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Analitica, constituyendo una herramienta cientifica dentro de la actividad
laboral y educativa en la que actualmente me desempefio. Ha ampliado
mis conocimientos, mejorado mi riqueza conceptual, me ha permitido
adquirir practica en la aplicacion de la metodologia cientifica y me ha
iniciado en el hermoso terreno de la investigacion y desarrollo.

A su vez; como el desarrollo de la parte experimental del trabajo la
he realizado fuera de mi pais, mediante una beca que he obtenido de
investigacion pre doctoral en Espafia, ha sido una experiencia muy
positiva que me ha permitido crecer en el ambito personal.

Es de gran importancia para las industrias de los alimentos el control
de calidad de los mismos. El conocimiento de la presencia de aminas
biogénicas en los alimentos es muy antiguo, pero el interés por las
determinaciones analiticas de aminas biogénicas en alimentos como
control de calidad para garantizar el consumo de alimentos inocuos y para
investigacion y desarrollo ha surgido en los ultimos afios, prueba de ello
es el incremento del nimero de publicaciones referidas a la presencia de
aminas biogénicas en vinos.

La estandarizacion de metodologias analiticas para su determinacion
permitirda un mayor control de los distintos procesos de elaboracidon de
alimentos fermentados y consecuentemente su mejora, como también una
mayor satisfaccidon por parte de los consumidores.

A través del trabajo desarrollado se pretende que, se pueda
contribuir a la mejora del control de calidad de los alimentos fermentados
mediante la aplicacion de la metodologia analitica desarrollada,
especialmente en vinos en los cuales se ha aplicado exitosamente tal

metodologia.
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Desde el punto de vista social debe tenerse en cuenta que el
proceso de elaboracién de algunos vinos es muchas veces semiartesanal y
esta basada en tradiciones o conocimientos empiricos heredados de los
antepasados. El aporte de informacion cientifica que permita Ia
cuantificacion de aminas biogénicas en vinos, permitira optimizar el
control de proceso de elaboracion. Asi, un mayor control del proceso
permite la comercializacién de productos inocuos, de calidad y mayor
valor comercial.

A través de la realizacion del presente estudio se consiguid obtener
una metodologia que permite la separacion simultanea de varios
aminoacidos y aminas biogénicas, y cdmo se vieron afectados algunos
vinos de variedad Monastrell con Denominacién de origen de Alicante.

El interés por la determinacién de aminas biogénicas en la
elaboracidon de vinos no se circunscribe a la investigaciéon basica, si no
gue, a nivel industrial, existen ya en al actualidad varios paises en los
cuales se implementan limites de aminas biogénicas para |la
comercializacion e importacion de vinos. Se prevé tenga el mayor éxito en
control de calidad, porque la inocuidad es una de las caracteristica mas
importante por la cual se juzga, en la actualidad, la calidad de un
alimento.

El trabajo esta organizado en siete capitulos en el primero se aborda
una introduccion del tema referente al estado actual del conocimiento de
la presencia de aminas biogénicas en alimentos y su determinacién. En el
segundo capitulo se desarrollan los aspectos relacionados a los
antecedentes de tema. En el tercer capitulo se plantean tanto el objetivo
general como los objetivos especificos. En el cuarto se comentan los
materiales y métodos empleados para el desarrollo del trabajo. En el
quinto capitulo se desarrollan los resultados obtenidos, asi como también
se presentan las discusiones y en el sexto se detallan las conclusiones del

trabajo. Por ultimo, el séptimo capitulo presenta la bibliografia consultada.
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RESUMEN

Las aminas biogénicas se pueden encontrar en una gran variedad de
alimentos, especialmente en los que son ricos en proteinas. Son
producidas por descarboxilacion de los aminoacidos mediada por
microorganismos presentes en los alimentos. Su presencia en los
alimentos es de gran interés debido a su posible toxicidad en los seres
humanos. Asi, la determinacion de aminas biogénicas y la fraccién de
aminoacidos libres puede proporcionar informacidn interesante
relacionada con parametros de frescura o deterioro de los alimentos.

En este estudio, se ha desarrollado una metodologia por RP-HPLC
para la determinacién simultanea de 26 compuestos. El método consiste
en una derivatizacion pre-columna de los analitos con o-ftaldialdehido
(OPA) en presencia de 2-mercaptoetanol (2-MCE) y la posterior
separacion de los compuestos en una columna C18 detectados por
fluorescencia.

Los aminoacidos estudiados fueron: acido aspartico, acido
glutdmico, asparragina, serina, histidina, glicina, treonina, arginina,
alanina, acido y-aminobutirico, tirosina, metionina, valina, fenilalanina,
isoleucina, leucina y lisina. Entretanto, las aminas fueron: histamina,
etanolamina, metilamina, etilamina, tiramina, triptamina, putrescina y
cadaverina.

Algunas variables del proceso cromatografico fueron optimizadas
con la finalidad de obtener una buena separacion de los compuestos. Las
mejores condiciones, para obtener una buena selectividad entre los picos,
se obtuvieron a 359 C, con un caudal de 1 ml/min y utilizando un
gradiente de dos solventes que contenia metanol, tampoén fosfato y
tetrahidrofurano. Como estandar interno se selecciond 1,7-
Diaminoheptano.

La metodologia desarrollada se aplicé para el analisis de vinos

Monastrell con Denominacién de Origen de Alicante. De los resultados
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obtenidos se puede concluir que las muestras de vino analizadas
presentaron niveles de histamina por debajo de 20 mg/I, por encima del
cual pueden ocurrir algunos efectos fisioldgicos no deseados. Ademas, los
niveles de triptamina en vinos jovenes y crianza fueron menores al limite
de deteccién. En ninguna de las muestras se encontraron cantidades
cuantificables de cadaverina o metilamina; mostrando que no hay
sintomas de deterioro de las propiedades sensoriales de los vinos e
indicando que las uvas utilizadas para la elaboracion de los vinos se

encontraban en buen estado de conservacion.

Palabras clave: aminas biogénicas, aminoacidos, OPA, HPLC,

fluorescencia, Monastrell.
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SUMARY

Biogenic amines can be found in a variety of foods, especially in
protein-rich ones. These compounds are produced by decarboxilation of
free amino acids from foods mediated by microorganisms present in them.
The determination of biogenic amines in foods is of great interest due to
their possible toxicity in humans. Hence, the determination of biogenic
amines and free aminoacid fraction can provide interesting information
related to parameters to assess the freshness or spoilage of foods.

In this study a RP-HPLC methodology has been developed for the
simultaneous determination of 26 compounds. The method involves a pre-
column derivatization of the analytes with o-phthaldialdehyde (OPA) in the
presence of 2-mercaptoethanol (2-MCE) and subsequent separation of the
compounds in a C18 column with fluorescence detection.

Amino acids included in the study were: aspartic acid, glutamic acid,
asparagine, serine, histidine, glycine, threonine, arginine, alanine, y-
aminobutyric acid, tyrosine, methionine, valine, phenylalanine, isoleucine,
leucine, and Ilysine. Meanwhile, the amines were: ethanolamine,
histamine, methylamine, ethylamine, tyramine, tryptamine, putrescine
and cadaverine.

In order to obtain a good separation of all the compounds, some
variables of the chromatographic process were optimized. The best
conditions to obtain a good selectivity among the entire peaks were
obtained working at 35° C, with a flow rate of 1 ml/min and using a
gradient of two solvents which contained methanol, phosphate buffer and
tetrahydrofuran. 1,7-Diaminheptane was selected as internal standard.

The developed methodology was applied for analysis of Monastrell
wines with Designation of Origin Alicante. From the results obtained it can
be concluded that none of the wine samples analyzed had histamine levels
above 20 mg/l, above which some undesirable physiological effects may
occur. Moreover, tryptamine levels in young and aging wines were less

than the detection limit. In none of the samples were found measurable
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amounts of cadaverine or methylamine, showing no spoilage symptoms of

sensory properties of the wines and indicating that the grapes used for

winemaking were in good condition.

Key words: Biogenic amines, aminoacids, OPA, HPLC, fluorescence,
Monastrell.



1. INTRODUCCION

Hoy en dia es una prioridad dentro del control de calidad de los
alimentos el garantizar su inocuidad, por ello es importante desarrollar los
métodos de andlisis pertinentes que permitan cuantificar la cantidad en la
gue estan presentes algunos compuestos en los alimentos y, de esta
forma conocer, si son aptos para el consumo o no. Dentro de los
compuestos que pueden presentar toxicidad para los seres humanos se
encuentran las aminas biogénicas.

En las ultimas décadas se han realizado numerosos estudios
centrados en determinar el contenido de aminas biogénicas en algunos
alimentos, sobre todo, en los fermentados, no obstante, falta todavia
trabajo por hacer para tratar de mejorar estos métodos permitiendo
alcanzar sensibilidades mayores y determinar un mayor numero de

compuestos de forma simultanea.

1.1. AMINOACIDOS

La inmensa mayoria de los alimentos contienen aminoacidos, ya sea
como aminoacidos libres o en forma de proteinas (parcialmente
hidrolizadas o intactas)!. Las proteinas son polimeros, en los cuales los a-
aminoacidos son los mondmeros que se combinan para formarlas
mediante enlaces peptidicos®. El consumo de proteinas es fundamental
para los humanos. No obstante, desde el punto de vista nutricional las
necesidades reales no son de proteinas sino de aminoacidos, que el
hombre y otros animales usan para la biosintesis de enzimas, proteinas
estructurales y compuestos con nitrégeno no proteico como los &acidos
nucleicos'. La principal fuente de aminoacidos de la dieta humana son las
proteinas, las cuales son digeridas enzimaticamente para liberar sus

aminoacidos constituyentes!. Por lo tanto, la composicién en aminoacidos
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de las proteinas de la dieta es extremadamente importante ya que ello
determina la calidad de cada una de las proteinas. Existen ocho
aminoacidos esenciales para la nutricion adecuada de los adultos:
triptéfano (Trp), fenilalanina (Phe), lisina (Lys), treonina (Thr), metionina
(Met), leucina (Leu), isoleucina (Ile) y valina (Val)*3. Estos ocho
aminoacidos esenciales no pueden ser sintetizados por el cuerpo humano
entonces deben ser provistos con la dieta para mantener el balance de
nitrégeno'. Ademds, arginina (Arg) e histidina (Hys) son aminodcidos
esenciales para los nifios. Finalmente, tirosina (Tyr) y cisteina (Cys)
también se clasifican como aminoacidos esenciales puesto que no pueden
ser sintetizados en cantidades adecuadas cuando la dieta es deficiente en

Phe o Met, respectivamente?.

1.1.1. ESTRUCTURA Y PROPIEDADES FISICOQUIMICAS DE LOS
AMINOACIDOS

Un aminoacido es una molécula organica con un grupo amino (-NH;)
y un grupo carboxilo (-COOH). Todos los aminoacidos componentes de las
proteinas son a-aminodacidos, lo que indica que el grupo amino estad unido
al carbono alfa, es decir, al carbono contiguo al grupo carboxilo. Por lo
tanto, estan formados por un carbono alfa unido a un grupo carboxilo, a
un grupo amino, a un hidrégeno y a una cadena (habitualmente
denominada R) de estructura variable, que determina la identidad (Figura
1) y las propiedades de los diferentes aminoacidos. Existen cientos de
cadenas R por lo que se conocen cientos de aminoacidos diferentes, pero
son sdlo 20 los que forman mayoritariamente parte de las proteinas.

En los medios bioldgicos los aminoacidos se presentan en sus
formas ionizadas. Las diferentes formas idnicas en que puede encontrarse
un aminoacido son muy dependientes del pH del medio en el que se
encuentran, debido a la presencia de un grupo acido (carboxilico) y

también de un grupo basico (amino). El pKa de los grupos carboxilos y
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amino de los a-aminodacidos es aproximadamente 2 y 10 respectivamente;
por ende, en la proximidad del pH neutro, el grupo carboxilato habra
perdido un protdn y el grupo amino habra captado un protén, para dar la
forma de switterion’. La estructura o estructuras generales de un a-

aminoacido dependiendo del pH es la que se muestra en la Figura 1.

R
|+ // | 4 / AN //
H--N--1 Ca }--—- C > H— N Ca L —— N---{ Ca |----C
M N O--H | —— "o e | No
H H
H H H
Catiodn Switterion Anion

Figura 1. Estructura genérica de un a-aminoacido: su forma de anién, catién y

de switterion.

Todos los aminoacidos, excepto la glicina (Gly), pueden existir en la
forma D y L, ya que en todos los casos el carbono a es quiral. La Unica
excepcion es la Gly, dado que dos de los grupos unidos al carbono a son
iguales (hidrogeno), con lo que se elimina la quiralidad®. En la naturaleza,
el carbono a estd casi siempre sustituido para dar el estereocisémero L'. De
hecho, los aminoacidos D existen en la naturaleza, y algunos desempefian
funciones bioquimicas importantes, pero nunca se hallan formando las

proteinas de los alimentos?.




1.1.2. CLASIFICACION DE LOS AMINOACIDOS

Existen aminoacidos con propiedades diferentes segun el tipo y
caracteristicas de la cadena lateral que posean (-R). Estas caracteristicas
incluyen el caracter hidréfobo o hidréfilo, la naturaleza polar o no polar, y
la presencia o ausencia de grupos ionizables®’. En la Tabla I se puede
observar algunas propiedades de los aminodacidos que se encuentran mas
frecuentemente constituyendo las proteinas de los alimentos o bien como

aminoacidos libres en los mismos.

Tabla I. Caracteristicas quimicas y propiedades de los aminoacidos.

Aminoacidos con cadenas laterales alifaticas
ki=2,3
Gly 751 | P NHz
pk2=9,6 |
H--CH--COOH
k,=2,3
Ala 89,1 pk1 . 'l\”"z
Pre=2 H,C--CH--COOH
Val 117,1 pki=2,3 CHs NH2
pk2=9,6 I :
HsC--CH--CH--COOH
L 1310 | PRe=24
eu ,
pk,=9,6 CIIH3 INH2
H,C--CH,,--CH--CH--COOH
1l 131,2 pki=2,4
e ,
pk,=9,7 CHs 'l\'Hz
H,C--CH--CH,--CH--COOH




ki=2,2
Ser 105,1 | P NH:
pk,=9,2 |
HO--CH,--CH-COOH
Th 10,1 | P20 I'\IHZ
' "~ | pky=10,4 H,C--CH--CH--COOH
|
OH
SH
|
pk1=118 CHZ
Cys 121 |
pk2=10,8 HzN--C--COOH
I
H
NH:2
Met 149,2 | pk;=2,3 |
H,C--S--CH,~-CH,~CH--COOH
pk,=9,2
pki=1,8 NH2
|
Phe 165,2 | pk,=9,1 @—CHz--CH--COOH
NH:2
— |
Tyr 181,2 | pki=2,2 HOQ CHa--CH2--COOH
pk,=9,1
H
C1
ki=2,4 Y
Trp 204 pk1 5 A |
Pka=9,4 CH2
|

H2N--C--COOH
[
H




Aminoacidos basicos

Aminoacidos acidos y sus amidas

Aminoacido ciclico

Aminoacido no proteico

NH2
|
pk;=1,8 CHa--CH--COOH
Hys 155,2
pk,=9,2
N NH
pki=2,2 e
Lys 146,2 H,N--CH,--CH,--CH,--CH,--CH--COOH
pk.=9,0
ki=2,2 NH
Arg 1742 | P N e
pk>=9,0 H,N--C--NH-CH,--CH,--CH,-CH-COOH
pk;=2,1 O NH2
Asp 133,1 Il |
pk.=9,8 HO--C-CH,-CH-COOH
Gl ja11 | P22 0 e
. " | pk;=9,7 | HO--C--CH,~CH,-CH--COOH
A 1321 | Pr=20 7 e
°n | pk,=8,8 H,N--C--CH,-CH-COOH
O\ /NH2
\C
pk;=2,2 I
GIn 146,1 ‘ (IZHz
p 2_911 lCHZ
H2N--CH--COOH
P 115 |PRa=20
(0]
' pk,=10,6 H—CHCOOH
GABA 103,1 | pki=2,29 H,N--CH,--CH,--CH,--COOH




1.1.3. FUNCION DE LOS AMINOACIDOS LIBRES EN LOS
ALIMENTOS

Los aminoacidos libres, es decir los que no se encuentran formando
proteinas, son importantes por su contribucién al sabor de los alimentos
(Tabla II y III) y, por ser precursores de componentes aromaticos y de
sustancias coloreadas que se forman mediante reacciones térmicas y/o
enzimaticas que se producen durante la obtencidn, preparacion vy
almacenamiento de los alimentos®. Por ejemplo, en presencia de un
azucar reductor se produce la reaccion de Maillard. Esta reaccidon pese a
ser muy compleja permite obtener como productos finales de la misma
moléculas volatiles responsables de algunos de los aromas caracteristicos
de los alimentos. La formacién de uno u otros aromas dependera de
muchas variables entre otras los aminoacidos y los azucares reductores

que reaccionen®.

Tabla II. Sabores aportados por los aminoacidos a los alimentos®

Umami y acido Dulce Amargo
Gly, Ala, Thr, Pro, Phe, Tyr, Arg, Leu,
Ser, GIn. Ile, Val, Met, Hys

Glutamato, Asp




Tabla III. Sabor de algunos aminoacidos en sus formas isoméricas’.

Aminoacido L-Is6mero D-Is6mero

Glu Unico Sin sabor

Asn Insipido Dulce

Phe Ligero amargo Dulce con resabio amargo
Hys Sin sabor-amargo Dulce

Ile Muy amargo Dulce

Leu Ligero amargo Muy dulce

Met Sin sabor Dulce

Ser Ligero dulce Muy dulce

Val Ligero dulce Muy dulce

Los aminoacidos libres pueden proceder de la degradacién proteica o
existir de forma natural en los alimentos. Respecto a la protedlisis hay que
considerar dos situaciones: por una parte, la producida por una
proliferacion microbiana no controlada; la formacion de aminas por esta
via no constituye un riesgo importante de intoxicacién, ya que en este
estado los alimentos son descartados del consumo, debido a sus defectos
organolépticos; por otra parte, los aminoacidos libres que aparecen como
consecuencia de procesos de fermentacidon durante la fabricacidn®,
aparecen con frecuencia en alimentos fermentados (vinos, quesos,
salchichas etc.) y tienen efectos negativos sobre la salud humana y la

calidad de estos alimentos® 1%

1.2. AMINAS BIOGENICAS

Las aminas biogénicas son compuestos organicos que estan
presentes en materias primas y en alimentos procesados. Se pueden
formar y también degradar dentro de las reacciones metabdlicas normales

que se producen en animales y plantas. En general, la presencia de
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aminas biogénicas se asocia a un mecanismo de defensa que desarrollan

los microorganismos para protegerse de ambientes acidos'®.

1.2.1. ESTRUCTURA Y PROPIEDADES FISICOQUIMICAS DE LAS
AMINAS BIOGENICAS

Las aminas son compuestos ampliamente descritos en la naturaleza,
gue contienen uno o varios sustituyentes unidos a un dtomo de nitrégeno.
Son compuestos enddgenos de las plantas que también pueden
encontrarse en frutas frescas y verduras. Sin embargo, en los alimentos,
las aminas se forman fundamentalmente en los procesos fermentativos, y
durante el envejecimiento y la conservacién, a partir de |la
descarboxilacion microbiana (Figura 2) de los correspondientes

aminoacidos precursores'®, por ello se denominan “bidgenas”.

En el campo alimentario, el termino aminas biogénicas se utiliza,

sobre todo, para designar el grupo de aminas no volatiles®.

RCH--COz2 RCH

| < > l + COZ
" NHs " NHs
Aminoacido Amina Biogénica Dioxido de Carbono

Figura 2. Reaccion de decarboxilacion.
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Las aminas biogénicas no se producen en los alimentos de forma
sistematica, ni siquiera cuando estdn muy contaminados. Se deben dar

varias circunstancias simultaneas como son:

a) Presencia de bacterias lacticas con actividad decarboxilasa positiva.
b) Condiciones ambientales favorables

c) Moléculas precursoras (aminodacidos)® !,

En la Figura 3 se muestran los aminoacidos precursores de algunas
de las principales aminas biogénicas y sus correspondientes aminas
biogénicas.

Figura 3. Aminodcidos precursores de algunas aminas biogénicas'**3,
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Se conoce una gran variedad de aminas biogénicas con propiedades
guimicas bastante diferentes. Teniendo en cuenta esto, se pueden

clasificar segun la naturaleza de la cadena lateral que poseen en:

a) Aminas alifaticas
a. Poliaminas: agmatina (AGM), espermidina (ESPD),
espermina (ESP).
b. Diaminas: Putrescina (PUT) y cadaverina (CAD).
c. Monoaminas: metilamina (METIA), etilamina (ETIA),
isopropilamina, isobultamina, hexilamina, etanolamina
(ETA), etc.

b) Aminas aromaticas:
a. Con nucleo bencénico: tiramina (TIM), feniletilamina (PEA)
b. Con nucleo heterociclico: histamina (HIM), triptamina
(TRIM)%13,

En general, a las aminas alifaticas se las relaciona con condiciones
higiénicas deficientes en la elaboracion de alimentos y con las propiedades
sensoriales. Por otro lado, las aminas aromaticas y heterociclicas estan

mas vinculadas a efectos téxicologicos®®.

En la Tabla IV se muestran algunas propiedades quimicas de las

aminas biogénicas.



Tabla IV. Propiedades de algunas aminas biogénicas.

12

ETA 61,1 | pki=9,5 Hcl) '|\”"2
H2C--CHz2
CH2CH2NH2
N
HIM 111,1 pk:=9,8 4\
N
H
METIA 31 | pk;=10,63 CHs—NH,
ETIA 45,1 | pk;=10,7 CH;--CH,--NH,
CH2CH2NH2
TIM 137,2 | pki=9,6
OH
CH2CH2NH2
TRIM 160,2 | pk=10,2 N\
Nl
H
PEA 121,2 | pk=10,0 @CHZCHZNHZ
pk1=10,8
PUT 88,2 H2N--CaHs--NH2
pk2=914
pk1=11,0
CAD 202,2 H2N--CsH10--NH2
pk,=9,9
CH3--CH--CH2--CH2--NH2
ISOP 87,1 |pk=10,6 CHs
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1.2.2. FUNCION Y EFECTO DE LAS AMINAS BIOGENICAS

Las funciones bioldgicas de las aminas son muy diversas, pudiendo
tener efectos beneficiosos o perjudiciales en los seres humanos'®. Asi, en
pequenas concentraciones las aminas biogénicas son esenciales para
muchas funciones fisioldgicas del organismo como la regulacién de la
temperatura corporal, el pH del estémago, la actividad cerebral, etc'®. Mas
en concreto, se sabe que las poliaminas son componentes indispensables
de las células vivas y, son importantes en la regulacién de la funcion del
acido nucleico y la sintesis de proteinas, y probablemente también en la
estabilizacidn de membranas®. Por otro lado, también se sabe que
algunas aminas aromaticas como TIM, TRIM, y PEA muestran accién
vasoconstrictora; mientras que otras, HIM y serotonina (5-HT), presentan
efecto vasodilatador. Al mismo tiempo, la HIM y TIM también actlan como
mediadores hormonales en los seres humanos y animales. Las aminas
psicoactivas, tales como Ila dopamina (DOPA) y la 5-HT, son
neurotransmisores en el sistema nervioso central (SNC)*2.

Sin embargo, cuando la ingesta de estas aminas sobrepasa unos
niveles estas pueden tener unos efectos adversos sobre la salud.

El organismo humano tolera facilmente concentraciones bajas de
aminas bidgenas, ya que éstas son eficientemente degradadas por las
enzimas monoamino oxidasa (MAO) y diamino oxidasas (DAQO) en el tracto
intestinal’®!”18, Aunque existen diferentes susceptibilidades individuales a
la intoxicacién por aminas bidgenas, se considera que tras la ingestion de
cantidades excesivas de las mismas, se pueden iniciar varias reacciones

farmacoldgicas (Tabla V).
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Tabla V. Aminas biogénicas y sus efectos farmacoldgicos'®

Aminas Biogénicas Efectos farmacologicos

Histamina Libera adrenalina y noradrenalina.
Excita los musculos lisos del Utero, el
intestino y el tracto respiratorio.
Estimula tanto las neuronas motoras y
sensoriales.

Controles de la secrecién acida gastrica

Tiramina Vasoconstriccidon periférica.

Aumenta el gasto cardiaco.

Provoca lagrimeo y salivacion.
Aumenta la respiracion.

Aumenta el nivel de glucosa en sangre.
Libera noradrenalina desde el sistema
nervioso simpatico.

Causa migrafa.

Putrescina y Cadaverina | Hipotension,

Bradicardia,

Tétano,

Paresia de las extremidades,

Potenciar la toxicidad de otras aminas,

Feniletilamina Libera noradrenalina
al sistema nervioso simpatico,
Aumenta la presion arterial,

Causa migrana.

Triptamina Aumenta la presion arterial.

La mayoria de las intolerancias alimentarias provocadas por aminas
biogénicas se producen por un consumo elevado de HIM, seguido en
importancia por PEA y TIM. El resto de aminas se considera que puede
contribuir a reforzar la accion de las anteriores. Los sintomas (Figura 4)

gue por ser tan diversos, son dificiles de diagnosticar para los médicos, se



manifiestan a partir de media hora después de la

van remitiendo al cabo de unas horas'®.

Congestion nasal,
rinorrea, estornudos

Broncoconstriccion,
disnea

Vértigo Dolor de Nauseas, Ritmo circadiano, Contribucién a la
cabeza Vomitos excitaciéon regulacion de la
temperatura
Hipotonia _ / gorplqral, ingesta
Hipertension Sistema Ioign']rgggnos'
Nervioso . Secrecion de aprendizaje,
Central M,edula | mastocitos A 4
Osea memoria
Anafilaxia
Aparato
Cardiovascular .
. Histamina Leucocitos
Arritmia
Prurito Diarrea
Piel Tracto
Gastrointestinal
Rubor Aparato
Respiratorio Gases
PR abdominales
Urticaria

Dismenorrea

Dolor de estémago
Calambres

15

ingesta del alimento y

Las aminas biogénicas pueden causar, directa o indirectamente

toxicidad cuando sus niveles de concentracion son elevados. Por esta

razén, varios paises han establecido normas para su contenido en la

ingesta de diferentes tipos de alimentos'®.
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1.2.3. AMINAS BIOGENICAS EN DIFERENTES ALIMENTOS

Se puede esperar presencia de aminas biogénicas en casi todos los
alimentos que contienen proteinas o aminodacidos libres y estan sujetos a
condiciones que permiten la actividad microbiana o bioquimica. La
cantidad total de las diferentes aminas formadas depende en gran medida

de la naturaleza de los alimentos y los microorganismos presentes'®2%:21,

Las aminas biogénicas derivadas de la mayor parte de los
aminoacidos pueden encontrarse en una amplia variedad de alimentos,
pero las presentes en el queso, chocolate y, en particular, en pescados
contaminados del tipo de los escdmbridos pueden representar un riesgo
para la salud!. Normalmente, estas intoxicaciones son debidas a la
presencia de cantidades inusualmente elevadas de HIM en los alimentos y
pueden afectar a todos los individuos que consumen el alimento
implicado. Actualmente se conoce otro problema derivado de la presencia
de HIM en los alimentos, la intolerancia a la histamina y que se considera
que ocurre debido a una capacidad reducida para metabolizar la HIM
exogena (de los alimentos). Esta capacidad reducida para metabolizar la
HIM puede tener un componente genético (actividad DAO reducida),
patologico (enfermedades inflamatorias intestinales, colitis ulcerosa vy

enfermedad de Crohn, por ejemplo)!’22

, 0 bien puede ser transitoria, a
causa del tratamiento con farmacos que tienen reconocida la capacidad de
inhibir la DAO'”. Igualmente, se sabe que una ingesta elevada de alcohol
y otras aminas bidgenas, debido a una competencia para los sistemas de
metabolizacion, pueden favorecer la aparicion de los sintomas

caracteristicos de la acumulacién plasmatica de la HIM.

La intoxicacion por HIM (escombrotoxicosis) se considera una de las
formas mas comunes de intoxicacién alimentaria’**'%17, La HIM ha sido la
amina biogénica mas estrechamente relacionada con el pescado en

descomposiciéon, también se puede encontrar TIM!3. Ademds, otras
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aminas biogénicas como PUT, CAD, TIM, ESP, ESPD se han detectado en

el pescado como la caballa, el arenque, el atin, la sardina®®.

Después del pescado, el queso es el alimento mas comunmente
implicado en intoxicaciones por HIM!’. Los quesos hechos de leche
pasteurizada y presurizadas tienen menos probabilidad de contener

1314 qunque la calidad inicial de la leche podria ser aun

aminas biogénicas
mas responsable de la acumulacion de aminas biogénicas en quesos
madurados mas que el tipo de tratamiento aplicado a la leche!*. Los
alimentos envejecidos, especialmente quesos madurados, por lo general
contienen de moderado a altos niveles de aminas biogénicas. Los quesos
del tipo fresco (por ejemplo, cottage, ricota) y los quesos blandos y
procesados (por ejemplo, el queso americano, y queso de untar) por lo
general tienen niveles bajos o no detectables de TIM. Otros productos
lacteos como yogur y kéfir tienen poco o niveles no detectables de TIM si

son elaborados a partir de leche pasteurizada®’.

También, se pueden encontrar aminas biogénicas en productos
carnicos fermentados como consecuencia de la actividad microbiana
relacionada con la fermentacion, pero soélo suelen encontrarse en
productos hechos a partir de materia prima de baja calidad a través de
contaminacion microbioldgical’. Asi, a partir del uso de las Buenas
Practicas de Manufactura (BPM) y de la carne fresca de alta calidad se
reduce considerablemente el riesgo de formacién de aminas biogénicas en
productos carnicos transformados'®. Las BPM para productos carnicos
utilizando cultivos starter de aminoacido descarboxilasa negativa,

disminuyen el riesgo de formacién de aminas biogénicas'’.

Por ultimo, los productos que han sufrido fermentacién alcohdlica
como vinos, cervezas, etc. son susceptibles de contener ciertas aminas
biogénicas. En esta linea en los ultimos afios se han publicado diversos
articulos, algunos de ellos enfocados a hacer una seleccion de los

microorganismos que se utilizan para provocar la fermentacion.

En el caso de las bebidas alcohdlicas el problema toxicolégico que

pueden causar estas aminas, sobre todo HIM, se incrementa al estar
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combinado con alcohol, de ahi el interés que ha despertado su estudio en

la actualidad.

1.3. IMPORTANCIA DEL ANALISIS DE AMINOACIDOS Y AMINAS
BIOGENICAS EN VINOS

La determinacién de aminas biogénicas en bebidas fermentadas
como el vino es muy importante ya que son productos que pueden tener
un elevado contenido en estos compuestos. El origen de esas aminas

biogénicas puede deberse a:

a) que estuvieran presentes en la uva o en el mosto de la misma,
b) que se hayan formado por accion de las levaduras durante el
proceso de fermentacion alcohdlica de la uva®3, o

c) por accion de las bacterias en la fermentacién malolactica®*.

Por otro lado, los aminoacidos actuan como fuente de nitrégeno
(30-40%) para la levadura durante la fermentacidn alcohdlica,
interactuando en la composicién aromatica de los vinos?®>.

En la uva cruda se han encontrado cantidades variables de PUT y de
ESPD, mientras que otras aminas como HIM, TIM, AGM, ESP, CAD apenas
aparecen o se encuentran en cantidades trazas?®. Tras la fermentacion
alcohdlica del mosto no se producen grandes cantidades de estos
compuestos pero en algun trabajo se ha constatado la formacién de HIM,
TIM, PEA e isoamilamina (ISOM). Por dultimo, en la fermentacidn
malolactica es donde mayor cantidad de aminas se forman sobre todo
HIM. Este aumento en contenido en HIM en los vinos es tanto mayor
cuanto mayor es el pH final del vino®’.

Los efectos negativos sobre la salud, calidad del vino y exportacién
plantean un gran interés en el estudio de estos compuestos nitrogenados

con la finalidad de disminuir la concentracidon de todas las aminas en el
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vino y, en especial la HIM®. Los origenes tan diferentes de las aminas
biogénicas pueden explicar la gran variabilidad en cuanto a contenidos en
estos compuestos que presentan los vinos ya que son dependientes del
pH, de la presencia de oxigeno, y otras variables de vinificacion.

Con objeto de llevar un control del contenido de estos compuestos
en vinos hay algunos paises que han legislado como limite maximo de
contenido en aminas biogénicas en vino unos 50 mg/L, aunque es muy
dificil llegar a un acuerdo al respecto. Como la HIM parece ser la amina
gue mas intolerancia causa en humanos, varios paises han dictado unas
recomendaciones en cuanto a contenido maximo admisible, este es el
caso de Alemania 2 mg/L, de Bélgica de 5-6 mg/L, Francia 8 mg/L*® y 10

mg/L en Suiza?’%°,

Estos limites son por el momento sdlo
recomendaciones pero puede que en un futuro, no muy lejano, se
conviertan en valores maximos legalmente establecidos. Ademas, la
toxicidad de la HIM estudiada experimentalmente como sustancia aislada
posee un valor muy relativo con respecto a la toxicidad cuando es
vehiculizada por los alimentos, ya que el efecto de la “"matriz” es muy
importante. Practicamente nunca se encuentra HIM sola en los alimentos,
sino que la acompanan otras aminas bidgenas (TIM, CAD, PUT, PEA, 5-HT,
entre otras), las cuales pueden potenciar significativamente la toxicidad.
Es por ello, que el realizar estudios de composicién en aminoacidos y
aminas biogénicas en vinos de la provincia de Alicante, tiene una gran
importancia de cara a conocer cual es el contenido en los mismos vy, si es
necesario tomar medidas en los procesos de produccion y maduracién

para reducir el contenido en aminas biogénicas.

1.4. VINOS DE LA PROVINCIA DE ALICANTE?>®

Alicante, es una provincia de Espafia, situada geograficamente entre
la Meseta y el Mediterraneo, y con un clima luminoso y calido, posee las

condiciones naturales para el cultivo de la vid y la elaboracion de vinos.
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Las tierras alicantinas ofrecen los mas sugestivos vinos, blancos,
rosados o tintos, sean jévenes o con crianza. Los vinos jovenes, gracias a
los métodos de elaboracién y a la seleccion de uvas, destacan por su
frescura, su caracter afrutado y sus aromas florales. Los vinos crianzas vy
reservas, elaborados a partir de variedades tradicionales o de coupage
con mejorantes foraneas, dan lugar a vinos con un marcado caracter
mediterrdneo donde los matices de madera adquiridos se unen en
armonioso equilibrio con los sabores primarios de la fruta.

Los vinos de Alicante cuentan con las variedades autdctonas:
monastrell y moscatel. La monastrell ha demostrado que sometida a
vendimias tempranas y a buenas elaboraciones se comporta de modo
menos oxidativa y corregida con pequefas cantidades de tempranillo o
cabernet-sauvignon puede convertirse en un espléndido vino crianza o
reserva. Por otro lado, el moscatel sometido a vinificaciones correctas es
capaz de ofrecer, ademas de moscateles dulces, unos vinos blancos secos
de aromas encantadores.

Finalmente, cabe destacar entre los vinos con Denominacidon de
Origen (D.0O) de la provincia de Alicante, el afamado Fondillén. El Fondillon
es un vino rancio dulce elaborado en la provincia de Alicante
exclusivamente con uvas de la variedad Monastrell. Se caracteriza por una
alta graduacion alcohdlica, de unos 18° que, a diferencia de los vinos
fortificados, toda procede del azlcar existente en la uva. Este vino tuvo
una gran fama desde el siglo XV, aunque por diversas circunstancias a
principio de siglo estuvo a punto de desaparecer, actualmente esta
recuperando gran parte de su prestigio. Pese a ese prestigio hay muy
pocos datos de composicién quimica de este vino, por ello, parece
interesante estudiar el contenido en aminas biogénicas puesto que son
vinos con una crianza de al menos 10 anos, aspecto este no muy corriente
en los vinos que se comercializan normalmente.

El papel que juega el clima mediterraneo en el desarrollo de la vid
es decisivo. Factores como la elevada temperatura media (entre 13 °C y
189C, alcanzando en verano maximas entre 30°C y 40°C), la escasez de

lluvias (entre 300 y 500 mm/afio), el alto nUmero de horas de insolacién
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(2.500 hs de sol despejado al ano), y la menor altitud sobre el nivel del
mar determinan la diferenciacion de los vinos de Alicante.
En la Figura 5 se puede observar una fotografia tipica de un cultivo

de vid en la provincia de Alicante.
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2. ANTECEDENTES

2.1. METODOS DE DETERMINACION DE AMINOACIDOS Y AMINAS
BIOGENICAS

Para el analisis de aminas biogénicas se utilizan los mismos métodos
analiticos desarrollados para la determinacién analitica de sus
precursores, los aminoacidos.

Varias técnica analiticas son las que pueden utilizarse para la
determinacion de aminas biogénicas: cromatografia en capa fina (CCF),
cromatografia de gases (CG), electroforesis capilar (EC) y cromatografia
liquida de alta resolucién (HPLC)!?. Estos métodos implican deteccién
espectrofotométrica o fluorimétrica (FLD) y/o separaciéon con
espectrofotometria de masas (EM). No obstante, en los Ultimos afios la
tendencia en la investigacidén se centra en el desarrollo de métodos
analiticos rapidos, directos, y miniaturizados en los cuales se involucran
métodos enzimaticos, de inmunoanalisis y procesos de reaccidon en cadena
de la polimerasal®. Estos métodos son normalmente especificos para la
determinacién de una amina biogénica en concreto, generalmente HIM>!,
Pese a ello, en la actualidad, la técnica de HPLC sigue siendo la mas
utilizada debido a la gran versatilidad que presenta y, en consecuencia, es
la técnica, hasta el momento, reconocida como oficial para el analisis de
HIM en alimentos por la Asociacion de Quimicos Analiticos Oficiales
(AOAC)?°,

Atendiendo al modo cromatografico se pueden distinguir dos tipos
de cromatografia en funcion de la columna que se utilice: la cromatografia
de fase normal que se caracteriza por separar sus compuestos en base a
su polaridad, donde la fase estacionaria es mas polar que la fase movil, y
cromatografia de fase inversa (RP), donde la fase mévil es mas polar que
la fase estacionaria'. La mayoria de los métodos analiticos utilizados para

determinar aminas biogénicas se basan de la utilizacién de RP-HPLC?3,
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El andlisis de aminoacidos depende de varios factores como la
naturaleza de la matriz de la muestra, la concentracion de aminoacidos en
la muestra, el nivel de sensibilidad necesaria y el tipo de analisis. El perfil
de aminoacidos puede variar, dependiendo de si estan en la forma libre
(perfil de aminoacidos libres) o después de la hidrdlisis de las proteinas
(perfil de aminoacidos totales que incluye aminodacidos libres vy
aminoacidos originariamente vinculados a las proteinas). En ambos casos
el analisis incluye dos pasos consecutivos importantes, la preparacién de

la muestra y el analisis de la muestra®?.

2.1.1. PREPARACION DE LA MUESTRA

El tratamiento de la muestra difiere, dependiendo del propdsito
analitico. En el caso de aminoacidos libres y de aminas biogénicas es
necesario extraer, limpiar la muestra y derivatizar antes o después de la
separacidon de aminoacidos. En el caso de aminoacidos totales se requiere
adicionalmente una hidrdlisis proteica. Una vez que esta etapa se ha

realizado, los aminodcidos pueden ser separados y cuantificados>2.

2.1.2. DERIVATIZACION

Una vez que los aminoacidos u aminas biogénicas se han extraido,
el paso posterior es la separacién y analisis por HPLC seguido de su
deteccion. Sin embargo, como los aminoacidos y aminas biogénicas
absorben a bajas longitudes de onda, en el ultra violeta (UV), regién en
donde muchas sustancias pueden interferir'?, se suelen derivatizar dichos
compuestos para transformarlos en otros que puedan detectarse a

longitudes de onda superiores o bien utilizando otras técnicas de deteccion
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como es la FLD. De ésta forma también se consigue aumentar el limite de
deteccion del método lo que también es importante en estos compuestos
gue suelen encontrarse en cantidades bastante pequefas en los
alimentos®3. Mediante la elecciéon de esta opcién, la molécula formada no
solo mejora la sensibilidad y la selectividad en la deteccidn, sino también
gue el agente derivatizante confiere hidrofobicidad a las moléculas de
aminoacidos y aminas biogénicas haciéndolas adecuadas para |la
separacién por cromatografia de fase inversa®’. Este proceso de
derivatizacion puede realizarse, antes o después de la separacion de los

compuestos'® dependiendo del equipo que se disponga>2.

2.1.3. AGENTES DERIVATIZANTES

La seleccion del agente derivatizante debe realizarse en base a los

siguientes criterios:

a) que sea capaz de reaccionar con aminoacidos primarios y

secundarios,
b) que brinde una reaccién cuantitativa y reproducible,
c) que la reaccién de derivatizacién sea sencilla,
d) la posibilidad de la automatizacién,

e) la estabilidad de los productos de derivatizacion, y que no genere

agentes interferentes>?.

Las caracteristicas espectroquimicas (absorcidén ultravioleta (UV) o
propiedades de fluorescencia) o electroquimicas de los derivatizantes
afectara a la sensibilidad y la selectividad de la deteccién. Por lo tanto, es

importante elegir el derivatizante mas adecuado®2.
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Los agentes de derivatizacion mas utilizados en RP-HPLC para la
determinacion de aminoacidos son: Cloruro de dansilo (CI-Dns) vy
analogos, Fenilisotiacianato (FITC), Cloroformato de fluorenilmetilo
(CFMO), o-Ftaldialdehido (OPA)*?> y 6-aminoquinolil-N-hidroxisuccinimidil
Carbamato (AQC)**3*. En la Tabla VI se pueden observar algunas

caracteristicas de estos agentes.
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Tabla VI. Caracteristicas de agentes derivatizantes (aa= aminoacidos, AB=

aminas biogénicas, ex: excitacion, em: emision)

Cl-Dns | FLD pmol/ Si Si Buena Multiples
(ex 360-385nm, estabilidad del | productos,
em 460-495nm) | Pre derivado. separacion
UV columna dificil, tiempo
(254nm) largo de
reaccion, el
reactivo
interfiere.
FITC UV (254nm) 1 pmol/ Si Si Estabilidad Algunas sales
razonable del interfieren con
Pre derivado, los derivados.
columna reaccién rapida,
reactivo no
interfiere.
CFMO FLD 1 pmol/ Si Si Buena Mdltiples
(ex 265nm, estabilidad del | derivados, el
em 320nm) Pre derivado, reactivo
UV columna reaccidn rapida. | interfiere en el
(2650m) cromatograma
OPA FLD 50 fmol/ Si No El reactivo no Estabilidad
(ex 340nm, interfiere, pobre del
em 455nm) Pre o Post reaccién rapida, | derivado,
UV columna alta sensibilidad | necesita
(265nm) y buena automatizacion
reproducibilidad | completa de la
reaccion
AQC FLD 160 fmol/ Si Si Buena Si el NH," no se
(ex 245nm, em | Pre estabilidad del | derivatiza bien
395 nm) columna derivado, interfiere  con
uv buena Arg y Thr.
(245nm) separacion del
reactivo,
reaccién rapida
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2.1.4. TIPOS DE DERIVATIZACION

Por otro lado, la reaccién de derivatizacion puede realizarse de dos

formas:

» Pre columna: se derivatizan los compuestos previamente a la

inyeccién en la columna.

« Post columna: los compuestos se derivatizan después de su

separacién en la columna cromatografica.

La derivatizacién postcolumna ofrece algunas ventajas respecto a la
derivatizacion pre columna: (a) simplifica la preparacidn necesaria de la
muestra; (b) aprovecha al maximo las diferencias cromatograficas de
varios aminoacidos en su forma natival. Obviamente, la principal
desventaja en este tipo de método de derivatizacién es el equipamiento
adicional necesario como una bomba para introducir el reactivo y mezclas;
y, algunas veces dispositivos de calentamiento. Otra desventaja es el
ensanchamiento de los picos producido por el volumen muerto introducido

detrds de la columna®?.

Por otro lado la derivatizacidon precolumna presenta la ventaja de su
mayor simplicidad. Como desventaja reside la necesidad de garantizar la
completa reaccion del reactivo derivatizante y la posibilidad de
interferencia con la separacidn por exceso de reactivo, el medio de
reaccion o la produccidon de diferentes derivados de un componente.
Ademas, la estabilidad del derivado puede ser un factor importante
durante la derivatizacién pre-columna, la demora entre la derivatizacién y

la inyeccidn llega a ser fundamental para los resultados obtenidos.
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2.2. ANTECEDENTES DE ANALISIS DE AMINOACIDOS Y AMINAS
BIOGENICAS POR RP-HPLC

En los ultimos afos han proliferado la publicacion de articulos en los
cuales se analizan aminas biogénicas en vinos. Casi todos ellos estan
basados en la separacion mediante RP-HPLC. En donde hay mas
dispersion es en la eleccidon del agente derivatizante empleado. Un
resumen de algunos de estos trabajos, junto con los componentes

determinados se puede consultar en la Tabla VII.

Tabla VII. Antecedentes de analisis de aminoacidos y/o aminas biogénicas.

Métodos de . . Vinos analizados
; Aminoacidos libres Aminas Biogénicas ,
analisis (caracteristica y
determinados determinadas
empleado origen)
RP-HPLC Asp, Glu, Asn, Ser, HIM, TIM, TRIM, PEA, Malvasia, Tinta
OPA/MCE GIn, Hys, Gly, Thr, ISOP, CAD Negra Mole y

pre-columna
FLD

Arg, Ala, GABA, Tyr,
Met, Trp, Val, Phe,

Iso, Leu, Lys

Sercial de Canarias
(Espafia) y Medeira
(Portugal)®.

RP-HPLC
OPA
pre-columna
FLD

HIM, TIM, PUT, PEA,
CAD, TRIM

Tempranillo con
D.O de La Rioja,
Tarragona y Utiel-
Requena

(Espafia)?’.

RP-HPLC
Cl-Dns
pre-columna
DAD

TRIM, PUT, HIM, PEA,
TIM, CAD, ESPD, SPD,
AGM.

Tinto de Turquia®®.

RP-HPLC
OPA
post-olumna
FLD

PUT, SPD, ESPD, AGM,
CAD, SRT, TIM, TRIM,
PEA

Cabernet
Sauvignon,
Cavernet Fanc y

Merlot de Brasil?®.
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CG PEA, TYR, PUT, CAD, Oporto de
HFBA ESPD, SPD Portugal®®.
(Anhidrido
heptafluoro )
butirico)
EM
HPLC Asp, Glu, Asn, Ser, PUT, HIM, TIM, CAD, Tempranillo de
PDA Pro, GIn, Hys, Gly, ESPD, AGM, TRIM, Castilla la Mancha
Thr, Ala, Arg, GABA, PEA, ISOM (Espafia)¥’.
Ile, Trp, Ornitina, Leu,
Lys, Phe, Tyr, Val,
Met, Cys
RP-HPLC HIM, TIM, PEA, TRIM, | Tinto de Espafa®®.
Cl-Dns - CAD, PUT, ESPD, ESP.
uv
RP-HPLC HIM, PUT, CAD, TRIM, | Vinos espafioles de
1,2- PEA, TIM, y 5-HT cuatro zonas

naphthoquinon
e-4-sulfonate
with atmospheric
pressure
chemical
ionization mass

spectrometry

diferentes®
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3. OBJETIVOS

3.1. OBJETIVO GENERAL

El objetivo general es optimizar una metodologia para la
determinacion simultanea de aminoacidos y aminas biogénicas por RP-
HPLC- FLD y aplicarla para la diferenciaciéon de vinos Monastrell con D.O.

de Alicante.

3.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

Los objetivos especificos del presente trabajo estdan centrados en

optimizar las distintas variables del sistema cromatografico:

» Ajustar el pH de la fase mévil teniendo en cuenta los pKa de los
analitos.

« Evaluar la influencia de la temperatura sobre el tiempo de retencion.

« Alcanzar la composicion de la fase movil optima que permita
resolver simultdneamente aminoacidos y aminas biogénicas.

« Mejorar la separacion de los distintos analitos a través del programa
de gradiente.

« Comprobar la eficacia de la metodologia optimizada, aplicandola
para el analisis de vinos con D.O Alicante.

« Estudiar si es posible diferenciar, de acuerdo al perfil de aminoacidos
y aminas biogénicas, entre vinos Monastrell jévenes y de crianza

con los Fondillén (afiejos).
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4. MATERIALES Y METODOS

Dentro de éste apartado se van a definir los aparatos, reactivos,

métodos y procedimientos utilizados.

Para el desarrollo del presente trabajo se eligid realizar una
derivatizacion pre columna utilizando OPA como agente derivatizante

basandose en los siguientes motivos:

1. La Oficina Internacional de la Vifa y el Vino (OIV) aun no ha
propuesto un método oficial de andlisis para aminas biogénicas en
vinos. Sin embargo, el método mas utilizado y el Unico que ha sido
validado para este tipo de andlisis es el método que utiliza

derivatizacidn pre-columna con OPA%3,

2. Para reducir el ensanchamiento de los picos (producido por el

volumen muerto introducido en la columna),
3. Para evitar el uso de equipamiento adicional,
4. Buena resolucién y sensibilidad,

5. Inactividad del exceso de reactivo y la ausencia de productos

secundarios interferentes.

4.1. EQUIPOS

4.1.1. CROMATOGRAFO

Para el analisis cromatografico de aminoacidos y aminas biogénicas
se utilizd un cromatografo “Waters multisolvent” (Figura 6), equipado con
una bomba de doble pistdon, un controlador de gradiente y flujo de
eluyente Waters 600E y valvula Rheodyne modelo 7125 con un bucle de

10ul, con inyeccion manual.
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CONTROLADOR
DE
GRADIENTE

= Y FLUJO
DE ELUYENTE

BOMBA
DE DOBLE PISTON

Figura 6. Cromatografo Waters multisolvent, bomba de doble pistén,
controlador de gradiente y flujo de eluyente Waters 600E, valvula Rheodyne
modelo 7125 y detector Waters 474.
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4.1.2. DETECTOR

Para la deteccion se utilizd un detector de fluorescencia “Waters
474" (Figura 7) equipado con una celda de flujo de 5ul. Las medidas de
fluorescencia de los derivados de aminodcidos y aminas biogénicas se
realizaron a una longitud de onda de excitacién de 340 nm vy longitud de

onda de emision de 425 nm.

Figura 7. Detector de fluorescencia Waters 474.

4.1.3. HORNO

Para mantener la temperatura constante, la columna cromatografica

fue calentada por un horno.
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4.1.4. COLUMNA CROMATOGRAFICA

La columna cromatografica empleada fue una Waters AccQ.Tag C18,
3,9 x 150 mm (Figura 8).

Figura 8. Columna Waters AccQ.Tag C18 3,9 x 150 mm.

4.1.5. PRE COLUMNA CROMATOGRAFICA

La columna fue provista de una precolumna Phenomenex Cartridges
C18, 4x2 mm.

4.1.6. SOFTWARE

Para el procesamiento de los datos se utilizé el software “Millennium
2010 Version 2.15" de Waters.



4.2. REACTIVOS

36

Los reactivos utilizados para el desarrollo del presente trabajo se

detallan en la tabla VIII.

Tabla VIII. Reactivos utilizados.

Reactivo Observaciones

Agua ultrapura Obtenida mediante un  equipo
Millipore “Waters”

Hidréogeno fosfato de potasio (K;HPO,)y | Para la preparacion del tampdn

dihidrégeno fosfato de potasio | fosfato.

(KH,PQO,). Marca: Panreac

Hidréxido de sodio (NaOH)

Marca: Panreac

Hidréxido de potasio (KOH)

Marca: Panreac

Acido Clorhidrico (HCI)

Para la conservacion de las solucions
patrones.

Marca: Scharlau

Acido borico

Para la preparacion del tampdn

borato.

Marca: Merck

Etanol

Para la dilucion de Etanolamina

Marca: Scharlau

Metanol grado HPLC

Para la preparacién de la fase movil.

Marca: Panreac

Tetrahidrofurano

Para la preparacién de la fase movil.

Marca: Sigma-Aldrich

Acetonitrilo

Para la preparaciéon de la fase movil.

Marca: Sigma-Aldrich

2-mercaptoetanol (2-MCE)

Reactivo reductor.

Marca: Sigma
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L-Acido Aspartico (Asp)

Marca: Sigma

L-Acido Glutédmico (Glu)

Marca: Fluka

L-Asparragina (Asp)

Marca: Fluka

L-Serina (Ser)

Marca: Sigma

L-Histidina (Hys)

Marca: Sigma

Glicina (Gly)

Marca: Fluka

L-Treonina (Thr)

Marca: Sigma

L-Arginina (Arg)

Marca: Sigma

L-Alanina (Ala)

Marca: Sigma

Acido y-aminobutirico (GABA)

Marca: Sigma

L-Tirosina (Tyr)

Marca: Fluka

L-Metionina (Met)

Marca: Fluka

L-Valina (Val)

Patrones de aminoacidos

Marca: Sigma

L-Fenilalanina (Phe)

Marca: Sigma

L-Isoleucina (Ile)

Marca: Sigma

L-Leucina (Leu)

Marca: Fluka

L-Lisina monohidroclorada (Lys)

Marca: Fluka

Norvalina (Nor)

Marca: Sigma

Taurina (Tau)

Marca: Sigma

Etanolamina (ETA)

Marca: Alfa Aesar

Histamina dihidroclorada (HIM)

Marca: Sigma

Metilamina (METIA)

Marca: Sigma

Etilamina (ETIA)

Marca: Alfa Aesar

Tiramina hidroclorada (TIM)

Marca: Alfa Aesar

Triptamina (TRIM)

Marca: Alfa Aesar

1,4-Diaminobutano
dihidroclorado (PUT)

Patron de Putrescina

Marca: Fluka

Patrones de aminas biogénicas

Cadaverina dihidroclorada | Marca: Sigma
(CAD)
1,7-Diaminoheptano dihidroclorado | Patrén interno de aminoacidos vy

(DH)

aminas biogénicas.
Marca: Aldrich

O-phtaldehido (OPA)

Reactivo derivatizante

Marca: Sigma
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4.3. AMINAS BIOGENICAS Y AMINOACIDOS DETERMINADOS

Se consiguié determinar diversos aminoacidos: Asp, Glu, Asn, Ser,
Hys, Gly, Thr, Arg, Ala, GABA, Tyr, Met, Val, Phe, Ile, Leu y Lys; y algunas
aminas biogénicas: ETA, HIM, METIA, ETIA, TIM, TRIM, PUT y CAD.

Utilizando como patrén interno DH.

4.4. SOLUCIONES

Todas las soluciones antes de ser utilizadas en el sistema
cromatografico fueron filtradas con filtro de poliamida con un diametro de
poro de 0,45um (Scheleicher & Schuell).

4.4.1. TAMPON FOSFATO

Las soluciones de tampodn fosfato concentracion 0,02M, tanto a
pH=6,4 (condiciones iniciales) como a pH=7,3 (condiciones finales), se
prepararon a partir de una mezcla de sales K;HPO4 y KH,PO4 diluyéndola

con agua ultrapura en proporciones adecuadas.

4.4.2. TAMPON BORATO

La solucion de tampoén borato pH=9,5 concentracién 0,5M se
prepard a partir de acido bérico y se ajustd el pH utilizando una solucién

de hidréxido de potasio 0,1M.
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4.4.3. REACTIVO DE DERIVATIZACION

Se pesaron 50mg de OPA al que se le afadieron 4,5ml de Metanol,
una vez disuelto el OPA, 50ul de 2-MCE, que es el reactivo que actua
como reductor en la reaccion, por ultimo se anadieron 0,5 ml de tampdn
borato pH= 9,5 a concentracion 0,5M%,

El reactivo derivatizante una vez preparado, se mantuvo refrigerado
a temperatura inferior a 4 °C y en oscuridad, para evitar al maximo la
descomposicién del mismo por accidén de la luz o el calor, ademas nunca

se conservd mas de una semana®.

4.4.4. PREPARACION DE LOS PATRONES

Las soluciones patrones madres de aminoacidos y aminas
biogénicas, de concentraciones entre 2000 y 6000 ppm, fueron
preparadas en soluciones de HCI 0,1M; a excepciéon de la solucién de
TRIM, que es insoluble en agua, la cual fue preparada en una solucién de
etanol al 75%. Las mismas se mantuvieron refrigeradas a temperatura
inferior a 4 °C. A partir de estas soluciones patrones madres se realizaron
soluciones diluidas, a la concentracidén necesaria, utilizando agua ultrapura
con la finalidad que sea mas facil tamponar las soluciones para ser
inyectadas al sistema cromatografico. Las soluciones patrones obtenidas,
de concentraciones entre 0,5y 7,5 ppm; fueron las inyectadas al sistema

cromatografico, estos patrones no se conservaron mas de una semana.
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4.4.5. PREPARACION DE LA MUESTRA PARA SU POSTERIOR
ANALISIS

Es dificil determinar aminoacidos y aminas biogénicas en vinos,
porque la matriz es muy complejal®. Entonces, las operaciones previas a
la introduccidon de la muestra en el sistema cromatografico constituyen un
paso muy importante.

Para la metodologia desarrollada, la preparacion de la muestra
consistido en una dilucidén directa de las muestras de vino (o vino diluido
1/3 con agua ultrapura) en tampon borato usando la técnica del patrdn
interno, para la cual se eligio DH. Se pesé en un tubo Ependorf, para cada
muestra: 0,1g de muestra; 0,1g de patrdén interno (concentracién 5 ppm)
y se completd hasta llegar a 1g con tampdén borato (pH=9,5 a
concentracion 0,5 M). Luego se realizé una derivatizacién precolumna. Se
controld rigurosamente que a partir de éste momento el tiempo
transcurrido hasta la inyeccion en el sistema cromatografico fuera siempre
el mismo para todas las muestras (dos minutos en total) con la finalidad
de evitar cometer errores provocados por la fluorescencia emitida por los
derivados con el tiempo. Se agregaron 50pul del reactivo derivatizante; se
homogenizd la mezcla con agitacién seguida de una filtracidon, utilizando
un filtro de nylon con un diametro de poro de 0,45 um (Albet) (Figura 9) y
luego se dejo transcurrir un minuto para alcanzar la maxima estabilidad

de los derivados de aminoacidos y aminas biogénicas®.
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Figura 9. Filtro de Nylon Albet con diametro de poro 0,45 pm.

4.5. CONDICIONES CROMATOGRAFICAS

En la tabla IX se puede observar las condiciones cromatograficas

elegidas.

Tabla IX. Condiciones cromatograficas

1 ml/min

10pl

Waters AccQ.Tag C18 3.9 x 150 mm

Phenomenex Cartridges C18 4x2 mm

Ambiente (condiciones iniciales)

35 oC (condiciones finales)

Espectrometro de fluorescencia

(Excitacion: 340nm y Emisién. 425 nm)

Eluyente A Eluyente B
Condiciones iniciales: Condiciones iniciales:
Tampon fosfato y Tampon fosfato, metanol y
tetrahidrofurano. acetonitrilo.

Condiciones finales: Condiciones finales: Tampdn
Tampon fosfato, metanol y fosfato y metanol.
tetrahidrofurano.
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4.6. ANALISIS ESTADISTICO DE LOS DATOS

Se realizaron tablas con los valores de aminoacidos y aminas
biogénicas obtenidos en las muestras de vinos jovenes, crianza y Fondillén
con D.O Alicante, consignando en todos los casos: media muestral,
numero de vinos en la muestra (n) y desvio estandar relativo (%RSD).

Con la finalidad de encontrar algunas caracteristicas comunes o bien
diferenciadoras entre los vinos elaborados con uva Monastrell jovenes y
de crianza, con los vinos Monastrell Fondillon se elaboraron gréficas
conteniendo diagramas de cajas para cada una de las variables
estudiadas.

Con objeto de distinguir si era posible establecer una clasificacién de
los vinos segun si eran vinos jovenes y/o de crianza; o bien vinos
Fondillon se realizd el analisis de conglomerados, técnica de analisis
multivariante no supervisado. Para obtener el dendrograma, al aplicar el
analisis de conglomerados a los datos, se utilizd como criterio de distancia
la distancia Euclidia al cuadrado y como método de aglomeracion el

método de Ward*.
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5. RESULTADOS Y DISCUSION

5.1. OPTIMIZACION DEL METODO PARA LA SEPARACION
SIMULTANEA DE AMINOACIDOS Y AMINAS BIOGENICAS

Con el objetivo de conseguir las condiciones mas favorables de
separacion simultanea de aminoacidos y aminas biogénicas, se
seleccionaron como punto de partida condiciones de trabajo encontradas
en la bibliografia para la determinacion de aminoacidos, que proporcionan
buenos resultados*®. Asi, se comenzd trabajando con tampdn fosfato a
pH=6,4, a temperatura ambiente, utilizando como fase mavil las indicadas

en la tabla X y con el programa de gradiente 1 (Tabla XI).

Tabla X. Composicion de la fase movil.

Eluyente A Eluyente B

Tampén Fosfato (pH: 6,4 0,02M) y | Tampdn Fosfato (pH: 6,4 0,02M);
Tetrahidrofurano (99: 1). Metanol y Acetonitrilo (50: 35:
15).

Tabla XI. Programa de gradiente 1.

Tiempo (min) | Eluyente A (%) | Eluyente B (%) Curva

0 95 5 6

2 90 10 6
10 90 10 6
40 20 80 6
43 0 100 6
90 0 100 6
100 95 5 6
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En la Figura 10 se muestra el cromatograma obtenido al introducir al

sistema cromatografico un patrén de aminoacidos.
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Figura 10. Cromatograma tipico obtenido cuando un patrén de aminoacidos es

inyectado en el sistema cromatografico.

Como en el presente trabajo se pretende estudiar la separacion
simultanea de aminoacidos y aminas biogénicas, se inyectd al sistema
cromatografico un patron conteniendo algunos aminoacidos y algunas
aminas biogénicas (Asp, Glu, Ser, Hys, Gly, Thr, Arg, Ala, Tyr, Met, Val, Phe,
Ile, Leu, HIM, METIA, ETIA, PUT y CAD), encontrandose que la separacion de
los picos no era apropiada. En la Figura 11 se puede observar que a
tiempos de retencién entre 48 y 53 minutos se produjo un solapamiento
entre picos lo que dificultaba tanto la identificacion como la cuantificacion
de los analitos. Se inyectd al sistema cromatografico cada patréon por
separado, comprobando asi que Val e HIM salian al mismo tiempo de
retencién. Inmediatamente después del pico de HIM se observa un
pequeno pico que también corresponde a HIM, lo que indica que la misma

se encontraba en mas de un estado de ionizacidn. Entre el segundo pico
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de HIM y el correspondiente a Phe se puede observar la presencia de otros
picos que se encuentran solapados (METIA y ETIA).
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Identificacion de picos: 1) Asp, 2) Glu, 3) Ser, 4) Hys, 5) Gly, 6) Thr, 7) Arg, 8)
Ala, 9) Tyr, 10) Met, 11) Val+HIM, 12) HIM, 13) METIA+ETIA, 14) Phe, 15) Ile,
16) Leu, 17) PUT y 18) CAD.

Figura 11. Cromatograma obtenido cuando un patrén conjunto de aminoacidos

y aminas biogénicas es inyectado en el sistema cromatografico.

Por lo tanto se fueron realizando optimizaciones teniendo en cuenta
las distintas variables del sistema cromatografico, como pH de la fase
movil, temperatura de la columna, desgasificacion del sistema, programa

de gradiente, componentes y proporciones de la fase movil.
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5.1.1. OPTIMIZACION DEL pH DE LA FASE MOVIL

Como se menciond anteriormente, al utilizar para la fase movil
tampdén fosfato pH=6,4 a temperatura ambiente y un programa de
gradiente se pudo observar que algunos analitos, como HIM, presentaban
dos picos en el cromatograma (Figura 12) ya que a éste pH las moléculas
se encontraban en mas de un estado de ionizaciéon (Figura 13) lo cual

dificultaba la cuantificacidon de los mismos.

Fluorescencia (mV)

N J
0 T T T T 1
42 44 46 48 50 52

Tiempo (min)

Figura 12. Cromatograma de histamina en dos estados de ionizacién (Tampdn
Fosfato pH=6,4)
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Figura 13. Ionizacién de la molécula de Histamina a pH= 6,4.

Con la finalidad de desplazar la reaccidon que se muestra en la figura
13 hacia la derecha, se modificé el pH de la fase mdvil. Teniendo en
cuenta que el pK de HIM es 9,8; se alcalinizd la solucién tampdn fosfato,
preparando una solucion de tampdén a pH=7,3. En estas condiciones se

obtuvo un cromatograma como el que se muestra en la Figura 14.
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Figura 14. Cromatograma de histamina en un estado de ionizacién (Tampdn
Fosfato pH=7,3)
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5.1.2. OPTIMIZACION DE LA TEMPERATURA DE LA COLUMNA

Con el objetivo de disminuir los tiempos de retencidon se aumento la
temperatura de la columna cromatografica, colocandola dentro de un
horno a temperatura constante de 35 °C, obteniendo una disminucién en
los tiempos de retencidn como se puede observar en los cromatogramas

de la Figura 15.
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Figura 15. a) Cromatograma de histamina cuando la columna se encontraba a
Temperatura ambiente. b) Cromatograma de histamina cuando la columna se

mantuvo a 35 °C.

Ademads, se pudo observar que el mantenimiento de la columna a
temperatura constante mejord ligeramente la estabilidad del sistema vy la
resolucion de los picos, comparado a cuando ésta se encontraba a

temperatura ambiente.
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5.1.3. OPTIMIZACION DE LA COMPOSICION DE LA FASE MOVIL

Con la finalidad de mejorar la resolucion de los picos y de conseguir
separar los aminoacidos y aminas biogénicas entre si; se probaron
alternativas en la composicion de la fase mévil, fundamentalmente
centrada en resolver los analitos que eluian a tiempos de retencion
similares. Para ello se hicieron una serie de ensayos tendientes a
aumentar la proporcién de metanol de la fase movil, con la finalidad de
variar el tiempo de retenciéon de algunas aminas biogénicas, que al ser
menos polares que los aminoacidos, eluirian antes dada su mayor afinidad
por la fase organica.

Se intenté trabajar con un 100% de metanol en el eluyente B (Tabla
XII), lo cual proporciond demasiada inestabilidad en el sistema generando
un aumento brusco de presion al aumentar la proporcién de eluyente B en
el medio segun el programa de gradiente elegido (Programa de gradiente
1).

Tabla XII. Composicion de la fase mévil prueba 1.

Eluyente A Eluyente B

Tampén Fosfato (pH: 7,3 0,02M) y | Metanol (100).
Tetrahidrofurano (99: 1).

Con la finalidad de evitar los problemas de presién mencionados, se
adiciond metanol al eluyente A (Tabla XIII), para que la mezcla no sea tan
exotérmica. Observandose, que de esta manera a medida que progresaba
el grandiente e iba aumentando la proporcién de eluyente B, mejoraba la

estabilidad del sistema.
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Tabla XIII. Composicién de la fase movil prueba 2.

Eluyente A Eluyente B

Tampén Fosfato (pH: 7,3 0,02M), | Tampon Fosfato (pH: 7,3 0,02M);
Metanol y Tetrahidrofurano (91,5: 8:0,5). | Metanol y Acetonitrilo (50: 35: 15).

Inicialmente el acetonitrilo estaba incorporado en el eluyente B,
debido que al tener menor viscosidad que el metanol producia menor
aumento de presidén en el sistema. Una vez incorporado el metanol en el
eluyente A y observandose que de esta manera el sistema permanecia
estable, se intentd aumentar la proporcién de metanol en el eluyente B.
Se probaron distintas proporciones siempre con la finalidad de variar el
tiempo de retencion de los aminoacidos y las aminas biogénicas y de esta
forma conseguir separar los distintos picos. Finalmente, la composicion de
la fase movil elegida se muestra en la Tabla XIV.

Ademads, para conseguir mayor estabilidad del sistema se

desgasifico la fase mévil con helio comprimido (100 ml/min).

Tabla XIV. Composicion de la fase movil utilizada para la separacién de

aminoacidos y aminas biogénicas.

Eluyente A Eluyente B

Tampén Fosfato (pH: 7,3 0,02M), | Tampdn Fosfato (pH: 7,3 0,02M);
Metanol y Tetrahidrofurano (91,5: 8: | Metanol (20: 80).
0,5).

5.1.4. OPTIMIZACION DEL PROGRAMA DE GRADIENTE

Por ultimo, se llevd a cabo una optimizacion del programa de

gradiente con objeto de separar los analitos entre si, fundamentalmente
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centrada en resolver adecuadamente los analitos: Met, Val, HIM, Phe, y
METIA.

Se probaron distintos gradientes de concentracion para la fase movil
obteniéndose la mayor separacién para el gradiente que se muestra en la
Tabla XV.

En la Figura 16 se puede observar como con estas condiciones de
gradiente se obtiene una adecuada separacidon de los picos que

anteriormente se encontraban solapados.

Tabla XV. Programa de gradiente utilizado.

Tiempo (min) | Eluyente A (%) | Eluyente B (%) Curva
0 96 4 6
2 96 4 6
10 91 9 6
40 34 66 6
43 21 79 6
60 8 92 6
65 96 6
70 96 6
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Figura 16. Fragmento de cromatograma donde se pueden observar los picos
correspondientes a Met, Val, HIM, Phe, METIA y ETIA.

5.1.5. INCORPORACION DE PATRON INTERNO

Como en la separacion de los distintos aminoacidos y aminas
biogénicas se encontré que influyen numerosos factores dificiles de
controlar, se incorporé un patron interno, para compensar algunas
variaciones al utilizar las medidas relativas sobre un patron. Se selecciond
en un principio algunos posibles patrones internos como Tau, Nor*’, y DH.
Finalmente, se eligi6 DH, ya que se comprobd cromatograficamente que
tanto Tau como Nor eluian a tiempos de retencién interfiriendo otros de
los analitos en estudio. DH demostrd la caracteristica de aparecer a
tiempo de retencion mucho posterior (61,5 min) que cualquiera de los
analitos determinados (Figura 17) y por lo tanto no presentd solapamiento

con ninguno de los aminoacidos ni aminas biogénicas ensayados.
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Figura 17. Fragmento de cromatograma donde se puede observar un pico

correspondiente DH a concentracién de 50 ppm.

5.2. CONDICIONES DE TRABAJO SELECCIONADAS

Las condiciones finales de trabajo que fueron seleccionadas, luego

de realizar las optimizaciones de las distintas variables del sistema

mencionadas, se muestran en la Tabla XVI.
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Tabla XVI. Condiciones cromatograficas utilizadas

1 ml/min

10l

Waters AccQ.Tag C18 3.9 x 150 mm

Phenomenex Cartridges C18 4x2 mm

350C

Espectrometro de fluorescencia (Excitacion: 340nm vy

Emisidn. 425 nm)

Eluyente A Eluyente B
Tampon fosfato Tampon fosfato
(pH: 7,3 0,02M); Metanol | (pH: 7,3 0,02M) y Metanol
y Tetrahidrofurano (20: 80).
(91,5: 8: 0,5).

Helio 100ml/min.

Tiempo | Eluyente A (%) | Eluyente B (%) | Curva
(min)
0 96 6
2 96 6
10 91 6
40 34 66 6
43 21 79 6
60 8 92 6
65 96 6
70 96 4 6

Aplicando estds condiciones cromatograficas se consiguié identificar
diversos aminoacidos (Asp, Glu, Asp, Ser, Hys, Gly, Thr, Arg, Ala, GABA,
Tyr, Met, Val, Phe, Ile, Leu y Lys) y aminas biogénicas (ETA, HIM, METIA,
ETIA, TIM, TRIM, PUT y CAD); y ademas, el patrén interno DH, obteniendo
una adecuada separacién de los picos tal como puede observarse en el

cromatograma de la Figura 18.
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Identificacion de picos: 1) Asp, 2) Glu, 3) Asp, 4) Ser, 5) Hys, 6) Gly, 7)
Thr, 8) Arg, 9) Ala, 10) GABA, 11) Tyr, 12) ETA, 13) Met, 14) Val, 15) HIM,
16) Phe, 17) METIA, 18) Ile, 19) Leu, 20) ETIA, 21) TIM, 22) Lys, 23) TRIM,
24) PUT, 25) CAD y 26) DH (patroén interno).

Figura 18. Ejemplo de un cromatograma tipico, obtenido cuando un patrén es
inyectado en el sistema cromatografico.

5.3. CALCULO Y EXPRESION DE LOS RESULTADOS

5.3.1. RECTAS DE CALIBRADO

Para calcular la concentraciéon de cada uno de los aminoacidos libres,
se han empleado rectas de calibrado, para los cuales se utilizaron
patrones de aminoacidos y aminas biogénicas de concentraciones entre
0,5y 7,5 ppm (Tablas XVII y XVIII), ya que este era el intervalo de
concentraciones en el que se encontraban los aminoacidos y aminas

biogénicas en las muestras de vinos preparadas.
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Como se empled el método del patréon interno, cada patron fue
inyectado en el sistema cromatografico con 0,05g de solucion de DH
concentracidon 20 ppm en las condiciones 6ptimas. Las rectas de calibrado
fueron expresadas como la medida del area de cada aminoacido u amina
biogénica sobre la medida del area del patrén interno versus la cantidad
de analito sobre la cantidad de patrén interno, expresada en pg. A partir
de los datos obtenidos se calcularon las rectas de calibrado para cada

analito segun la Figura 19.

A/Ai= a (ug/ug)+ b

Figura 19. Ecuacién general de la recta de calibrado.

Donde A es el area de pico del analito, A; es el area de patron interno, a
es la pendiente de la recta y b la ordenada al origen.
A modo de ejemplo, en la Figura 20 se muestra la recta de calibrado

obtenida para Met.

1,40 - Met
1,20 A
T 4
5 1o y=1,604x-0,116
o —_
& 0,80 i Rz—o.gga
=y
< 0,60 1
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£ 040
0,20
0,00 T T T T 1
0,00 0,20 0,40 0,60 0,80 1,00
ug Met/ug DH

Figura 20. Recta de calibrado de Met.
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En la Tabla XVII se muestran las rectas de calibrado, el coeficiente
de correlacion y limite de deteccidn que se han obtenido para cada

aminoacido estudiado.

Tabla XVII. Rectas de calibrado, indice de correlacion y limite de

deteccién para los aminoacidos estudiados

Aminoacido EEE ol r? R
calibrado (mg/L)
Asp y =1,413x-0,020 | 0,999 0,047
Glu =1,213x - 0,024 [ 0,999 0,070
Asn y = 1,489x - 0,079 | 0,999 0,092
Ser y =1,945x - 0,146 | 0,999 0,090
Hys y =0,617x - 0,090 [ 0,999 0,308
Gly y = 2,503x - 0,272 | 0,999 0,093
Thr y =1,326x - 0,062 | 0,997 0,113
Arg y =1,133x-0,069 | 0,999 0,150
Ala y =2,361x - 0,194 [ 0,999 0,084
GABA y = 1,363x - 0,055 [ 0,999 0,092
Tyr y =1,208x -0,125 | 0,999 0,113
Met y =1,604x - 0,116 | 0,998 0,081
Val y =1,817x-0,039 [ 0,992 0,068
Phe y =1,316x + 0,227 | 0,993 0,082
Ile y =1,797x-0,017 | 0,997 0,068
Leu y = 1,654x - 0,146 0,998 0,072
Lys y = 0,346x - 0,002 | 0,999 0,168

En la Tabla XVIII se muestran las rectas de calibrado, el coeficiente
de correlacidon y limite de deteccién que se han obtenido para cada amina

biogénica estudiada.
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Tabla XVIII. Rectas de calibrado, indice de correlaciéon y limite de

deteccién obtenidos para las aminas biogénicas estudiadas.

Amina Recta de 2 LOD
Biogénica calibrado (mg/L)
ETA y =2,124x - 0,108 0,997 0,043
HIM y = 0,885x - 0,125 0,984 0,105
METIA y =1,498x + 0,107 ] 1,000 0,072
ETIA y =2,018x - 0,081 0,999 0,035
TIM y =1,146x - 0,057 0,999 0,078
TRIM y = 0,845x - 0,074 | 0,999 0,120
PUT y = 0,304x + 0,077] 0,999 0,836
CAD y = 0,474x - 0,026 0,999 0,256

En las tablas XVII y XVIII se observa que los coeficientes de
correlacion que se obtuvieron para las rectas de regresion lineal fueron
aceptables?® ya que fueron superiores a 0,995 en casi todos los casos,
pese a que se trata de una separacidn compleja. Las Unicas excepciones
fueron para Val, Phe y HIM que presentaron coeficientes de de correlacion
de 0,992; 0,993 y 0,984 respectivamente.

El limite de detecciéon (LOD), menor concentracién de analito que
puede ser detectada, fue calculado como tres veces la desviacion estandar
que proporciond la relacidn sefial de ruido de fondo (Srido)*® en los
cromatogramas de los patrones. En el presente trabajo para poder
expresarlo en términos de concentracién se tuvo también en cuenta la
sensibilidad del método por el analito, la cual estad representada por la
pendiente de la recta de calibrado. Por lo tanto la ecuacion del limite de
deteccion queda expresada como se muestra a continuacién en la Figura
21.

LOD= 3 X Sruido

pendiente

Figura 21. Ecuacidn para el calculo del limite de deteccién
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5.4. RESULTADOS OBTENIDOS EN LAS MUESTRAS DE VINO
ANALIZADAS

Una vez optimizado el método de trabajo y seleccionadas las
condiciones en las que se llevaria a cabo el analisis de aminoacidos libres
y aminas biogénicas se aplicdé a 14 muestras de vino de la variedad de uva
Monastrell con D.O de Alicante. En la tabla XIX se pueden observar dichas

muestras con sus correspondientes pH.

Tabla XIX. Muestras de vino analizadas y el pH de las mismas (h=3).

IDENTIFICACION MUESTRA DE VINO pH
M1 Vino Monastrell Joven la Romana 3,53
M2 Vino Monastrell Crianza El Manan 3,51
M3 Vino Monastrell Joven el Manan 3,75
M4 Vino Monastrell Joven Villena 3,55
M5 Vino Monastrell Joven Villena 3,71
M6 Vino Monastrell Jéven Pinoso 3,52
M7 Vino Monastrell Crianza La Romana 3,48
M8 Vino Monastrell Crianza Villena 3,48
M9 Vino Monastrell Jéven el Monovar 3,89
M10 Vino Monastrell Joven Algueia 3,66
M11 Vino Monastrell Fondillon El Mahan 3,35
M12 Vino Monastrell Fondillon Villena 3,18
M13 Vino Monastrell Fondillon Villena 3,33
M14 Vino Monastrell Fondillén La Alguefa 3,62
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Los resultados obtenidos para los vinos jévenes se muestran en la
Tabla XX (a) y Tabla XX (b). Los datos de composicidén se expresan en
mg/L y son medias obtenidas a partir de tres repeticiones de cada
muestra, también se muestra la dispersién de las mismas expresadas

como desviacién estandar relativa (%RSD).

Tabla XX (a). Contenidos en aminoacidos libres y aminas biogénicas (mg/L) y la

desviacion estandar relativa (n=3) en vinos jovenes.

M1 M3 M4 M5
Media | %RSD | Media | %RSD | Media | %0RSD | Media | %RSD

Asp 24,5 8,0 10,3 4,9 31,2 4,1 22,8 3,5
Glu 48,6 7,0 20,9 11,2 95,5 3,2 51,1 2,1
Asn 18,7 3,6 10,0 2,5 22,8 3,2 21,0 7,5
Ser 11,8 0,3 4,4 8,9 10,6 5,5 14,2 10
Hys 19,2 1,1 8,1 0,8 30,5 6,0 17,2 7,8
Gly 21,1 5,3 7,9 9,8 30,2 7,9 19,5 8,6
Thr 14,1 6,0 4,5 4,5 17,5 8,3 12,7 3,1
Arg 65,7 6,0 8,0 3,2 40,5 5,2 35,3 5,2
Ala 37,4 3,9 12,2 9,2 78,2 4,3 45,3 5,1
GABA 28,6 3,7 10,0 1,9 22,5 3,7 14,6 6,9
Tyr 19,3 2,8 5,9 7,7 18,0 5,9 12,7 7,3
Met 6,6 5,0 2,5 7,3 5,3 4,5 4,9 7,6
Val 12,7 0,7 2,6 14 15,8 6,6 12,5 5,9
Phe <LOD <LOD <LOD

Ile 7,0 0,9 2,2 14 7,1 7,1 4,4 5,2
Leu 19,8 2,7 5,7 6,6 15,0 6,0 14,2 6,4
Lys 42,9 9,2 10,8 0,2 44,2 5,7 31,0 1,2
ETA 25,5 4,1 14,6 6,0 35,8 7,1 16,3 6,5
HIM 4,2 4,0 <LOD <LOD <LOD
METIA <LOD <LOD <LOD

ETIA 6,3 6,2 1,7 10 7,4 3,2 3,5 3,3
TIM 4,8 4,3 1,1 3,9 3,4 3,9 4,5 1,2
TRIM <LOD <LOD <LOD <LOD

PUT 17,4 5,5 7,8 0,1 35,7 4,6 14,9 7,8
CAD <LOD <LOD <LOD <LOD

3,53 3,75 3,55 3,71
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Tabla XX (b). Contenidos en aminoacidos libres y aminas biogénicas (mg/L) y la

desviacion estandar relativa (n=3) en vinos jovenes.

M6 M9 M10
Media | %RSD | Media | %RSD | Media | %0RSD

Asp 15,6 9,0 28,5 6,7 22,5 3,5
Glu 31,1 2,4 53,7 6,6 58,3 3,8
Asn 9,8 0,4 9,8 6,3 17,7 2,3
Ser 4,5 5,1 13,2 5,1 14,9 2,3
Hys 14,6 0,6 17,9 5,3 10,9 2,9
Gly 12,4 2,4 19,3 5,6 21,4 0,4
Thr 10,7 6,9 13,1 2,4 13,7 2,8
Arg 34,1 0,4 43,5 1,1 47,0 4,4
Ala 27,3 4,7 32,2 3,5 45,1 1,4
GABA 11,2 2,5 17,0 4,4 25,5 1,7
Tyr 12,7 1,2 15,4 2,8 13,1 3,3
Met 5,2 2,3 6,0 7,5 6,7 2,7
Val 9,6 6,1 13,3 3,6 14,0 1,2
Phe <LOD <LOD <LOD

Ile 5,8 1,9 6,4 2,7 6,5 0,5
Leu 14,5 3,6 16,3 5,4 16,4 2,2
Lys 26,9 1,1 28,3 4,4 44,3 3,3
ETA 22,7 2,2 25,6 5,0 28,4 1,0
HIM <LOD 4,2 7,3 14,8 4,6
METIA <LOD <LOD <LOD

ETIA 3,9 2,2 5,3 3,2 8,0 1,0
TIM 4,2 3,1 3,4 0,3 9,1 1,1
TRIM <LOD <LOD <LOD

PUT 19,7 5,5 7,6 6,5 19,8 4,5
CAD <LOD <LOD <LOD

3,52 3,89 3,66

Referido a los aminoacidos libres, se encontré una gran variacion
entre los 7 vinos jovenes analizados, pese a proceder un una misma
variedad de uva. Esto puede deberse al estado de conservacién y
maduracion de la uva; practicas de cosecha y zona de cultivo; asi como
también se debe tener en cuenta el proceso de vinificacién®®. Se observa,
gue los aminoacidos que se encontraron en mayor cantidad en los vinos
jovenes analizados son Arg, Ala, Asp, Glu y Lys, mientras que Phe es el
gue se encontré en menor cantidad, por debajo de los LOD de la técnica.

Ninguno de los vinos jovenes analizados presentaron pH inferior a
3,5; pH por encima del cual los microorganismos responsables de la

decarboxilacion de los aminoacidos no estan desactivados. En
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consecuencia, se encontraron algunas de las principales aminas biogénicas
que se suelen encontrar en vinos tintos, como HIM, TIM y PUT?3#4, ETA y
en muchos casos PUT, son las aminas que se encontraron en mayor
cantidad. Tener en cuenta que PUT, es constituyente habitual en las

uvas’?’,

Sin embargo, en ninguna de las muestras se ha detectado
presencia de TRIM, CAD ni METIA. Por lo tanto, se puede inferir que el
proceso de vinificacién se ha realizado en buenas condiciones sanitarias,
ya que la presencia de aminas alifaticas (como son CAD y METIA) en
elevadas concentraciones estan asociadas a malas practicas de
manufactura y estan relacionadas con la alteracion de propiedades
sensoriales del vino**. En relaciéon a HIM, se observan dos muestras con
contenidos en torno a 4,2 mg/L y soélo una con un contenido algo superior
a 10 mg/L, que es el valor limite aceptable establecido en paises como

Suiza?’¥’.

Sin embargo, en ningln caso se alcanzan valores en HIM
superiores a 20 mg/L que es el maximo a partir del cual se considera que
puede provocar sintomas a nivel fisioldgico>”.

Si observamos el contenido total en aminas biogénicas (Figura 22)
vemos que se encontrd bastante variacidn; como se comento
anteriormente esto depende de numerosas variables. En cuanto a ellas
hubo contenidos igual o menor de 50 mg/L, sin embargo, hay tres en las
gue los contenidos en aminas biogénicas fueron por encima de estas
recomendaciones®®.

Se observd en general que los vinos jévenes que tienen un mayor
contenido de aminoacidos libres (Figura 23) son los que presentaron un

mayor contenido en aminas biogénicas (Figura 22).
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Figura 22. Contenido total (mg/L) en aminas biogénicas en los vinos

jévenes.
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Figura 23. Contenido total (mg/L) en aminoacidos libres en vinos jévenes.

En la Figura 24 se muestran los resultados obtenidos para el
contenido total de aminoacidos libres en los vinos de crianza. Los vinos

de crianza mostraron contenidos en aminoacidos libres mas bajos que los
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vinos jovenes, probablemente, debido a que en el proceso de crianza
algunos de estos aminodcidos intervienen en reacciones de metabolismo

del vino.
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Figura 24. Contenido total (mg/L) en aminoacidos libres en vinos de

crianza.

En la Tabla XXI se muestran los resultados obtenidos tanto de

aminoacidos libres como de aminas biogénicas para los vinos de crianza.
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Tabla XXI. Contenidos en aminoacidos libres y aminas biogénicas (mg/L) vy la

desviacion estandar relativa (n=3) en vinos de crianza.

M2 M7 M8
Media %RSD Media %RSD Media %RSD
Asp 17,7 0,6 30,1 4,7 36,9 6,9
Glu 24,9 4,3 36,8 0,2 66,7 7,7
Asn 7,7 1,3 12,1 2,3 16,7 3,0
Ser 10,1 8,0 15,8 7,6 13,8 32,6
Hys 12,2 3,9 11,0 2,5 18,9 5,6
Gly 14,2 2,0 21,2 7,3 20,0 3,7
Thr 9,6 10,8 13,0 2,6 12,0 1,9
Arg 27,7 6,8 16,8 1,7 32,7 2,6
Ala 21,8 5,8 33,8 2,6 41,6 2,3
GABA 12,9 6,0 26,8 0,9 21,2 2,7
Tyr 10,1 7,9 7,7 1,0 17,5 6,1
Met 4,5 2,8 6,0 2,1 5,6 5,6
Val 5,2 6,6 14,2 2,4 10,4 2,9
Phe <LOD <LOD <LOD
Ile 3,5 5,7 8,0 4,2 6,5 1,3
Leu 9,4 6,6 17,9 3,7 18,1 4,1
Lys 22,4 11,1 35,9 1,2 30,1 6,4
ETA 22,0 5,4 21,4 2,1 19,1 0,6
HIM <LOD 10,8 0,7 14,2 4,8
METIA <LOD <LOD <LOD
ETIA 5,0 8,7 4,2 0,6 3,6 2,2
TIM 4,6 3,3 10,8 0,3 4,1 5,2
TRIM <LOD <LOD <LOD
PUT 7,7 9,1 28,3 1,4 10,2 3,0
CAD <LOD <LOD <LOD
3,5 3,5 3,5

Mientras que uno de los vinos analizados no presenté contenido

detectable en HIM, dos de ellos presentaron contenidos superiores a 10
mg/L, pero siempre inferiores a 20 mg/L.

Por otra parte, no demostraron niveles detectables de CAD, METIA y
TRIM. Como se menciond anteriormente, la presencia de CAD y METIA en
elevadas concentraciones pudiera ser indicativa del uso de materias
primas de baja calidad y condiciones inapropiadas durante la maduracién
y almacenamiento del vino. El que estas aminas no estén presentes en
cantidades cuantificables en los vinos analizados indica que las uvas con
las que se elaboraron los vinos estaban en buen estado de conservacién y

gue las practicas sanitarias, durante la elaboracién, fueron adecuadas.
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El contenido total de aminas biogénicas en los vinos crianza se

puede observar en la Figura 25.
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Figura 25. Contenido total (mg/L) en aminas biogénicas en los vinos de

crianza.

Para los vinos crianza analizados no se observa correlacién directa
entre los contenidos de aminoacidos libres y aminas biogénicas como en
los vinos jovenes, pero se debe tener en cuenta que se analizd un numero
bajo de muestras.

Por ultimo se analizaron los vinos Monastrell Fondillon. Los
resultados obtenidos se muestran en la Tabla XXII. Los contenidos en HIM
se encontraron en torno a 10 mg/L o superiores, una muestra presentd
concentracion de 18,7 mg/L, lo cual se acerca a 20 mg/L. Los contenidos
de PUT se encontraron entre 10 y 20 mg/L. PUT, no es tdéxica por si
misma, sino que intensifica los efectos adversos junto con el alcohol de
HIM y TIM sobre la salud®?’*°, interfiriendo con la enzima que las
metaboliza®’. Pero esto se da a concentraciones entre 20 y 30 mg/L;
ademas puede causar un decrecimiento importante en la calidad sensorial

del vino*®.
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a diferencia de
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los anteriores

(jévenes y de crianza) que mostraron contenidos no detectables. La TRIM,

al igual que PUT, tiene un efecto negativo sobre el aroma y sabor de los

vinos®.

Tabla XXII. Contenidos en aminoacidos libres y aminas biogénicas (mg/L) y la

desviacion estandar relativa (n=3) en vinos Fondillon.

M11 M12 M13 M14
Media | %RSD | Media | %RSD | Media | %RSD | Media | %RSD
Asp 17,3 6,1 30,7 6,7 33,1 6,9 60,1 3,7
Glu 14,2 5,9 19,8 3,8 25,0 3,2 31,8 0,8
Asn 4,7 5,7 19,2 0,4 4,3 1,9 4,3 4,3
Ser 8,6 2,9 9,5 2,1 13,8 8,8 44,3 2,8
Hys 7,9 1,7 9,1 4,1 14,5 4,3 11,0 7,7
Gly 12,7 3,2 22,0 3,9 23,8 5,7 38,5 8,7
Thr 7,2 8,2 12,0 5,1 12,6 5,4 23,6 9,9
Arg 15,7 8,4 29,2 5,5 41,8 17,9 39,6 9,9
Ala 18,4 6,5 36,5 5,6 37,5 0,7 59,7 5,6
GABA 8,5 5,4 18,5 3,9 16,1 7,5 38,2 6,8
Tyr 7,7 4,1 9,9 5,6 11,7 5,4 15,3 4,1
Met 3,5 4,6 4,4 1,8 4,4 5,5 5,3 9,5
Val 6,3 8,3 14,4 14,6 11,8 4,1 27,0 2,0
Phe <LOD <LOD <LOD <LOD
Ile 4,6 2,7 8,7 5,0 8,1 7,1 17,2 0,6
Leu 12,0 6,3 19,2 3,9 17,3 8,8 33,1 | 0,6
Lys 8,6 3,8 17,1 4,3 14,9 2,3 27,2 8,3
ETA 9,9 4,9 14,1 5,5 12,6 8,1 16,5 3,5
HIM 9,7 2,7 15,2 6,4 13,6 15,2 18,7 8,0
METIA <LOD <LOD <LOD <LOD
ETIA 3,0 7,0 5,0 1,3 5,3 6,5 5,7 3,2
TIM 6,5 4,9 8,5 2,6 6,5 7,3 17,8 | 4,2
TRIM 10,1 7,0 10,6 9,8 12,0 4,8 16,2 12,2
PUT 11,6 7,0 10,6 3,5 10,3 1,1 21,9 8,6
CAD <LOD <LOD <LOD <LOD
3,35 3,18 3,33 3,62

Al igual que en los vinos jévenes, se observa para los vinos Fondilldn

gue en general presentaron un mayor contenido en aminas biogénicas

aquellos que contenian un mayor contenido en aminoacidos libres (Figura

26 y Figura 27).
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Figura 26. Contenido total (mg/L) en aminas biogénicas en vinos Fondillén.
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Figura 27. Contenido total (mg/L) en aminoacidos libres en vinos Fondillén.

El contenido en aminoacidos y en aminas biogénicas presenta un
gran rango de variabilidad en las muestras analizadas, lo cual puede
deberse a la gran cantidad de factores que influyen en la sintesis de

aminas biogénicas. Algunos de estos factores son:
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» Contenido en aminoacidos libres. Estos a su vez dependen del
proceso, del modo en que se prepara el vino, y también de las uvas

gue se utilizan para su elaboracion.

 De los microorganismos con que se inocula la uva para producir la
fermentacion y los que posee la uva. Las principales responsables de
la formacion de aminas biogénicas son las bacterias lacticas ya que
estas presentan actividad aminodecarboxilasa. En concreto algunas
cepas como Pediococcus y Lactobacillus potencian la formacién de

HIM y de TIM, respectivamente?®.

« Condiciones ambientales como pH, temperatura, grado alcohdlico y
azUcares. Se sabe que si los vinos poseen pH inferiores a 3,5 el
crecimiento de las bacterias lacticas se encuentra bastante inhibido

y, en consecuencia, también la formacién de aminas biogénicas.

« Las practicas enoldgicas también son importantes; como

maceracioén, tiempo de fermentacion, estabilizacién y la crianza.

De los vinos analizados no se tenian datos del proceso de produccion
y, tan soélo se conoce la variedad de uva que se ha utilizado para su
elaboracion y el pH del mismo. En todos los vinos jovenes y de crianza
estudiados, el pH es igual o superior a 3,5 esto podria explicar la
presencia de algunas aminas biogénicas en cantidades mas o menos
importantes.

Se observa, en especial, en vinos jovenes y crianza contenidos algo
elevados de PUT y ETA. Esto coincide con algunos datos de bibliografia en
los que se indica que en zonas calidas puede que estas aminas sean las
predominantes. Sin embargo, no se ha encontrado en ninguno de estos
vinos contenidos en CAD, por lo menos por encima de los LOD del método

desarrollado.
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Tabla XXIII. Comparacion de contenidos (mg/l) maximos y minimos en
aminoacidos libres de las muestras analizadas en el presente trabajo con

muestras de la variedad Tempranillo.

Contenido
Aminoacido Min Max (Min-Max)**’
Asp 10,3 60,1 4,20 - 22,10
Glu 14,2 95,5 9,85 - 86,80
Asn 4,3 22,8 7,07 - 39,10
Ser 4,4 44,3 1,97 - 17,50
Hys 7,9 30,5 5,89 - 68,30
Gly 7,9 38,5 7,23 - 36,50
Thr 4,5 23,6 2,71- 30,3
Arg 8,0 65,7 5,40 - 151,00
Ala 12,2 78,2 12,30 - 96,20
GABA 8,5 38,2 8,04 - 125,00
Tyr 5,9 19,3 1,60-12,60
Met 2,5 6,7 1,35-12,20
Val 2,6 27,0 1,42-15,20
Phe 0,0 0,0 1,50 -13,10
Ile 2,2 17,2 2,38 -11,20
Leu 5,7 33,1 1,47- 21,50
Lys 8,6 44,3 1,86 - 19,8

x Contenido maximo y minimo de aminoacidos (mg/L) encontrados en vinos de la
variedad Tempranillo por Izquierdo Canas et al.

Se observa que en cuanto a contenido en aminoacidos libres hay
bastante variacion entre las muestras, no obstante, cuando se comparan
los resultados con los valores obtenidos en otros estudios (Tabla XXIII) se
aprecia que la mayoria de los maximos y minimos se encuentran
comprendidos en los valores encontrados en bibliografia. Sélo hay
pequefas excepciones, como el caso de Phe y Lys. No parece que el
tiempo de crianza del vino afecte significativamente al perfil de
aminoacidos libres.

En la Tabla XXIV se encuentran los valores obtenidos para algunas
de las aminas biogénicas en vinos encontrados en la literatura. Se
comparan con los valores obtenidos en los vinos Monastrell analizados. Se
observa que los valores de aminas biogénicas encontrados se asemejan a
los rangos de concentraciones encontrados por otros autores, para vinos

también tintos. Como excepcion se encuentra el alto contenido en TRIM
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para los vinos afejos (Fondillon). Sin embargo, en los vinos jovenes o de

crianza esta amina no esta presente.

Tabla XXIV. Contenido (Min-Max) en aminas biogénicas (mg/L) encontrados en

algunos vinos y por diferentes autores.

VINO ETA HIM METIA | ETIA TIM TRIM PUT CAD
. . 0,12- 0,10- 0,10- 0,10- 0,95-
Griego - - -
0,17 0,18 0,18 1,74 9,41
19 0,60- 0,90- 0,80- 4,10-
Tarragona - - - -
3,00 3,80 1,90 6,10
. 0,03- 0,02- | 0,40- | 0,94- | 0,11-
Turco - - -
2,80 1,00 8,80 15,60 4,00
q 26 0100' 0,30' 0,77-
Brasilero - - - - -
1,73 1,07 4,33
Tempranillo 0,08- 0,00- 0,02- | 2,45- 0,17-
37 15,70 2,63 0,08 23,5 0,94
» 0,03- 0,14- | 0,01-
Oporto - - - - -
0,31 5,70 0,98
14,90- 6,00- 7,00-
La Mancha*’ <LOD - - - -
23,0 7,80 23,6
Monastrell <LOD <LOD
9,90- <LOD 1,70- 1,10- 7,6- <LOD
con D.O. (0,105) (0,120)
28,40 (0,072) | 8,00 17,8 35,7 | (0,256)
Alicante -18,70 -16,6

5.5. DIFERENCIACION DE VINOS MONASTRELL DE ACUERDO AL
PERFIL DE AMINOACIDOS Y AMINAS BIOGENICAS

Si bien, en el presente trabajo se ha estudiado un numero bajo de
muestras de vino, y ademas se ha realizado con vinos envasados. No
obstante, y con objeto de encontrar algunas caracteristicas comunes o
bien diferenciadoras entre los vinos elaborados con uva Monastrell
jovenes, y de crianza con los vinos afiejos se han elaborado unas graficas

que contienen los diagramas de cajas para cada una de las variables
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estudiadas separados en funcién de que sea vino joven o de crianza o bien

vino Fondillon.
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Figura 28. Comparacion de contenidos de aminas biogénicas (mg/L) de

vinos jévenes y crianza con vinos afiejos (Fondillén).

En la Figura 28 se puede ver que para ETA hay una muestra de vino
que presenta un valor anormalmente elevado, esta es la M4, y en el caso
de TIM hay tres muestras que presentan valores andémalos (M3, M7 y
M10) dentro de los vinos analizados jovenes y de crianza. De todas
formas, los valores de TIM se encuentran entre 1,10-17,8 mg/L, mientras
gue se reporta que esta amina causa migrafias e hipertensién a

concentraciones comprendidas entre 25-40 mg/L*°.
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Se observa también, que el contenido en ETA, es inferior en los
vinos afejos, mientras que por el contrario el contenido en TRIM es
superior. El contenido en PUT en las muestras de vinos anejos no es
superior a los vinos jovenes o de crianza como se apunta en bibliografia vy,
ademas, estos contenidos se mantienen en valores entre 10-20 mg/L.
Valores que parece que desde un punto de vista sensorial ayudan a
redondear el sabor de un vino tinto. Con respecto al contenido en HIM la
mayor parte de los vinos joévenes y de crianza presentan contenidos
menores a 10 mg/L que es lo que paises como Suiza establecen como
limite maximo admisible?®, mientras que los vinos afiejos presentan

contenidos inferiores a 20 mg/L. Este valor es el que se considera a partir

del cual se que puede provocar algun efecto a nivel fisioldgico®’*%.
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Figura 29. Comparacién de contenidos en algunos aminoacidos libres

(mg/L) de vinos jévenes y de crianza con vinos Fondillon.
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En cuanto a los contenidos en aminoacidos libres se observa una
gran dispersién en los resultados. No obstante, entre los aminoacidos que
se muestran en la Figura 29, no hay diferencias significativas en el
contenido medio entre los vinos jovenes-crianza con el vino Fondillon. La
excepcion es el aminoacido Lys el cual se encuentra en menor cantidad en

el vino Fondillon.
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Figura 30. Comparacién de contenidos en algunos aminoacidos libres

(mg/L) de vinos jovenes y crianza con vinos Fondillon.

En la Figura 30 se observa que tan sélo el contenido en Glu es
significativamente mayor en vinos jovenes y de crianzas que en vinos

Fondillén, el resto de aminoacidos no presenta diferencias significativas.
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Después de haber realizado esta comparativa de contenidos globales
en aminoacidos y aminas biogénicas, se puede decir, que se observan
algunas diferencias entre vinos envejecidos y vinos jovenes-crianza. El
siguiente paso, por tanto, ha sido aplicar una técnica de analisis
multivariante no supervisado, como el analisis de conglomerados con
objeto de ver si es posible establecer una clasificacién de los vinos en
base que sean vinos jovenes-crianza o bien vinos Fondillbn o si los
contenidos en los parametros estudiados estan influencias por la zona de
procedencia de las uvas. En la Figura 31 se muestra el dendrograma
obtenido al aplicar el anadlisis de conglomerados a los datos de
aminoacidos y aminas biogénicas conjuntamente. Para obtener el
dendrograma se ha utilizado como criterio de distancia la distancia

Euclidia al cuadrado y como método de aglomeracion el método de Ward.

Distancia de semejanza
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ML4 14 e +

Figura 31. Dendrograma obtenido utilizando los contenidos totales de

aminas biogénicas y los aminoacidos libres.

En el dendrograma de la Figura 31 se observa que a una distancia
rescalada inferior a 20 se establecen dos grupos en funcién de la

semejanza entre las muestras. En el grupo 1 aparecen dos vinos jévenes
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(M3 y M6), uno crianza (M2) y otro afejo (M11). En el grupo 2 se
clasifican el resto de muestras analizadas. Se puede observar que los
aminoacidos conjuntamente con las aminas biogénicas no permiten
diferenciar a un vino de crianza frente a uno afejo. Sin embargo, se
observa con curiosidad que los vinos clasificados en el grupo 1 proceden
todos de una misma zona de cultivo mientras que en el grupo 2 se
clasifican los vinos de las otras tres procedencias que se introdujeron en el
presente estudio. Este hecho puede apoyarse quizas en que a veces se ha
utilizado el perfil de aminoacidos libres para clasificar muestras de un
alimento seglin su procedencia, como por ejemplo, mieles®® o almendras®.
En consecuencia, el siguiente paso, fue aplicar este mismo analisis de
conglomerados al contenido en aminoacidos libres de los vinos. Después
de hacer esto se confirma que al utilizar los aminoacidos libres de los
vinos la clasificacion de las muestras analizadas es la misma que la
obtenida en la Figura anterior. En consecuencia, el perfil de aminoacidos
de los vinos analizados parece no influido por el tipo de vino que se
analiza sino que mas bien por la zona de cultivo o bien la técnica de
vinificacion empleada.

Por otra lado, se va a aplicar el analisis cluster al contenido en
aminas biogénicas de los vinos. El dendrograma obtenido es el que se
muestra en la Figura 32 en ella se puede apreciar una clasificacidon
diferente a la obtenida cuando se introducian los aminoacidos libres. En
este caso, a una distancia de semejanza de 15 se forman dos
subconjuntos, un formado por los cuatro vinos rancios (Fondillén) y otro
gue contiene las muestras de los vinos jovenes vy, los de crianza. Esto
corrobora el hecho de que el contenido en aminas biogénicas se modifica
con la edad del vino y, que esas diferencias podrian servir para diferenciar

vinos en funcion del tiempo de crianza.
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Distancia de semejanza
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Figura 32. Dendrograma obtenido utilizando Unicamente las aminas

biogénicas.

Evidentemente, para confirmar este hecho se deberia hacer un
analisis mas exhaustivo y con un mayor numero de muestras. No
obstante, parece que estos resultados preliminares apuntan a que esto

pueda ser asi.



78

6. CONCLUSIONES

Se optimizé una metodologia analitica para la separacion simultanea
de aminoacidos libres y aminas biogénicas por RP-HPLC con deteccién
fluorimétrica con una derivatizacién precolumna con OPA.

Con la modificacion del pH y composicién de la fase movil junto a la
optimizacién del gradiente de elusién del sistema cromatografico, se logré
una correcta separacién de todos los analitos estudiados. Asi mismo, la
incorporacién de temperatura constante disminuyé los tiempos de
retenciéon de los analitos y contribuyd, junto al agregado de Helio, a la
estabilizacién del sistema.

Por lo tanto, con el método de analisis optimizado se logré
determinar simultaneamente el contenido de 17 aminoacidos libres y 8
aminas biogénicas con éxito. La metodologia desarrollada fue aplicada en
vinos con D.O. Alicante.

El contenido en aminoacidos libres es muy variable de unas
muestras a otras ya que depende mucho del origen, y el estado de la uva
con que se ha elaborado el vino.

El contenido en aminas biogénicas resultd ser también bastante
variables. Hay muestras que presentan contenidos totales en aminas
biogénicas inferiores a 50 mg/L que son algunas de las recomendaciones
que se dan actualmente para vinos tintos, sin embargo, en otras muestras
el contenido total resulta mayor a este valor. Este hecho depende de
muchos factores pero pudiera deberse, segun se apunta en bibliografia a
gue los pH de los vinos, los cuales son superiores a 3,5 y también el tipo
de fermentos seleccionados para llevar a cabo la fermentacién alcohdlica y
la malolactica.

El contenido en HIM también varia bastante de unos vinos a otros,
aunque en general, se ha observado que es inferior en los vinos jovenes
con una excepcién. También cabe destacar que el contenido en HIM no

aumenta significativamente en los vinos afiejos, sin embargo, el contenido
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en TRIM es significativamente superior en vinos afiejos comparado con
vinos jovenes. Este podria ser un parametro diferenciador.

En ninguna de las muestras se han encontrado cantidades
cuantificables de CAD o de METIA. Esto indica que las uvas utilizadas para
la elaboracion de los vinos estaban en buen estado de conservacién y eran

de buena calidad.
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