNICO
SO2 mol mg/l = 0,45745

Figura 3. Algoritmo de calculo del efecto antiséptico equivalente en anhidrido sulfuroso molecular
dependiente del pH, grado alcohdlico, anhidrido sulfuroso libre y temperatura del vino.
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