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@Resumen:

Procedimiento para reducir el contenido de histamina
en vinos.

La invencion consiste en un proceso a través del cual,
seleccionando una serie de poblaciones de bacterias
lacticas, con un determinado medio de cultivo y
siendo aplicadas en un momento concreto de la
produccioén del vino en la bodega, se consigue rebajar
drasticamente la presencia de histamina de sus vinos,
evitando reacciones alérgicas indeseables, entre ellas
dolor de cabeza y malestar general, en orden a
favorecer la inocuidad y seguridad alimentaria del
vino. Para ello, se utilizan cepas pertenecientes a la
especie Oenococcus oeni, que se cultivan
produciéndose mediante un escalado de volimenes,
las cuales se inoculan, durante la fermentacién
alcohdlica del vino y/o al final de dicho proceso de
fermentacion.
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DESCRIPCION

PROCEDIMIENTO PARA REDUCIR EL CONTENIDO DE HISTAMINA EN VINOS

OBJETO DE LA INVENCION

La presente invencion se refiere a un procedimiento que ha sido especialmente
concebido para reducir el contenido de histamina en vinos, concretamente en vinos
tintos, evitando reacciones alérgicas indeseables, entre ellas dolor de cabeza y

malestar general.

El objeto de la invencién es proporcionar un procedimiento mediante el cual se evita
la produccion de aminas bidgenas, concretamente histamina en el proceso de
elaboraciéon del vino, mejorando la implantacion de las cepas autoctonas
seleccionadas no histaminogénicas, incluso en condiciones no favorables para el
desarrollo de estos cultivos, como alta graduacién alcohélica y pH mayor que 3,5 e

indice de polifenoles elevado.

Es igualmente objeto de la invencion acentuar el perfil aromatico varietal, evitando
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produccion de compuestos como el diacetilo, que aporta notas lacteas y
mantecosas, asi como asegurar la consecucion de la fermentacion alcohdlica y
malolactica en un tiempo corto, permitiendo una mayor estabilidad microbioldgica,

que a su vez reduce las necesidades de adicion de sulfitos de los vinos.

ANTECEDENTES DE LA INVENCION

Durante la elaboracién del vino se generan aminas bidgenas resultado de la
transformacién de los aminoacidos por la accion de bacterias lacticas pertenecientes
a diferentes géneros y especies, ligadas a la fermentacion malolactica. Esta
fermentacién sucede de manera natural en la mayor parte de los vinos tintos de
calidad y aporta estabilidad y mejora sensorial al transformar el acido malico en

lactico, mucho mas elegante a los sentidos.

De entre todas las aminas bidgenas, la histamina es responsable de reacciones
alérgicas tales como vasodilatacion de capilares, bajada de la tension arterial,
aceleracion de los latidos del corazén, enrojecimiento de la piel, estimulaciéon de la
secrecion gastrica, dificultades respiratorias, asi como su efecto mas conocido, el

dolor de cabeza tras la ingesta de vino.
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Durante los ultimos anos se ha observado un incremento de la presencia de

histamina en los vinos. Esto se debe, en parte, a que su produccion se ve

indirectamente afectada por los fenomenos asociados al cambio climatico: mayor

azucar presente en las bayas de uva, que supone un mayor contenido de alcohol de

los vinos, presencia de azucares residuales y menor acidez titulable.

Algunas de estas consecuencias son, por ejemplo, el incremento del pH y la

disminucién de la acidez de los vinos, siendo factores favorables para el crecimiento

de bacterias lacticas y la sintesis de histamina.

Sin embargo, no todas las bacterias lacticas tienen la misma capacidad de sintesis

de estos compuestos, existen importantes variaciones en funcion de la especie v,

sobre todo, de la cepa.

DESCRIPCION DE LA INVENCION

El procedimiento que se preconiza permite reducir sensiblemente el contenido de

histaminas en vinos, acentuando el perfil aromatico varietal, evitando adicionalmente

la produccidn de compuestos como el diacetilo, y asegurando la consecucion de la
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fermentacion alcohdlica y malolactica en un tiempo corto.

Para ello, el proceso parte de la seleccion de cepas de bacterias, que experimental y
contrastadamente hayan demostrado que no realizan consumo de azucares durante
su aplicacion en fermentacidn alcohdlica y su empleo no eleva los niveles de acido

acético del vino.

De forma mas concreta se seleccionaron las cepas de Oenococcus oeni CECT

9749, CECT 9750 y CECT 9751.

Estas cepas, por desplazamiento competitivo, impiden el crecimiento de las que si
son productoras de histaminas, reduciendo, e incluso eliminando, la produccion de

histamina.

El uso concreto de este tipo de cepas facilita el desarrollo de la fermentacién
malolactica, ya que las condiciones del mosto son mas favorables al desarrollo de
las bacterias lacticas que las del vino. De esta manera, a lo largo de la
fermentacién alcohdlica las bacterias se van aclimatando progresivamente a las

condiciones adversas al medio.
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Paralelamente, el empleo de este tipo de cepas previene posibles alteraciones
microbioldgicas derivadas del tiempo que tarda en desarrollarse la fermentacion
malolactica después de fermentacién alcohdlica, intervalo en el que el vino esta
desprotegido de sulfuroso. Por tanto, limita la incidencia de alteraciones por
Brettanomyces, y disminuye el riesgo de génesis de aminas bidbgenas por bacterias
lacticas indigenas. De igual forma, la dosis de sulfuroso (sulfitos) necesaria para la

estabilizacién microbiolégica de los vinos es sustancialmente inferior.

Tras la seleccion de dichas cepas, se procede a la produccion del cultivo de las
mismas, en un medio a base de agua destilada, vino blanco ecoldgico, mosto blanco
concentrado ecoldgico, zumo de tomate, extracto de levadura, acido malico y Tween
80, produccidén que se lleva a cabo mediante un escalado de volumenes con sus

correspondientes controles de calidad.

Posteriormente, el cultivo de bacterias lacticas se inocula en los correspondientes
depdsitos de vino, en el proceso de fermentacidn del vino, preferentemente 48 horas
después, pudiéndose aplicar directamente sobre el sombrero, no siendo necesario

homogeneizar.
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Este proceso, podria repetirse o realizarse también, si se estima necesario, una vez

finalizada la fermentacion alcohdlica.

De esta forma, y tal y como se ha dicho con anterioridad, se consigue reducir

drasticamente la concentracion de aminas biégenas, en concreto histamina, en el

vino obtenido, resultando por tanto un vino mas saludable, inocuo y seguro desde el

punto de vista alimentario. También la reduccion sustancial de sulfuroso necesario

para la estabilizacion microbioldégica que supone este procedimiento, colabora en

este concepto de vinos mas saludables apra el consumo.

DESCRIPCION DE LOS DIBUJOS

Para complementar la descripcidn que seguidamente se va a realizar y con objeto

de ayudar a una mejor comprension de las caracteristicas del invento, de acuerdo

con un ejemplo preferente de realizacién practica del mismo, se acompana como

parte integrante de dicha descripcidn, un juego de planos en donde con caracter

ilustrativo y no limitativo, se ha representado lo siguiente:
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La figura 1.- Muestra un diagrama de bloques de la secuencia operativa de un
procedimiento para reducir el contenido de histaminas en vinos realizado de acuerdo

con el objeto de la presente invencion.

La figura 2.- Muestra el contenido de histamina en en vinos a lo largo de su crianza,
cuando a éstos se les inocula o no cultivos de las cepas de Oenococcus oent.,

figura en la que:

* MB= meses de barrica.

» Co-inoculado: aplicacién del cultivo en fermentacion alcohdlica.

* Inoculado: aplicacién del cultivo al final de la fermentacion alcohdlica.
* No inoculado: adquisicion del cultivo por mezcla de vinos.

* Implantado: presencia del cultivo en las del 80% de los aislamientos.

REALIZACION PREFERENTE DE LA INVENCION

A la vista de las figuras resenadas, puede observarse como el procedimiento de la

invencion parte de la seleccion (1) de cepas de bacterias que no realizan consumo

de azucares durante su aplicacion en fermentacion alcohodlica y su empleo no eleva
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los niveles de acido acético del vino, concretamente cualquiera de las cepas de

Oenococcus oeni CECT 9749, CECT 9750 y CECT 9751.

Tal y como se ha dicho anteriormente, estas cepas, por desplazamiento competitivo,
impiden el crecimiento de las que si son productoras de histaminas, reduciendo, e

incluso eliminando, la produccion de histamina.

Tras la seleccion de dichas cepas, las mismas se guardan glicerinadas.

En cuanto al glicerinado, donde se mantienen las cepas glicerinadas, se prepara al

30% (309 glicerina+100mL H20 destilada)

Se pone 0.5mL de glicerina+0.5mL de R30 con poblacion elevada de bacterias.

Se guarda en congelacion (-20°C).

Antes de la vendimia se procede a la produccién del cultivo (2) de las mismas.

Para dicha produccién el medio que se utiliza para la produccion de BL es
denominado R30 y presenta la siguiente composicion (ingredientes de mayor a

menor):
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Agua destilada.

Vino blanco ecoldgico.

Mosto blanco ecologico.

Zumo de tomate.

Extracto de levadura.

Acido malico D-L.

Tween 80.

La produccidn se lleva a cabo haciendo un escalado de volumenes:

Se parte de un cultivo glicerinado del que se toman 100ul que nos sirven

como inéculo para sembrar la primera escala en un volumen de 10ml de

medio R30.

En total hay 5 escalados, del cultivo de 10mL se pasa a un volumen de 50ml

de medio R30, éste a un volumen de 0.5L de medio R30. La escala de 0.5L

se pasa a un volumen de 8L, y ésta a un volumen final de unos 85-90L.

10
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» Cada escalado de la produccidn se incuba a 28°C (aprox), hasta alcanzar la
poblacion maxima de bacterias lacticas (~1-10° ufc/ml), lo que lleva unos 4-5
dias.

* Cuando se alcanza la poblacibn maxima, ese volumen sirve como inoculo

para el siguiente escalado.

Todas las escalas de volumen de produccion llevan asociados unos controles tales
como controles de pureza, esterilidad, controles enzimaticos, control de recuento
totales, control de viabilidad, control de etanol y control de identificacién dela cepa

producida.

Una vez obtenido el cultivo de bacterias lacticas, este se inocula (3) al depdsito (5)
de fermentacion, en una fase posterior (preferentemente 48 horas después) al inicio

de la fermentacion de la uva (4) en dicho depdsito (5).

Para realizar la inoculacién bacteria en cofermentacién con la levadura, es decir

sobre la uva o mosto, el sulfitado de la vendimia no debe exceder de 8 g/hL. Antes

de anadir las bacterias, hay que asegurar la ausencia de SO libre.

11



ES 2772276 Al

En el caso de que se realice siembra de levadura fermentativa (Saccharomyces
cerevisiae) es importante la eleccion de la cepa levadura para favorecer la

coexistencia de las dos especies de microorganismos en el vino.

Para ello, se recomienda emplear cepas de levadura:

5 - poco exigentes en nitrogeno

- no productoras de SO

Para el buen desarrollo del cultivo bacteriano, el desarrollo regular y completo de
la fermentacion alcohdlica es esencial para evitar ralentizaciones y paradas. Para
10  prevenir cualquier alteracién de la cinética fermentativa, y que las levaduras estén
en condiciones Optimas, es necesario corregir el nitrdgeno asimilable de la

siguiente forma:

- Afadir un nutriente organico al inicio que completa las carencias del mosto,

15 prepara la levadura para la fase final de fermentacion y evita subidas de

temperatura que en casos de inoculacién son especialmente nocivas.

12
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- Si fuera necesario, anadir un nutriente complejo a 1/3 de fermentacion

alcohodlica.

El proceso debera llevarse a cabo a una temperatura controlada, entre 22-24°C,

siempre por debajo de 28°C y evitar los choques térmicos.

Asi pues, y como es convencional, en el proceso de fermentacion se corrige el SO2
en funciéon del pH y estado sanitario: entre 3 y 8g/hl. Nunca mas de 8g/HI,
inoculando la levadura en una proporcion del orden de 20g/HI, empleando

activadores organicos en el encubado en una proporcion de 20-30g/HI.

Una vez comprobado que el SO2 libre es cero, se lleva a cabo la inoculacién (3) o

siembra del cultivo liquido de la bacteria lactica, mediante aplicacion directa.

Esta se puede realizar directamente sobre el sombrero, no siendo necesario
homogeneizar, controlando la temperatura como se ha dicho con anterioridad, y si
fuera necesario aplicando una fase de nutricion a 1/3-de FA, con un nutriente

complejo en una proporcion de 10-30g/HI.

13
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Se llevara a cabo el control de densidad y acido malico durante todo el proceso, y se

comprobara el contenido de acido malico.

Si la fermentacién malolactica termina antes del consumo total de azucares, sera

preciso sulfitar a dosis de 2g/hl.

Finalmente, si la fermentacion malolactica termina después de la fermentacion
alcohdlica, se procedera al proceso de trasegado, completando el depdsito y
continuando la fermentacion malolactica, procediéndose a sulfitar cuando ésta

termine.

Asi pues, se lleva a cabo un proceso de cofermentacién (6) finalizado el cual se

obtiene el producto final (7), un vino con una reducida concentracién de histaminas.

Para realizar la inoculacion bacteria con posteridad a la fermentacion alcohdlica,
sobre el vino descubado y trasegado se inocula el cultivo (3) al depdsito (6) de
fermentacidon malolactica que contiene el vino procedente de fermentacidon
alcohdlica, descubado y trasegado. Asi pues, se lleva a cabo un proceso de

fermntacion malolactica (6) finalizado el cual se obtiene el producto final (7), un vino

14
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con una reducida concentracion de histaminas.

A la vista del proceso descrito, y de acuerdo con la figura 2, puede observarse los
cambios en la concentracion de histaminas en funcién de los meses de barrica de
diferentes vinos de vendimia, tratados con cultivos y sin cultivos bacterianos. En el
caso del empleo de los cultivos bacterianos la presencia de histamina es escasa
(mas de diez veces inferior a la obtenida sin cultivos bacterianos) y estable a lo largo

de los doce meses de crianza en barrica.

15
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REIVINDICACIONES

12.- Procedimiento para reducir el contenido de histamina en vinos, concretamente
en vinos tintos, caracterizado porque en el mismo se establecen las siguientes fases

5 operativas:

- Seleccion de cepas de bacterias que no realizan consumo de azucares
durante su aplicacion en fermentacion alcohdlica y su empleo no eleva los
niveles de acido acético del vino, concretamente cualquiera de las cepas de

10 Oenococcus oeni CECT 9749, CECT 9750 y/o CECT 9751.

- Produccién del cultivo de cepas de Oenococcus oeni CECT 9749, CECT
9750 y CECT 9751, mediante un proceso de escalado de volumenes,
obteniéndose una preparacion glicerinada con una poblacion elevada de

15 bacterias.

- Inoculacion del cultivo obtenido en los correspondientes depodsitos de

fermentacion del vino.

16
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22-  Procedimiento para reducir el contenido de histamina en vinos, segun
reivindicacion 12, caracterizado porque la inoculaciéon del producto obtenido en los
correspondientes depdsitos de fermentacion del vino se lleva a cabo al final del

proceso de la fermentacién alcohdlica.

32.- Procedimiento para reducir el contenido de histaminas en vinos, segun
reivindicacion 12, caracterizado porque la inoculacion del producto obtenido en los
correspondientes depositos de fermentacion del vino se lleva a cabo durante el
proceso de la fermentacion alcohdlica, tras el proceso de inoculacion de la cepa de

levadura.

42 .- Procedimiento para reducir el contenido de histamina en vinos, segun
reivindicacion 12, caracterizado porque la producciéon del cultivo de cepas de
Oenococcus oeni CECT 9749, CECT 9750 y CECT 9751, se lleva a cabo en un
medio a base de agua destilada, vino blanco ecoldgico, mosto blanco concentrado

ecolégico, zumo de tomate, extracto de levadura, acido malico y Tween 80.

52.- Procedimiento para reducir el contenido de histamina en vinos, segun

reivindicaciones 12 y 32, caracterizado porque la inoculacidén del cultivo de las cepas

17
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de Oenococcus oeni en los correspondientes depositos de fermentacidon del vino, se
lleva a cabo al menos 48 después del proceso de inoculacion de la cepa de

levadura.

6%.- Procedimiento para reducir el contenido de histamina en vinos, segun
reivindicacion 12, caracterizado porque la inoculacién del cultivo de las cepas de
Oenococcus oeni en los correspondientes depdsitos de fermentacién del vino, se
lleva a cabo de forma directa sobre el sombrero del vino sin necesidad de

homogeneizacion.

18
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