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LA BIOTECNOLOGIA DEL VINO
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PROPIEDADES DEL VINO

v Propiedades fisico-quimicas
v Propiedades organoleépticas

v Propiedades funcionales

FALTA DE
CONOCIMIENTO CIENTIFICO




EL AROMA DEL VINO

v’ Viene determinado por compuestos de
naturaleza volatil (alcoholes, ésteres,
aldehidos, cetonas e hidrocarburos)

v’ Todos estos compuestos tienen umbrales de
percepcion muy bajos (entre 0.1 mg/l 'y 0.1 fg/l)

v’ Estan presentes a concentraciones muy bajas
en el producto (entre 10 mg y 0.1 ug/Kg)

v Dichas concentraciones varian en funcion de
distintas variables (clima, suelo, riego,
momento de la vendimia, variables del proceso
de fermentacion u operaciones de procesado,
entre otras

v’ La interrelacion entre centenares de ellos da la
percepcion final de aroma




CLASIFICACION DE AROMAS

Primario

Secundario




EL AROMA VARIETAL O PRIMARIO

v En la fase final de maduracion de la uva los
compuestos aromaticos se acumulan en la piel y en la
pulpa de la baya; son ésteres, aldehidos, cetonas y
alcoholes

v Los ésteres que mds contribuyen al aroma son ésteres
del acido acético y de alcoholes de cadena corta

v’ Los aldehidos son importantes desde el punto de vista
cuantitativo, se forma enzimdticamente; destacan el
trans-2-hexenal y el n-hexenal

v' En la fraccion cetonica son importantes las 2- y 3-
alcanonas

v' Entre los alcoholes destacan n-alcoholes con 4 a 11
atomos de carbono, alcoholes insaturados vy
ramificados de cadena corta y compuestos aromaticos
como el alcohol bencilico, el 1- y 2-feniletanol y los
monoterpenos




EL CASO ESPECIAL DE LOS TERPENOS

v' Muchos compuestos volatiles tienen
efecto toxico sobre la célula vegetal
por lo que estan presentes en forma
glicosilada no volatil

v Los terpenos son los compuestos
aromdticos que mds abundan como
forma glicosilada no volatil

v El comolejo terpeno-azucar esta
formado por un disacarido del que
siempre forma parte una molécula de
glucosa que es la que forma el enlace
con el monoterpeno

v El segundo azucar suele ser una
arabinosa, una ramnosa o una apiosa;
los monoterpenos mds comunes son el
geraniol, el nerol y el linalol

v Esta fraccion es potencialmente
aromadtica al no ser volatil
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EL AROMA SECUNDARIO
O DE FERMENTACION

v Se debe al metabolismo de la levadura vinica durante la
fermentacion alcohdlica

: IH ‘

Volatile compounds in grape ju

v Son alcoholes superiores, ésteres, aldehidos, cetonas, dcidos
organicos, fenoles, compuestos orgdnicos sulfurados y
terpenos
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v Destacan algunos alcoholes alifaticos (1-propanol, 2-metil-1-
‘ propanol,  2-metil-a-butanol o  3-metil-1-butanol) 'y
aromdticos como el 2-feniletanol

Ll

Volatile

v' También ésteres como el acetato de etilo, aldehidos como el
acetaldehido o cetonas como la acetona, la acetoina y la 2,3-
pentadiona

v' Los compuestos orgadnicos volatiles que contienen azufre
tienen mucha relevancia porque tienen un bajo umbral de
deteccion; destacan el 4-mercapto-4-metil pentanona, el 3-
mercaptohexanol y el 3-mercaptohexil acetato

v Los terpenos se forman a partir de los precursores
glicosilados del mosto mediante reacciones glicosidicas

v Todos ellos se forman a partir de precursores presentes en el
mosto




EL AROMA TERCIARIO O
BOUQUET DE MADURACION

v' Se da durante el envejecimiento de los vinos;
en el envejecimiento en barrica se da un
bouquet de oxidacion y en el envejecimiento en
botella un bouquet de reduccion

v En el de oxidacion se produce la sintesis de
acetaldehidos y acetales al mismo tiempo que
se extraen de la barric compuestos fendlicos
que provienen de su lignina o lactonas como la
3-metil-yoctalactona

v En el de reduccion se dan reacciones entre
derivados de norisoprenoides, cvarbohidratos
y compuestos azufrados reducidos

v En general durante el envejecimiento
desaparecen los ésteres de acetato, los
alcoholes  superiores 'y los alcoholes
monoterpénicos y aumenta el furfural, el
acetato de etilo,algunos ésteres etilicos y el
oxido de nerol, hotrienol, hidroxilinalol e
hidroxicitronelol




¢ES POSIBLE MEJORAR EL AROMA?

PRIMARIO

-

v’ Mejora de la variedad de uva

v Recepcion de la uva (antioxidantes, CO,)
v' Normalizacion del mosto

SECUNDARIO

-

v Nuevas cepas de levadura
v’ Mejora de las propiedades de las cepas
v’ Precursores en el mosto (nutricion)

TERCIARIO

-

v Nuevos materiales barrera
v’ Direccionalidad de las reacciones




¢ES POSIBLE MEJORAR EL AROMA?

v’ S. cerevisiae es el microorganismo
eucariota mas simple y mejor
conocido desde el punto de vista

biogquimico

v Su genoma esta completamente
secuenciado y la anotacion es
buena

v’ Acidos orgdnicos

v Alcoholes superiores v' Hay mutantes en todos y cada uno

v’ Aldehidos de los genes

v’ Cetonas

jg;’g’r’gsesws sulfurados v Existen muchas cepas industriales
v Fenoles con diferentes potenciales

aromaticos



TIPOS DE LEVADURAS VINICAS
DEPENDIENDO DEL POTENCIAL AROMATICO

LEVADURAS VARIETALES
EXpresan aromas primarios

LEVADURAS AROMATICAS
Producen aromas de fermentacion




EMPLEO DE LEVADURAS VARIETALES

v’ Expresan y valoran los aromas
primarios que vienen del mosto
de uva

v Bioquimicamente dependen de
que la levadura tenga genes
que expresan enzimas capaces
(o[ liberar precursores
aromaticos presentes en la uva

v Dos grandes grupos de
ejemplos: liberacion de
terpenos aromaticos y de
compuestos sulfurados




EMPLEO DE LEVADURAS VARIETALES
PARA INCREMENTAR TERPENOS

- R Terpenos unidos
(sin aroma)
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ESTRATEGIAS PARA LA

LIBERACION DE TERPENOS

ADICION DE
ENZIMAS
EXOGENOS

.

Inhibicion de actividades
Destruccion de las enzimas

USO DE
LEVADURAS
SELECCIONADAS

.

Numero reducido de cepas
Inhibicion parcial

EMPLEO DE
L EVADURAS
TRANSGENICAS

. 1

Rechazo social




LEVADURAS VARIETALES PARA
INCREMENTAR COMPUESTOS SULFURADOS

S-cysteine conjugate !
fi-lyase (EC 4.4.1.13) o, p-elimination reaction
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R—S+ CH, — CH— COOH

SR

R=SH + CHy—C—COOH + NH,
Il
8]

thiol pyruvic acid ammonia

4-mercapto-4-metilpentanona (4MMP)

3-mercaptohexanol (3MHA)

v’ Se forman a partir de conjugados a
cisteina no volatiles presentes en el
mosto por la accion de liasas que no
se venden comercialmente

v En S. cerevisiae hay al menos cuatro
genes que pueden estar implicados en
la liberacion de 4MMP desde Cys-

4MMP

v  Hay cepas de levaduras vinicas
comerciales con mayor actividad
liasa (ES181)

v' Hay cepas transgeénicas que expresan
una triptofanasa de E. coli con
elevada actividad tiolasa




EMPLEO DE LEVADURAS AROMATICAS

v Llevan a cabo sintesis de novo de
compuestos volatiles, sobre todo
ésteres, acetatos, alcoholes
superiores y aldehidos

v' Para que funcionen correctamente
se precisa activar las rutas

bioquimicas que conducen a la
sintesis de estos productos

v  Para la sintesis correcta de
muchos de estos compuestos se
precisa una buena fuente de
aminoacidos

reaction bnited by

reackon o
lack of subsivate(s) to e qubr
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INTERMEDIARIOS METABOLICOS RELEVANTES
ALCOHOLES SUPERIORES

v' Para sintetizar todos estos metabolitos con
Propanol capacidad aromadtica, los intermediarios
metabolicos relevantes son los alcoholes

superiores y los ésteres

Los alcoholes superiores se producen en
Isobutanol cantidades elevadas, su olor es penetrante y
a concentraciones superiores a los 400 mg/l
pueden producir efectos negativos en la

percepcion sensorial

Alcohol .
isoamilico v Aunqye per se tlen’en.efecto sol?re las
propiedades organolepticas del vino, su
importancia tecnologica radica en ser
precursores de los ésteres de acetato
2-feniletanol

Los mas relevantes se producen a partir de
aminodcidos




INTERMEDIARIOS METABOLICOS RELEVANTES
ESTERES

v En general se sintetizan en pequenas
cantidades y tienen fragancias aromaticas
agradables

Para el aroma del vino los mds importantes
son los ésteres de acetato de alcoholes
superiores que se asocian al aroma frutal,
floral y fresco de los vinos jovenes

Son productos tipicos del metabolismo
secundario de las levaduras; su sintesis no
suele ser especifica, de forma que
interaccionan entre si para dar un matiz de
aroma que se produce por la sinergia entre
ellos

Los mas relevantes son el acetato de etilo,
el acetato de isoamilo, el acetato de
isobutilo y el acetato de 2-feniletilo




ALGUNOS ALCOHOLES SUPERIORES
PRODUCIDOS POR LA LEVADURA VINICA

AMINOACIDO CONCENTRACION
PRECURSOR (mg/1)

Treonina
2-amino-butirico

ALCOHOL

Disolvente

Valina - Alcohol

Leucina Mazapéan

Fenilalanina Floral




ALGUNOS ESTERES SUPERIORES
PRODUCIDOS POR LA LEVADURA VINICA

CONCENTRACION
(mg/1)

10-100 Disolvente

0.01-4.5 Rosa, afrutado
0.03-8.1 Platano, pera

0.01-0,8 Platano
0-4.8 Manzana madura

0.01-3 Floral, afrutado

Trazas-3.4 Manzana, platano




SINTESIS Y DEGRADACION

Azicars
reduciores: Glucosa

| Acetaldehido

L.

Sulfato
Sulfito

Ghucosa Diacetilo

! { v Formacion

Acetaldehido «§— Piruvato ——» Acetolactato ——p» Aminoacidos

J’; ﬁf\\‘ ! v' Degradacion

Cetoacidos

v

Acidos Alcoholes / DifUSiO’n de membrana

grasos superiores

Esteres

;| Acidos £Tasos Alcoh_o].es
= S superiores
}_ Esteres R ENT




LA SINTESIS DE ALCOHOLES SUPERIORES
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TRANSAMINACION

Se forman a partir de la cadena
carbonada de los aminoadcidos
ramificados  (fenilalanina, valina,
isoleuciona y leucina)

Comienza con dos posibles rutas: la
sintesis de novo a partir de la fuente
de carbono (también I[lamada ruta
catabolica) o la ruta anabdlica del

metabolismo general de aminoacidos

Después sigue por la denominada ruta
de Ehrlich o de desaminacion oxidativa

La clave es la formacion del cetoacido
que puede ser transaminado para
generar un aminoacido o
descarboxilado para generar un alcohol
superior




GENES Y ENZIMAS IMPLICADOS
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LA SINTESIS DE ESTERES AROMATICOS

v’ Puede haber sintesis por condensacion
quimica entre un alcohol superior y un
dcido pero es lenta y poco probable

durante la fermentacion T

I I )
R—OH + HO—C—R <= R—C—R +H0

La biosintesis demanda energia por lo que

se precisa de la presencia del alcohol 0 Wt
superior y una molécula activa en forma B—0H & B—CeStod T R
de acil-CoA que suele ser acetil-CoA

CoASH
Las enzimas que lo llevan a cabo se
denominan  éster  sintasas, etanol
acetiltransferasas o alcohol o o
acetiltransferasas (AATasa) KIS S —REH0 BIBK RESOHE Gli=C —R

Los ésteres pueden ser hidrolizados por
éster hidrolasas o esterasas; al final de la
fermentacion se produce un incremento
importante de esta actividad




GENES Y ENZIMAS IMPLICADOS

Acidos 2rasos Fuente de carbono
Insaturados fermentable

Metabolismo de Genalcohol acetiltrans ferasa
azucares y de lipidos

Acetil-CoA

Acil-CoA AIC ohol
acetiltransferasa -

p-Esteres

_ Atflp
Alcoholes Atf2p
Ethlp

Metabolismo
de aminoacidos

Ester hidrolsa

Fster hidrolasa

Alcoholes Esteres




LEVADURAS AROMATICAS CON
MEJOR PERFIL

v  Hay cepas de |levaduras Vvinicas
comerciales con mayor produccion de
ésteres afrutados (S. uvarum ES U42)

La sobreexpresion del gen ATF1
incrementa 180 veces la produccion de
acetato de isoamilo y entre 10 y 200
veces otros ésteres como el acetato de
etilo o el acetato de 2-feniletilo

La deleccion del gen |AH1 duplica la
concentracion de ésteres de intereés
enoladgico

Las condiciones de  fermentacion
(presencia de aminoadcidos) pueden
afectar dramaticamente a la produccion
de volatiles relacionados con el aroma




AMINOACIDOS, VINO Y AROMA

v La presencia de determinados
aminoacidos en el mosto

N

\) w Yﬁ/ Y\) determina el perfil aromatico del
A any —1'.|'|--| Aspar agin Aspar Ly | Vino prOdUCido
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vvgv @” /\/

e —— o =i Los aminoacidos son precursores
de la sintesis de alcoholes

)\) Qjﬁ) m ’J\/ superiores, aldehidos, acidos

["n;_ rypphany oo [\,;-;' carboxilicos e, indirectamente,
ésteres

produccion de metional en el vino
final




AROMAS DERIVADOS DE AMINOACIDOS

AMINOACIDO ALDEHIDO

3-Mebutanal

2-Mebutanal
2-Meropanal

®-acetaldehido

p-OH-®-
acetaldehido

Indol-3-
acetaldehido

3-Metiopropanal

ALCOHOL

3-Mebutanol

2-Mebutanol
2-Mepropanol

®-etanol

p-OH-®-
etanol

Triptofol

3-Metio-
propanol

AC. CARBOXILICO

Ac 3 Mebutanoico

Ac 2 Mebutanoico
Ac 2 Mepropanoico
Ac. ®-acético
Ac p-OH-F-acético
Ac indol-3 acético

Ac -3
Metiopropanoico

Malato

p-cresol

Skalote

Metanotiol

Diacetilo
Acetoina




ESTRATEGIAS DE NUTRICION

Alcoholes
Esteres A pameny
superiores




TRANSPORTE DE AMINOACIDOS

La asimilacion de aminodcidos esta limitada
por tres factores: competencia con iones
amonio, el contenido de dcidos grasos
insaturados de la membrana celular y la
presencia de etanol

Los iones amonio compiten con muchos
aminodcidos por la entrada dentro de la célula

La presencia de dcido oleico y linoleico en la
membrana celular facilita la asimilacion de
aminodcidos

La presencia de etanol modifica la composicion
de la bicapa lipidica y disminuye Ila
concentracion de los dcidos grasos insaturados

El etanol aumenta la permeabilidad de la
membrana a los protones con lo que aumenta la
actividad ATPasa y se consume energia para
mantener el pH intracelular; como consecuencia
se detiene el transporte de aminodcidos

F oAt W L|:|
H Ly o]
5 Lk O o
E Ri Mk M T |
Ak Ac H L M
Y Ps AQ o]
L R G
F
Mt—T I
- v Lt
BT oF
L
aQ - sl
—_ I W W A
LA — Cl
- G Tl A
Lf "G F
c] I C
In :L E L
T —wt S A
| |— DO G g
NHL Ht - 5
1= H
G - s v R
—ap P Vo — Ag
L W
= Fh
[ L or NE F
Ao L
Te E F H
F F ]
Sy PR A
KF K N A
la G



ADICION DE NUTRIENTES ORGANICOS

v  Siempre al comienzo de Ila
fermentacion para evitar
concentraciones elevadas de
etanol

v En esas condiciones suministra
precursores rapidos para la
sintesis proteica

v’ La celula acumula el exceso de
aminoacidos en la vacuola para
poderlos utilizar posteriormente




LA ADICION DE NUTRIENTES EN LOS
DISTINTOS TIPOS DE VINOS

v' Cada tipo de vino es una matriz
distinta; no hay una solucion
global ni un unico efecto del
empleo de nutrientes

v En vinos tintos y en rosados
aromaticos el efecto principal de

la adicion de nutrientes es la
mejora de las propiedades
organoleépticas

v En vinos tradicionales o de
crianza la nutricion con esteroles
y dacidos grasos garantiza el
desarrollo de la fermentacion




BIOLOGIA MOLECULAR DEL AROMA

Tomato aromatic amino acid decarboxylases

participate in synthesis of the flavor volatiles v Se empiezan a i dent’f icar genes
2-phenylethanol and 2-phenylacetaldehyde relacionados con la sintesis de

Coard e T ®, Burk Tygbor' . Hicx b Schsusr b, S Bader B B, & radrews [ Haree ', sred Hamry L Klas®

e aromas en diversas plantas

Plant Mokcular Biology (2005) $9:345-362 © Springer 2005
DOT 101007 /51 1103-005-8884-y

v La genomica comparativa nos
Functional characterization of a melon alcohol acyl-transferase gene permitira’ disponer en pocos aﬁos
de muchos de estos genes

family involved in the biosynthesis of ester volatiles. ldentification
of the crucial role of a threonine residue for enzyme activity™

Islam El-Sharkawy”, Daniel Manriquez’, Francisco B. Flores™, Farid Regad, Mondher

Bouzayen, Alain Latché and Jean-Claude Pech*
UMR 990 INRA/INPT-ENSAT “Génomique et Biotechnologie des Fruits™, Av. de ['Agrobiopole, BP 32607,
F31326 C Fr (*awthor for correspondence; e-mail  pechidlensarfr);

v’ La secuencia del genoma de la
uva esta practicamente
finalizada

International Grape Genome
Program

Welcome to www.vitaceae.org the web site for multnational
collaborative grapevine research. The primary research focus 1s
grapevine genonucs carried out within the framework of the

v’ Ya se han construido levaduras
International Grape Genome Program (IGGP). It 1s expected that V”n icas transgén icas que exp resan
this new genomic knowledge will have a significant impact on our M&L‘iﬂ °
understanding of grapevine biology. viticulture and enology. Plant g.‘e’?uljnmendmiom gen es de plan tas e ’ncremen tan

biologists. viticulturists and enologists are encouraged to contribute S
their expernise and form collaborations with genetic and molecular IGGP Structure

scientists within the IGGP W‘w a romas

IGGP Home




FINALMENTE Homo sapiens

e a '] w S - L
% Beyond the Human Genome Project
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v' Desde el ano 2003 disponemos de la
secuencia completa del genoma
humano que esta compuesta por
unos 30000 genes; solo conocemos la
funcionalidad de la mitad

v’ Los genomas de todos los humanos
son practicamente identicos (99.9%

de identidad)

v' Ya conocemos que genes de nuestro
genoma se relacionan con las
sensaciones organolépticas

v' Se piensa que hay alrededor de
1000 genes relacionados con la
percepcion de aromas




NUTRIGENETICA Y NUTRIGENOMICA

v' Por nutrigenetica se definiran
mutaciones en estos genes que
muestren predisposiciones
genéticas a no detectar o
hiperdetectar aromas

v Se realizaran estudios
epidemiologicos

v' En base a ello se produciran vinos
de diseno para satisfacer
poblaciones de consumidores

v' La nutrigenomica nos permitira
mejorar las variedades de uva y
las levaduras




CONTACTO EN BIOPOLIS S.L.
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Biopolis, S.L.
Poligono La Coma s/n
46980 Paterna (Valencia)

http://www.biopolis.es

Espana

Daniel Ramon
® (+34) 96 316 02 99

EDaniel.ramon@biopolis.es




