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Biochimica della fermentazione
alcolica

* La fermentazione alcolica € un processo complesso in cui oltre alla trasformazione
degli zuccheri (glucosio e fruttosio) in etanolo e anidride carbonica altri processi
biochimici, chimici e fisico-chimici intervengono per trasformare il succo d’uva in vino.

C.H,,0, —> 2 CH,CH,OH +2CO0,

€s0so etanolo anidride carbonica

* Produzione di altri composti: alcoli superiori, esteri, glicerolo, acido succinico,
diacetile, acetoino e 2,3-butandiolo.

 Diversi lieviti partecipano al processo di fermentazione, il Saccharomyces cerevisiae
predomina per la sua elevata resistenza ad elevate concentrazioni di etanolo.



Ciclo di crescita dei lieviti
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* Se non vengono inoculati lieviti la popolazione iniziale e circa 10% cellule/mL
* Dopo inoculazione e circa 5 x 10° cellule/mL

» La fase esponenziale di crescita (107-108 cellule/mL per 3-6 gg)

* La fase semi-stazionaria puo durare da 2 a 10 gg

e Durante la fase di declino

Il successo di una fermentazione alcolica dipende dal mantenere la popolazione di lieviti
vitali a livelli sufficienti finché tutti gli zuccheri fermentabili siano stati consumati per
evitare problemi di lenta fermentazione
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Quando il lievito passa da uno stato di quiescenza a un nuovo ambiente
ricco di nutrienti: Fase di lag

Riadattamento metabolico e ripristino della cellula: viene ripristinato il livello di
ergosterolo e acidi grassi insaturi. La membrana deve tornare fluida per poter
importare nutrienti e sostenere la futura crescita. Ripristino dei ribosomi e della sintesi
proteica. Si riattivano trascrizione e traduzione per produrre trasportatori di membrana,
enzimi per la glicolisi, proteine per I'apparato respiratorio/fermentativo.

Attivazione dei sistemi di trasporto e utilizzo degli zuccheri: Il lievito inizia ad assorbire
glucosio, fruttosio, maltosio o altri zuccheri attraverso trasportatori specifici. Si attiva la
glicolisi, nella fase gli zuccheri servono al rifornimento energetico e biosintetico.
Attivazione del metabolismo energetico: A seconda dell’'ossigeno disponibile il lievito
sceglie la via energetica, in presenza di ossigeno, attiva la respirazione mitocondriale e
produce molta energia (ATP) necessaria per avviare la proliferazione. In assenza di
ossigeno (es. nei mosti saturi di CO;) si avvia gradualmente la fermentazione alcolica.
Nella fase di lag la fermentazione € ancora limitata.

Sintesi dei componenti cellulari per la divisione: amminoacidi, nucleotidi, acidi grassi,
polisaccaridi per la parete cellulare e riserve (glicogeno e trealosio). Questa fase e
fondamentale per preparare la cellula alla prima mitosi.

Attivazione delle risposte di stress: siccome il nuovo ambiente puo essere “ostile”, il
lievito attiva le HSP (proteine dello shock termico), il trealosio e il glutatione. Queste
molecole proteggono le strutture cellulari durante la fase di adattamento ai nutrimenti.



Durante la fase esponenziale il lievito:

 Consuma zuccheri molto rapidamente;

* Produce ATP ad alto ritmo (fermentazione o respirazione);
e Sidivide al massimo della velocita;

* Sintetizza grandi quantita di proteine, DNA, lipidi;

* Rimodella continuamente la parete cellulare;

e Rilascia CO,, etanolo e metaboliti aromatici;

Mostra la massima attivita metabolica in assoluto ed & la fase piu importante per la
fermentazioni del vino, birra, ecc.



Durante la fase semi-stazionaria il lievito il lievito si prepara alla fase stazionaria:

* Riduzione graduale della velocita di crescita;

* Rimodulazione del metabolismo da fermentazione a respirazione (se possibile)

e Calo della produzione di ATP, |a glicolisi rallenta;

* Riduzione della sintesi di macromolecole;

e Attivazione delle vie di sopravvivenza e stress perché la cellula percepisce condizioni
meno favorevoli e si prepara alla futura fase stazionaria, aumentando il trealosio, il
glicogeno, le proteine HSP, enzimi antiossidanti e tutti i sistemi di protezioni contro lo
stress ossidativo, etanolo, cambi osmotici, scarsita di nutrienti, ecc.

 Modifiche della parete cellulare, si ispessisce, aumentano i B-glucani e le
mannoproteine;

* Utilizzo di nutrienti alternativi se i trasportatori di zucchero sono presenti consuma
maltosio e zuccheri piu complessi. Utilizza etanolo come fonte di carbonio (solo in
aerobiosi) e inizia I'autofagia con il riciclo degli aminoacidi;

e Siaccumulano prodotti di scarto come etanolo, acidi organici, aldeidi, CO,.

Questi prodotti rallentano ulteriormente la crescita.



Durante la fase di declino il numero di cellule diminuisce perché la mortalita supera la
nascita di nuove cellule.

E il risultato dell’esaurimento dei nutrienti, delllaccumulo di sostanze tossiche e del
deterioramento cellulare.

Durante la fase stazionaria il lievito aveva accumulato trealosio, glicogeno, lipidi di riserva
e le riserve vengono completamente consumate per mantenere le funzioni vitali minime.

LUATP scende drasticamente perché non ci sono piu zuccheri disponibili e la respirazione e
la fermentazione si arrestano.

Si esauriscono i cofattori NAD*/NADH, le pompe protoniche (es. H*-ATPasi di membrana)
non possono piu mantenere il gradiente ionico e la membrana perde integrita e
permeabilita.



Fase di declino

Nella fase di declino aumenta lo stress ossidativo a causa dei ROS, ossidazione di lipidi
(lipoperossidazione), ossidazione di proteine (carbonilazione), danni al DNA. Le difese
antiossidanti (glutatione, catalasi, SOD) sono ormai insufficienti.

Perdita dell’integrita della parete e della membrana, la parete cellulare diventa meno
elastica e piu fragile, mentre la membrana plasmatica perde fluidita e selettivita e aumenta
la fuoriuscita di ioni e metaboliti fino alla lisi cellulare.

Attivazione di autofagia e catabolismo interno, per sopravvivere il piu possibile, la cellula
ricicla organelli danneggiati, proteine aggregate, lipidi della membrana, ecc.

'etanolo accumulato diventa tossico, le aldeidi (acetaldeide) danneggiano le proteine e le
membrane, il pH scende aumentando lo stress acido.

Questi fattori accelerano la morte cellulare e la popolazione cellulare diminuisce
drasticamente.



Sugar [g/L]

Evoluzione  degli  zuccheri  durante Ia

fermentazione.

Il lievito non assorbe glucosio e fruttosio allo
stesso modo. Nella fase iniziale della
fermentazione del mosto, le cellule di
Saccharomyces cerevisiae si dividono attivamente
e consumano zuccheri per sostenere la crescita e
la sintesi di nuove biomolecole.
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Chapter 8, Carbohydrate Metabolism in Wine Yeasts. Rosaura Rodi
Microorganisms on Grapes, in Must and in Wine.

icio and Jurgen J. Heinisch. Springer International Publishing AG 2017. H. Konig et al. (eds.), Biology of

Ethanol [g/L]

I consumo di glucosio inizia
immediatamente ed e generalmente
piu rapido rispetto a quello del
fruttosio, poiché il lievito possiede
trasportatori con maggiore affinita per
il  glucosio. Di conseguenza, |la
concentrazione esterna di fruttosio
pudo temporaneamente aumentare
durante la fermentazione.

Con l'avanzare della fermentazione, la

produzione di etanolo aumenta
progressivamente come prodotto
principale della fermentazione
alcolica, mentre il consumo di
zuccheri residui e di altri nutrienti
rallenta. Durante questa fase si

osserva anche un lieve abbassamento
del pH, dovuto principalmente
alllaccumulo di etanolo e di acidi
organici secondari, come acido
succinico e acido citrico residui,
prodotti dal metabolismo secondario
del lievito e dalla degradazione di
componenti del mosto.



| lieviti (microrganismi anaerobi facoltativi)
possono consumare zuccheri utilizzando due
differenti vie metaboliche:
Respirazione e Fermentazione

l l

30 0 32 ATP 2 ATP

Entrambi i processi iniziano con la glicolisi per
generare piruvato come prodotto finale.

Fermentazione: Il piruvato pud essere
trasformato in acetaldeide e anidride carbonica,
I'acetaldeide e ridotta ad etanolo.

Respirazione: il piruvato puo essere trasformato
in acetil-CoA e anidride carbonica. L'acetil-CoA
puo essere incorporato nel ciclo di Krebs,
trasformandosi in CO, e producendo diverse
molecole di coenzimi ridotti. | coenzimi ridotti
prodotti dal ciclo di Krebs, e anche dalla glicolisi,
vengono successivamente riossidati nella catena
respiratoria, per ridurre I'O, in H,O.

Fermentazione e respirazione
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La respirazione € un processo piu vantaggioso per i lieviti in termini di energia ma necessita di
ossigeno ed e inibito da alte concentrazioni di zuccheri.
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Effetto Pasteur

L'effetto Pasteur e il fenomeno per cui la presenza di ossigeno inibisce la fermentazione nel
lievito Saccharomyces cerevisiae.

Quando il lievito ha ossigeno a disposizione, smette di fermentare (di produrre etanolo) e
passa alla respirazione aerobica.

La fermentazione serve per:

* rigenerare il NAD* (necessario alla glicolisi)

e produrre poco ATP in assenza di ossigeno

Quando c’e ossigeno, il lievito puo:

Puo ossidare completamente il glucosio nei mitocondri ottenendo molta piu energia per ogni
molecola di glucosio. La respirazione &€ molto piu energetica:

* la cellula riduce la velocita della glicolisi (meno bisogno di produrre ATP “in fretta”)

e diminuisce la produzione di piruvato e si ferma la fermentazione alcolica.
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Effetto Crabtree

Si verifica quando il lievito, trovandosi in
presenza di ossigeno, fermenta il glucosio
producendo etanolo e CO,, invece di utilizzare
completamente la respirazione cellulare.

Quando la concentrazione di glucosio € molto
alta (superiore a 1 o 3 g/L), il S. cerevisiae
"sceglie" la via della fermentazione anche in
presenza di O, e converte parte del glucosio in
etanolo e CO,

E un meccanismo di regolazione metabolica.

Quando c’e tanto zucchero, il lievito:

e aumenta enormemente la velocita della
glicolisi,

* accumula intermedi metabolici,

* e inibisce (a livello di regolazione genica ed
enzimatica) la respirazione mitocondriale.

Nucleus

Secretory

;s Endoplasmic
vesicles

reticulum

Fat

Mitochondrion
globule

Vacuole

membrane

Graeme M Walker, and Graham G Stewart. 2016. Saccharomyces
cerevisiae in the Production of Fermented Beverages. Beverages 2, 30

Il lievito preferisce una via piu veloce ma meno efficiente per produrre energia
(fermentazione), invece di una via lenta ma piu redditizia (respirazione).
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Altre fonti di c\/

Concentrazioni di piruvato

GLUCONEOGENESI

Basse concentrazioni di piruvato: la glicolisi
e lenta e il piruvato e scarso. La PDH ha alta
affinita (basso Km) per il piruvato, quindi
anche piccole quantita di piruvato vengono
convertite in  acetil-CoA. Il  flusso
preferenziale e la respirazione aerobica, con
produzione di ATP efficiente.

La piruvato decarbossilasi (PDC) &€ meno
attiva perché non e saturata e richiede
piruvato piu alto per raggiungere velocita
massima.

Glucosio

H
glicolisi
v

MADH/H*

PDC

Piruvato

| ——

Acetil-CoA

RESPIRAZIONE J\]

Ciclo TCA

Respirazione

ATP

Alte concentrazioni di piruvato: |a glicolisi e rapida e il piruvato & abbondante.
La PDC ha Vmax maggiore e viene saturata, diventando la via preferenziale. Il flusso del

carbonio va verso la formazione di etanolo.

ETANOLO

NAD'
ADH

Acetaldeide

complesso PDH
AldDH

Acetato

- |

Acetil-CoA

biosintesi 4J

Inoltre, l'alta concentrazione di piruvato segnala abbondanza di zuccheri con l'effetto
Crabtree. Con piruvato alto la fermentazione e predominante.
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Effetto Pasteur vs Effetto Crabtree

|'effetto Pasteur consiste nella soppressione della fermentazione alcolica
in presenza di ossigeno. Questo avviene perché I'ATP prodotto dalla
fosforilazione ossidativa inibisce la PFK1 (enzima centrale della glicolisi),
rallentando la glicolisi e anche |la fermentazione (meno piruvato formato)
e I'ingresso di zuccheri nella cellula.

Con poco glucosio la glicolisi e lenta, produce poco piruvato, ma l'acetil-
CoA formato dalla PDH entra nella respirazione e forma molto ATP, questo
inibisce la PFK1 e |a glicolisi sara ancora piu lenta e anche la fermentazione
e quasi nulla. Il lievito sopravvive quando c’€ poco glucosio ma molto
ossigeno perché usa la respirazione con le fonti di carbonio disponibili
(etanolo, glicerolo, acidi organici); la respirazione &€ molto efficiente, basta
poco carbonio a mantenere alto il livello di I’ATP.



Effetto Pasteur vs Effetto Crabtree

'effetto Crabtree riguarda lieviti come Saccharomyces cerevisiae, in cui alte
concentrazioni di glucosio promuovono la fermentazione aerobica, anche in
presenza di ossigeno, reprimendo |'espressione dei geni respiratori. In queste
condizioni, la glicolisi procede ad alta velocita grazie all'abbondanza di glucosio
e alla forte richiesta di ATP e metaboliti per la crescita. UATP prodotto durante
la fermentazione puo esercitare una inibizione allosterica parziale sulla PFK-1
(non viene spenta, viene solo modulata), ma la velocita complessiva della
glicolisi rimane elevata. La fermentazione e quindi favorita sia per smaltire
rapidamente il glucosio sia per rigenerare NAD" necessario al mantenimento
del flusso glicolitico.

La scelta tra respirazione e fermentazione dipende anche dal piruvato: a basse
concentrazioni, la PDH predomina e favorisce la respirazione;, a elevate
concentrazioni, la PDC ha una Vmax maggiore e devia il flusso carbonioso verso
I’etanolo.



Collegamento tra bypass della PDH
e effetti Pasteur/Crabtree

e Effetto Crabtree:

In presenza di alte concentrazioni di
glucosio, l'eccesso di piruvato
favorisce [l'attivazione del bypass
della  PDH, con conseguente
produzione di acetil-CoA nel
citoplasma e fermentazione anche
in condizioni aerobiche (presenza di
0,).

e Effetto Pasteur:

Quando le concentrazioni di
zuccheri sono basse, lossigeno
viene utilizzato principalmente nella
respirazione mitocondriale e il
bypass della PDH risulta meno
attivo.

oxaloacetate _ | Pyruvate —» acetaldehyde 4—6-. ethanol
L~

5 R
\ 3
1
PDH-bypass
B A:} {:Bj'_ ‘ acetate
T ' ! 4
/ TcAcycls Y AcetTyl CoA :;_;
\\.5______;_,x .C/ Acetyl CoA
Mitochondria 5 Cytosol

1 complesso piruvato deidrogenasi

2 Piruvato decarbossilasi (PDC), che converte il piruvato in acetaldeide;

3 Acetaldeide deidrogenasi (ALD), che converte I'acetaldeide in acetato;
4Acetil-CoA sintetasi (ACS), che converte I'acetato in acetil-CoA citosolico.
5 piruvato carbossilasi

6 alcol deidrogenasi

A) recettore mitocondriale ossalacetato/malato

B) recettore mitocondriale piruvato



Conclusioni Pasteur vs Effetto
Crabtree

|'effetto Pasteur ¢ la soppressione della fermentazione alcolica in presenza di ossigeno nel mezzo
di coltura. La spiegazione principale dell’effetto Pasteur risiede nel controllo della glicolisi da parte
dell’ATP: I’ATP prodotto dalla fosforilazione ossidativa inibisce la PFK1, causando I'accumulo di esosi
fosforilati, il rallentamento del trasporto degli zuccheri attraverso la membrana e, di conseguenza,
il rallentamento della glicolisi.

La fermentazione aerobica nei lieviti € invece nota come effetto Crabtree. Nel Saccharomyces
cerevisiae, alte concentrazioni di zuccheri, in particolare glucosio, determinano un’inibizione degli
enzimi respiratori, favorendo la fermentazione anche in presenza di ossigeno.

La regolazione tra respirazione e fermentazione dipende anche dalla disponibilita di piruvato. A
basse concentrazioni di piruvato, tipiche di una glicolisi lenta, predomina la respirazione, poiché la
PDH ha maggiore affinita per il piruvato. Al contrario, a elevate concentrazioni di piruvato, la PDC,
caratterizzata da una Vmax superiore, tende a saturare il bypass PDH e a deviare il flusso
carbonioso verso la produzione di etanolo.

Inoltre, ad alte concentrazioni di zucchero comportano un aumento di ATP che contribuisce
all’effetto Crabtree inibendo parzialmente la PFK1, rallentando la conversione del fruttosio-6-
fosfato in fruttosio-1,6-bisfosfato e partecipando al controllo globale del flusso glicolitico e della
fermentazione aerobica. La PFK1 riduce leggermente il flusso, ma non abbastanza da spegnere la
fermentazione, la rigenerazione del NAD* & essenziale per mantenere attiva la fermentazione.



Classificazione dei lieviti vinari secondo la modalita di fermentazione

Physiological categories of wine yeasts

Mode of fermentation

Crabtree-positive

Crabtree-negative

Saccharomyces cerevisiae

Hanseniaspora uvarum

Zygosaccharomyces bailii

Pichia anomala

Brettanomyces intermedius

Candida urtilis

Torulopsis glabrata

Hansenula neofermentans

Hanseniaspora guilliermondii

Kluyveromyces marxianus®

Candida stellara

Debaryomyces hansenii

Metschnikowa pulcherrima

Torulaspora delbrueckii

Chapter 8, Carbohydrate Metabolism in Wine Yeasts. Rosaura Rodicio and Jurgen J. Heinisch.
Springer International Publishing AG 2017. H. Konig et al. (eds.), Biology of Microorganisms on

Grapes, in Must and in Wine.
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Vie metaboliche attive durante la fermentazione

Glicolisi: tutti gli enzimi sono attivi, anche la Piruvato Yeast
decarbossilasi (PDC) e I'Alcool deidrogenasi (ADH)

. . . . . . g . Glucose
| ciclo di Krebs non funziona in maniera significativa Overexpressed
, . ] . . . . . * HK Insensitive to GGP-

perché il piruvato viene convertito principalmente in A mediated inhibition
etanolo invece che in acetil-CoA. phosphage Cytoplasm
Enzimi chiave del ciclo come: Fructose 6-phosphate .

] . . Overactive. High levels
* Citrato sintasi v PFK 4 of one of its allosteric
e Aconitasi Fructose 1,6-biphosphate |  activators (F26bP)
* |socitrato deidrogenasi Pvrate. PDC _qr-Gverexpres_sed and
e a-chetoglutarato deidrogenasi y . overactive
* Succinil-CoA sintetasi Acslakishyda
e Succinate deidrogenasi l Heesensnd expression

: PDH of the E3 subunit. . .

* Fumarasi Inhibted byan  Mitochondrial
* Malato deid rogena Si Acetyl-CoA overexpressed PDHK matrix
sono quasi inattivi, perché non arriva sufficiente 'l’

. . + . Citrate .
piruvato/acetil-CoA e NAD necessario  per Respiratory
I'ossidazione. f‘ gﬁgﬁ chain;

Catena respiratoria e fosforilazione ossidativa Fumarate ¥ ComplexIv {Decfﬂﬂsed expression
e . . . Y Succinate
Enzimi della catena di trasporto degli elettroni SDH

(Complessi I-1V) e la ATP sintasi sono anch’essi quasi ATP synthase {Decreased levels
inattivi. NADH generato dalla glicolisi non entra nella pecreased expression

catena respiratoria, ma viene ossidato tramite Ia

fermentazione a etanolo. B e Cotie e on o o

Biophysica Acta (BBA) — Bioenergetics Volume 1807, Issue 6, June 2011, Pages 568-
576.



Tabella riassuntiva degli enzimi del TCA nel lievito durante la fermentazione

Enzima del TCA

Reazione

Stato durante la
fermentazione

note

Citrato sintasi
Aconitasi

Isocitrato deidrogenasi
(NAD*-dipendente)
o-Chetoglutarato

deidrogenasi

Succinil-CoA sintetasi

Succinate deidrogenasi

Fumarasi

Malato deidrogenasi
(mitocondriale)

Acetil-CoA + OAA >
Citrato
Citrato €= Isocitrato

Isocitrato - a-
chetoglutarato
a-KG = Succinil-CoA

Succinil-CoA >
Succinato

Succinato - Fumarato

Fumarato* <> Malato

Malato < OAA

Parzialmente attivo

Parzialmente attiva

attiva

inattiva

inattiva

inattiva

attiva

attiva

Produce citrato per
funzioni biosintetiche
Necessaria per arrivare
alla sintesi
dell’isocitrato

Punto chiave: produce
a-KG per aminoacidi
Fortemente inibita in
assenza di O,; richiede
NAD*

Non funziona perché
manca substrato
(succinil-CoA)

Parte della catena
respiratoria si ferma
senza O,

Supporta reazioni
anaplerotiche/redox
Regola NADH/NAD* e
produce OAA per
biosintesi

Argininosuccinato liasi
*Il fumarato deriva dalla sintesi dell’arginina : Argininosuccinato

- Arginina + Fumarato



Durante la fermentazione il ciclo di Krebs nel lievito non funziona come ciclo completo, perché
molti enzimi sono inattivi e non c’e ossigeno per la catena respiratoria, il mitocondrio puo
comunque usare l'acetil-CoA per formare alcuni intermedi, soprattutto per la sintesi di
precursori metabolici (funzioni anaplerotiche), senza ossidarlo completamente a CO,.

Possibili destinazioni dell’acetil-CoA mitocondriale tramite bypass della PDH:
Sintesi di citrato
Acetil-CoA + ossalacetato - citrato (citrato sintasi)
La citrato sintasi puo funzionare anche in modo limitato durante fermentazione.
Produzione di a-chetoglutarato
Il ciclo puo formare a-chetoglutarato dall’isocitrato (isocitrato deidrogenasi € un enzima
ancora attivo); I’ a-chetoglutarato € necessario per sintetizzare glutammato e altri
aminoacidi. Formazione parziale di succinato, fumarato e malato significativo.
Altri intermedi
Formazione parziale di succinato, fumarato e malato possono formarsi parzialmente,
soprattutto per bilanciare NADH/NAD* o come precursori biosintetici. Infatti, La malato
deidrogenasi catalizza la reazione di ossido-riduzione tra malato e ossalacetato,
generando o consumando NADH/NAD®*. La fumarasi riconverte il fumarato in malato.
Questi passaggi aiutano a mantenere il bilancio redox della cellula, ossidando NADH in
NAD™ o viceversa, condizione essenziale perché la glicolisi continui a produrre ATP.
Conclusioni:
L'acetil-CoA non viene ossidato completamente a CO,, non serve per produrre energia via
TCA/catena di trasporto e. Serve invece a generare metaboliti chiave come il citrato, a-
chetoglutarato, malato, ecc. Alcuni intermedi possono essere trasportati nel citoplasma per
biosintesi di lipidi o zuccheri.



) ) Glicolisi
Fermentazione alcolica

Fructose- 1,6-biphosphate

Il potere riducente del NADH, prodotto dalla o
glicolisi, deve essere trasferito a un accettore di
. . -—'-'-’-- -“"b_
elettroni per rigenerare NAD*. -— e—
cl‘nzty® f”:‘*@?
CHs €=0 Trions phospheie CHOH
CH,OH CH-OH B CH,OH
Etanolo Dihydrooxyacetone phosphate Glyceraldehyde-3-phosphate
1 96 % 49
» NAD* /Pi
| Alcol deidrogenasi Gliceraldeide
3-P deidrogenasi
NADH + H*
Nella fermentazione alcolica, cH:0-®
I'accettore di elettroni non e CHs CHOH
piruvato ma l'acetaldeide. CHO coo-®
acetaldeide I-R-himl\ﬁm)g]}'ct‘fﬂlc
CO, ADP
Piruvato decarbossilasi oot
kinase
ATP
%‘Ih Pynavate kinase ([“: Enolase (I.”:O“ Fonpiagiycere (I‘H:D—®
go < ?() ® "7_ CHO-P) o mulase cl‘nou
coo- ATP ADP ¢oo H0 CO0 COO
Phosphoenol 2-phosphoglycerate 3-phosphoglycerate
Piruvato p_\'rr:n';c phosphoglycers Prosgogiyous

Glycolysis and alcoholic fermentation pathway
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Enzimi coinvolti nella fermentazione

* La piruvato decarbossilasi € un enzima tetramerico formato da quattro subunita
identiche (omotetramero).

Ogni subunita ha un sito attivo che lega il cofattore tiamina pirofosfato (TPP) e
catalizza la decarbossilazione del piruvato. Nei lieviti Saccharomyces cerevisiae ci
sono piu isoforme di PDC.

* Lalcol deidrogenasi € un enzima formato da quattro subunita identiche
(omotetramero). Ogni subunita contiene siti per legare il coenzima NAD*/NADH e
il substrato (acetaldeide o alcol).

Esistono diverse isoforme di ADH, con funzioni differenti (ADH1 e la principale in
fermentazione).



Il meccanismo di reazione della piruvato decarbossilasi

o R R
| \t*  cm N
. . ( _(}— \ - 3 \ -
Fermentazione alcolica s | Ml |
_ Y= 4__)/’ Q < H—C
Piruvato s R’ Y S -
(11_= H*
Piruvato Piruvato TPP (forma intermedia)

decarbossjlasi

\ 0
Acetaldeide )J\ N.__CHs
V4
HyC 7 H + = |
ADH ’ T \I

Etanolo i

CH,

Idrossietitiamina ( U:-
pirofosfato
Protonazione
3 del carbanione
I
m l§ Ii
+ -
1O N CH, 1O N
o | Sl e |
1____.-—‘\\ ,’___,_.-*\
HC SR HAC S

Carbanione stabilizzato dalla risonanza

(acetaldeide attivata)

Attacco nucleofilo
del carbanione della
TPP sul carbonio
carbonilico del
piruvato

Rilascio di CO,

Formazione di
un carbanione
stabilizzato per
risonanza
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Reazione catalizzata dall’alcol deidrogenasi

Acetaldeide H
C=0--Zn?

O Alcol
deidrogenasi

Lo Zn?* del sito attivo polarizza 'ossigeno car-
H* bonilico dell’acetaldeide, consentendo

\ il trasferimento di uno ione idruro (in rosa)
dal NADH. Lintermedio ridotto acquista un

O
H / -

S C\ |
| NH, + CHy— (lj —OH
+
1\|J H
R Etanolo

protone dal mezzo (in blu) per formare etanolo.
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Fermentazione gliceropiruvica

Glucose
+ fructose
LOF Fi
3 LGP ghusaas

S Y- e iy
e *EEE1 phomphe s
AT =] HiH1
AT

HADE-  WADPH
Ay MADPH HO G,
Goms o f Fohosste  # _ ephospo-l Mlissioe-s
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| i
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ADP~ Py
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Hugh D. Goold et al., Yeast's balancing act between ethanol
and glycerol production in low-alcohol Wines. Microbial
Biotechnology, 2017.d0i:10.1111/1751-7915.12488

A schemalic epresentation o carbon metabolism in wine yeast, nclding gycolysie, perfose phosphale patfvway and Iricaromylic ackd 26
(TCA) cyde.



All'inizio della vinificazione, i lieviti hanno
bisogno di molti substrati per crescere. La
moltiplicazione cellulare implica una forte
attivita della biosintesi delle proteine,
lipidi, nucleotidi, e la maggior parte di
gueste molecole sono sintetizzate
utilizzando piruvato come substrato. Ogni
volta che una molecola di piruvato e
utilizzata anabolicamente si produce un
deficit di NAD* che deve essere recuperato
dalla via gliceropiruvica.

la ricostituzione del NAD* avviene
attraverso la riduzione del
diidrossiacetone fosfato a glicerolo 3-
fosfato con produzione finale di glicerolo.
Questo meccanismo consente il
riequilibrio del potenziale redox
intracellulare e mantiene il rapporto tra
NAD*/NADH a livello ottimale.

La produzione di glicerolo consuma ATP.

Fermentazione gliceropiruvica

Grape juice

D-Glucose @ D-Glucose

D-Fructose } {D— Fructose }
:Cj ATP Cytoplasme
i 2ADP +2Pi

-

Dihydoxyacetone
phosphate

Glycerol 3-phospl

dehydrogenase

NADH + H

v
Glycerol-3-phosphate

1,3-diphosphoglycerate
1

Glycerol 3-phosphate

phosphatase

k4
GIYCerol 4 seeseefeeass Glycerol

Other
metabolites

biosintesi di
proteine, lipidi,
nucleotidi, ecc

Fig. 1.5 Glyceropyruvic fermentation
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Glicolisi

Fructose 1,6-biphosphate

aldolase

( trioso fostato isomerasi w

Dihydroxyacetone phosphate — Glyceraldehyde-3-phosphate

Pl
glicerolo-3- / NAD* gliceraldeide3-
fosfato fosfato
deidrogenasi \-4— NADH, H* deidrogenasi

Y
Glycerol-3-phosphate 1,3-Biphosphoglycerate
| 2ADP
- \ fosfatasi
H.PO4 <JV | >~—>-2ATP
' Y
Glycerol Pyruvate

Secondary products
(xe-ketoglutaric acid, succinic acid,
butanediol, diacetyl, etc.)

Glyceropyruvic fermentation pathway

Fermentazione gliceropiruvica

Il diidrossiacetone-1-fosfato, prodotto
dall’aldolase, pu0O essere ossidato a
glicerolo-3-fosfato dall'enzima glicerolo-
3-fosfato deidrogenasi che diventa
I'accettore finale dell'elettrone.

Nella fermentazione gliceropiruvica,
vengono prodotte solo due molecole di
ATP per ciascuna molecola di zucchero
consumata. L'ATP e necessario ad
attivare il glucosio nella prima fase della
glicolisi. La fermentazione gliceropiruvica
e utilizzata dai lieviti per consentire il
riequilibrio del potenziale redox
intracellulare  (ovvero  mantiene il
rapporto tra NAD*/NADH a livello
ottimale).

Dalla fermentazione gliceropiruvica, il guadagno netto in ATP & nullo,
non fornisce biologicamente energia assimilabile per i lieviti. 28



La produzione di glicerolo nel lievito
e probabilmente innescata da due
meccanismi:

Bilancio redox: consente di
ossidare NADH a NAD* quando la
via alcolica non e sufficiente o
guando la produzione di etanolo
e limitata.

Osmoregolazione: I'alto
contenuto di zucchero iniziale nel
mosto  provoca uno  stress
osmotico, cosi i lieviti producono
glicerolo come osmoprotettore
per bilanciare la pressione interna
ed esterna, evitando la
disidratazione cellulare.

zucchero

-

Il glicerolo viene prodotto quando c’e eccesso di NADH rispetto alla capacita della
fermentazione alcolica di rigenerare NAD*. Il glicerolo puo entrare/uscire nella cellula tramite
trasportatori specifici come FPS1 nei lieviti.

[

glycolysis

A

dihydroxy- el glyceraldehyde-

complex

acetone- I 3-phosphate
phosphate | Tpil acetyl-CoA
gs:; | l l lipid synthesis 0\
glycerol- pyruvate = cetaldehyde Acs2 |

3-phosphate

Pdet |
Gpp1 |
Gpp2 " ande |
cytosal

i_ﬂ!ceml ] ethanol te
plasma * N
membrane
| i cell wall l
el | Gupl I
medium glycerol Gupl | ethanol acetate

Modificato da: Chapter 8, Carbohydrate Metabolism in Wine Yeasts. Rosaura Rodicio and Jurgen J. Heinisch. Springer g
International Publishing AG 2017. H. Konig et al. (eds.), Biology of Microorganisms on Grapes, in Must and in Wine.



Nel Saccharomyces sono stati identificati
alcuni percorsi diversi per il catabolismo del
glicerolo:

1) Il glicerolo puo essere fosforilato dalla
glicerolo chinasi (Gutlp) e il glicerolo-3-
fosfato formato entra nel metabolismo
centrale della cellula sottoforma di
deiidrossiacetone fosfato (Gut2p).

2) Il glicerolo 3-fosfato puo formarsi dal
diidrossiacetone fosfato dalla glicerolo 3-
fosfato  deidrogenasi NADH-dipendente

(Gpd1p/2p).

3) Il glicerolo puo diventare diidrossiacetone
dalla  glicerolo  deidrogenasi  NAD(P)-
dipendente (Geylp e Yprip) e
successivamente fosforilato a
diidrossiacetone fosfato dalla
diidrossiacetone chinasi.

Anna-Karin Pahlman, The Yeast Glycerol 3-Phosphatases Gpplp and Gpp2p Are Required for Glycerol Biosynthesis and
Differentially Involved in the Cellular Responses to Osmotic, Anaerobic, and Oxidative Stress. The Journal of Biological
Chemistry. Vol. 276, No. 5, Issue of February 2, pp. 3555-3563, 2001

Catabolismo del glicerolo

Glycolytic
Glycero- Syitem
lipids :
\ 1 Gutzp l
2
G3p < ~— DHAP «—» GAP
{}gpdm NADH | l
opalp Gutip pdep 2 | Dakip
ShEe 1 | | Dak2p +
Gupip I .
Gup2p 3 i 4
+— GLYCEROL {:,:n-\—\:: DHA
cpp Geylp 1
Yprip NAD(PJH

Scheme of the pathways involved in glycerol
metabolism in S. cerevisiae

Gut2p: glicerolo 3-fosfato deidrogenasi mitocondriale, FAD-dipendente
Gpplp/2p: glicerolo 3-fosfatasi

Gutlp: glicerolo chinasi

Gpd1p/2p: glicerolo 3-fosfato deidrogenasi, NADH-dipendente
Dak1/2p: diidrossiacetone chinasi

Gceylp and Yprlp: glicerolo deidrogenasi NAD(P)H dipendente
Guplp/2p: proteina canale per il glicerolo

GAP: gliceraldeide 3-fosfato



Problemi nella fermentazione

Una fermentazione alcolica € considerata finita, quando nel vino si riscontra una
concentrazione di zuccheri inferiore allo 0,4% (4 g/L, glucosio + fruttosio); anche se
solitamente, nella pratica di cantina gli zuccheri residui a fermentazione completa sono

al di sotto dei 2 g/L.

Diversi fattori hanno un impatto sulla velocita di fermentazione e possono portare a
fermentazioni incomplete:

e Carenza di nutrienti

* Tossicita da etanolo

* Temperature estreme (alte e basse)
* Residui di insetticidi e antiparassitari
 Competizione microbica




Fluidita della membrana: uneccessiva fluidita o rigidita

impedisce il corretto funzionamento dei sistemi di trasporto cellulare.

La fluidita della membrana plasmatica € notevolmente influenzata dalla temperatura e
dalla concentrazione di etanolo.

Durante la fermentazione alcolica avvengono cambiamenti molto importanti
nell'ambiente del lievito. La concentrazione di etanolo aumenta progressivamente e i
lieviti devono adattare le loro membrane plasmatiche a questo nuovo ambiente
aggressivo.

LUetanolo ha un impatto sulle funzionalita delle membrane, attraverso le interazioni
polari e legami idrogeno con le teste polari dei fosfolipidi e le proteine integrali di
membrana.



Stress da etanolo nel Saccharomyces

@
=~ ethanol thanol . thanol .
-~ ethano ethano __0; HZO ethano *0“
Phospholipids > Membrane proteins> > iz >
o & o Sterols g J o 60 d a Glycolipids el

__ Lipid bilayer

Modificato da: Characterization and Role of Sterols in
Sacchal isi; ring White Wine Alcoholic

L'etanolo € un solvente polare piccolo che si inserisce tra i fosfolipidi della membrana e riduce
le interazioni tra catene lipidiche, aumentando la fluidita della membrana. Una maggiore
fluidita puo alterare la funzione di proteine di membrana, inclusi trasportatori di zuccheri e
protoni. Le membrane piu fluide diventano piu permeabili a protoni e ioni, provocando la
perdita del gradiente protonico (H*) essenziale per sintesi di ATP e trasporto attivo e piccoli
metaboliti dalla cellula. Letanolo pud promuovere danno ossidativo ai lipidi della membrana

(perossidazione lipidica). Questo peggiora la rigidita locale e la permeabilita della membrana.
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Per compensare i lieviti:

Aumentano la sintesi di steroli (ergosterolo): stabilizza I|a
membrana e riduce eccessiva fluidita.

Modificano il rapporto acidi grassi saturi (palmitico e stearico ) e
insaturi (palmitoleico e oleico). Molti insaturi aumentano la
fluidita, piu saturi o steroli stabilizzano la membrana, bilanciando
I'effetto fluidificante dell’etanolo.

Produzione di glicerolo e altri soluti compatibili: protegge la
membrana e previene danni osmotici.



Fluidita della membrana

Con una fermentazione piu lenta e
fredda (temperature di circa 12-18 °C).
la membrana sara inizialmente meno
fluida.

Lo stress da etanolo progressivo portera
ai lieviti ad aumentare gradualmente
I’ergosterolo e la saturazione dei lipidi.
Con aumento moderato di acidi grassi
saturi  (palmitico (C16:0), stearico
(C18:0))

Produzione di glicerolo piu contenuta
rispetto al rosso (per compensare
I'osmolarita).




Fluidita della membrana

Nei vini rossi, la fermentazione spesso avviene a
temperature piu alte (20-28 °C) rispetto ai vini
bianchi (12-18 °C). Inoltre, i mosti rossi tendono
ad avere concentrazioni di zuccheri iniziali piu
elevate.

Maggiore e lo stress da etanolo perché a

temperature piu alte la membrana e gia piu

fluida, e la produzione di etanolo peggiora

I'effetto fluidificante, aumentando permeabilita e

rischio di danni.

Maggiore e lo stress osmotico, gli zuccheri piu alti

aumentano l'osmolarita del mosto, richiedendo ai

lieviti di accumulare glicerolo o altri soluti
compatibili per proteggere la membrana.

Le membrane devono resistere a fluidizzazione

piu marcata, con maggiore produzione di:

* Steroli (stabilizzano e limitano perdita di
protoni).

* Acidi grassi saturi (palmitico (C16:0), stearico
(C18:0) stabilizzano la struttura.

« Acidi grassi insaturi (Cl16:1, (C18:1)
mantengono la fluidita minima per le funzioni
enzimatiche e trasporto.

* Glicerolo (per protezione osmotica).




. ]

* Gli aromi dei vini possono essere
distinti in tre categorie:

* Primari: provenienti dall’'uva e
dal suo grado di maturazione

e Secondari: provenienti
dall’attivita fermentativa prodotta
dai lieviti o batteri lattici.

* Terziari: provenienti
dall’invecchiamento del vino

AROMI PRIMARI

FRUTTA

"R XN

pera, pesca, ciliegia, fragola...

ERBE
™ P

prezzemaolo, menta, alloro,
erba tagliata...

FIORI

- &
Ql% 1" ff $

aelsomino, rosa, caprifoglio,

viola...

AROMI SECONDARI

LIEVITO

APV O
pane, formagagio, funghi,
birra...

~ )
% & o O
garofano, cannella, pepe
nero, bacon...

MALOLATTICA

Al m§

nocciola, panna, burro,
cioccolato...

AROMI TERZIARI

OSSIDAZIONE

TPEL® &

nocciola, mandorle, noci..

MATURAZIONE IN LEGNO

o

cannella, vaniglia, speziato..,

ALTRO INVECCHIAMENTO

& ot >

nocciole, caramello, pane..

https://cartizzepdc.com/it/blog/profumi-sentori-aromi-vino/
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Precursori aromatici e sviluppo degli aromi nel vino
Glutathionyl
and cysteinyl
DMS  precursors
Glutathionyl DMS precursors bucgal
and cysteinyl precursors "rime enz¥mes
precursors ‘
i Wine
Fatty acids + Glzcomdes .
enzymatic/cat Grape Free © larorrlla varietal
alytic systems Aroma nplelHerl aroma
Glycosides of ﬁme" M k‘fime
Strecker &
; . precursors of & efizymes .
amino acids aroma G|VCOSidES Precursors
Other molecules of aroma of aroma
precursors molecules molecules
P time

. R . Glycosides of
Ferreira V, Lopez R. The Actual and Potential Aroma of
Winemaking Grapes. Biomolecules. 2019 Dec 3;9(12):818 precursors of
aroma molecules

| precursori aromatici, sostanze inodore il cui aroma viene liberato nel corso della fermentazione
alcolica, sono: glicosidi, glutatione-S-coniugati, cisteina-S- coniugati, dimetil solfuro (DMS) e altre
molecole non volatili.

La produzione di composti aromatici da parte del lievito, soprattutto esteri, dipende dalla quantita
di azoto prontamente assimilabile presente nel mosto, sotto forma amminica e ammoniacale. Il
fabbisogno di azoto dipende dal ceppo considerato, ma anche dalla concentrazione iniziale degli
zuccheri nel mosto.

Al lievito servono circa 180-210 mg/L di azoto assimilabile presenti nel mosto per produrre un vino
con una gradazione alcolica di 13-14%. 38



Sottoprodotti della
fermentazione alcolica:
diacetile, acetoino e 2,3

butandiolo

Diacetile

Grape juice

Diacetyle NADH

+
/ \QW
Sugars
1
1

I Acetolactate

Sugars

[ T ™ Acetoing  sesed =@ Acetoino
v/ NADH
Ethanal s=sjseeee - Ethanal «— Pyruvate K:+ H*
‘\ NAD™
N\ 2,3-Butanediol - »  2,3-butandiolo

Amino acid

Nuweeaaspente Other acids

...;.....-..--.-..

Acetic Acetic - Keto acide ="
acid e acid "'. A ¥ o "‘--.____‘* Higher  [...... . Higher
- pelyl-oo alcohols alcohols
Ethanol -
................. - Esters

Succinic
acid

Succinic
acid
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Sottoprodotti della fermentazione alcolica

Diacetile (2,3-butanedione): € un composto carbonilico molto reattivo e volatile. Si forma
principalmente come prodotto secondario dalla fermentazione del piruvato. La sua
biosintesi avviene per decarbossilazione ossidativa del a-acetolattato, un intermedio della
biosintesi di valina e leucina.

acetolattato sintetasi ossidazione spontanea o enzimatica

Piruvato - a-acetolattato - Diacetile

Acetoino (3-idrossi-2-butanone): deriva dalla riduzione del diacetile tramite un enzima
diacetil reduttasi. E meno volatile del diacetile.

Diacetil reduttasi

Diacetile + NADH + H* —  Acetoino + NAD*

2,3-Butandiolo: deriva dall’ulteriore riduzione dell’acetoino tramite I'enzima acetoin
reduttasi. E un composto piu stabile e poco volatile, responsabile di aroma piu dolce.

Acetoin reduttasi

Acetoino + NADH + H* - 2,3-butandiolo + NAD*



Importanza metabolica della riduzione di diacetile ad acetoino e
poi a 2,3-butandiolo

NAD* + 2H"+2e=—NADH NAD* + 2H +2e—»NADH

CH, CH, CH,
i | |
CH=OH C=0 C=0

= ————— =
= | = |

J‘I[—(]H W CH—OH C=0
c|'| Iy ) (|‘H; ) (l'H :
NADH +2H"+2¢=» NAD* NADH + 2H"+2e¢=» NAD*
2,3 butandiolo Acetoino Diacetile

Oxidation—=reduction balances of 2-3-butanediol

La riduzione di diacetile ad acetoino e poi a 2,3-butandiolo utilizza NADH, ossidandolo a
NAD*.

Questo processo aiuta a rigenerare NAD*, essenziale per mantenere attiva la glicolisi e altri
processi metabolici.

In condizioni in cui I'ossigeno & limitato o la respirazione e rallentata, questa via alternativa
permette di bilanciare il rapporto NADH/NAD*, evitando accumuli eccessivi di NADH.
Quindi, la conversione reversibile di questi composti € un meccanismo per mantenere
I'omeostasi redox cellulare.
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Sottoprodotti della fermentazione alcolica

. Diacetyle

Etanale (acetaldeide): intermedio Grape juice
della fermentazione, deriva dalla Diacew.;""mg“
decarbossilazione del piruvato, ridotto Sugars Sugars / \Q"W
ad etanolo anche se parte di esso * ;wm'ﬂ“a‘emﬂcemme ...... > Acetoine
viene rilasciato nel vino. acetaldeide 4wl Ethanal +— Pyruvate K:fff:“

\ NAD™"

2,3-Butanediol == » 2,3-Butanediol

Amino

Amino acid acid
H+
________________ + Other acids
Acetic Acetic K i mereemen
i oo : = ¥ eto acids )
acid acid "*—g-\_\_ \-\‘ Higher Higher
. Acetyl-coA alcohols > alcohols
Ethanol - \(
Esters sreresssssfansanns - Esters
Esters - Partially
Operative
Krebs
Fatty acids deseesigeess Cycle

Succinic
acid

Succinic et
acid
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Ruolo dell’acetaldeide nella
fermentazione:

* Rigenerazione del NAD*: La riduzione dell’acetaldeide ad etanolo permette di
ossidare il NADH prodotto nella glicolisi, mantenendo il bilancio redox cellulare.

* Ruolo nella regolazione del flusso metabolico; L'acetaldeide puo anche essere
convertita in acetato o altri composti, partecipando al bilancio energetico e
redox del lievito. laccumulo o la scarsita di acetaldeide puo influenzare il ritmo
della fermentazione e la produzione di sottoprodotti aromatici.

Se si accumula troppo, puo diventare tossica per la cellula e rallentare l'attivita
degli enzimi coinvolti nella fermentazione, riducendo quindi la velocita di
produzione di etanolo e CO,. Inoltre, un eccesso di acetaldeide puo essere
convertita in altri composti aromatici che modificano il profilo sensoriale del
prodotto finale (ad esempio, aumentando note pungenti o verdi).



Sottoprodotti della fermentazione alcolica

Un’elevata concentrazione di zuccheri e quindi un elevato stress osmotico o anche uno stress termico fa
si che la specie S. cerevisiae produca molto glicerolo e acido acetico. La spiegazione di questo fenomeno
e legata ai meccanismi di adattamento del lievito a un mezzo con alta concentrazione di zucchero.

Le vie metaboliche utilizzate per produrre acido
acetico sono due:

1)

2)

La formazione di acetaldeide mediante
decarbossilazione del piruvato (PD) (1)
oppure puo diventare Acetil-CoA (PDH) (3).

Lossidazione  dell’acetaldeide  tramite
I'aldeide deidrogenasi (4), enzima attivo
durante la fermentazione che ha come
cofattore NADP*. Questa via porta alla
sintesi del NADPH*, questo coenzima puo
intervenire nella sintesi dei lipidi con
conseguente aumento della produzione
delllacido acetico. Infatti, [I'acetil-CoA
sintetasi (6) trasforma l'acido acetico in
acetil CoA e l'acetil CoA idrolasi (5) riforma
acido acetico.

Etanolo sintesi
NAD+ / dei lipidi
@ NADPH, H*
+
NADH. H+ NA?P 4
Acetaldeide N @ -/; Acido acetico
) ~HS-CoA
CcO, ﬂm\t HS-CoA < {/
@ o |®
H,0
NAD+ NADH.Ht
: . ® « .
Piruvato — ~ '“\ Acetil-CoA
HS-CoA ’f Y
CO, sintesi
dei lipidi

Fig. 2.11. Acetic acid formation pathways in yeasts.
| = pyruvate decarboxylase: 2 = alcohol dehydroge-
nase; 3 = pyruvate dehydrogenase; 4 = aldehyde dehy-
drogenase; 5 = acetyl-CoA hydrolase; 6 = acetyl-CoA
synthetase



fermentazione:

Ruolo dell’acido acetico nella

* La produzione di acido acetico serve per regolare il bilancio redox e per la
sintesi di molecole importanti durante la fermentazione come i lipidi.

sintesi
v dei lipidi
) NADPH. HT
NADP+ A
Acetaldeide _\._._/, Acido acetico

aldehyde dehydrogenase

* lacido acetico (acetato) e anche un sottoprodotto
influenzare il sapore e I'aroma.

volatile che puo



Sottoprodotti della fermentazione alcolica

Alcool superiori: sono alcoli che possiedono piu di due atomi di carbonio, essi sono per la
maggior parte di origine fermentativa. Sono presenti nei vini a dosi variabili da 150 a 550
mg/L. Come i loro esteri possiedono odori intensi che possono giocare un ruolo importane
nell’laroma dei vini.

Gli alcoli superiori sono prodotti dai lieviti sia direttamente a partire dagli zuccheri
(piruvato e un a-chetoacido), sia a partire dagli amminoacidi dell’uva attraverso le reazioni
di Ehrlich.

| passaggi principali sono:

 Transaminazione: 'amminoacido diventa un a-chetoacido

* Decarbossilazione: I'a-chetoacido formato si trasforma in aldeide
* Riduzione: I'aldeide formata diventa alcol superiore

R R _ R
I Deamination I Decarboxylation R Reduction - |
HC— NH- C=—0 - I N H—C—O0OH
| | \u H—=C==O0O NADH+H* NAD' |
COOH COOH H
NH; o Co,
Amino acid ' o-ketonic acid Aldehyde Alcohol

Formation of higher alcohols from amino acids (Ehrlich reactions)
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Ruolo degli alcol superiori nella
fermentazione:

* Servono per il bilancio redox: la riduzione delle aldeidi ad alcoli consuma
NADH, aiutando a rigenerare NAD* per la glicolisi.

 Sono sottoprodotti aromatici: contribuiscono all'aroma e al gusto dei
prodotti fermentati.

* Tossicita: in concentrazioni elevate possono inibire |la crescita del lievito
stesso.



Alcoli come sottoprodotti della
fermentazione alcolica

Higher Alcohols
Propanol Alcohol, solvent-like
Isobutanol Alcohol, solvent-like
Isoamyl alcohol Alcohol, banana, vinous
Amyl alcohol Alcohol, solvent-like
2-Phenylethanol Roses, sweet

Tyrosol Bitter, chemical
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Metabolismo dello zolfo nel Saccharomyces

Il lievito puo utilizzare solfato inorganico B e
(SO427) come fonte di zolfo. R o
Passaggi principali: 50,2
* Importazione del solfato nel citoplasma b
tramite trasportatori specifici. s l-.Aop“TP‘“'P""”'°’°
 Attivazione del solfato a adenosina-5’-  / it
fosfosolfato (APS) tramite ATP. MET14 l\,::, APS kinase
* Riduzione dell’APS a solfito (SO3%7). ’? PAPS

(3"-pospho-5"-adenylsulphate)

* Riduzione del solfito a solfuro (S%), ’

. . . . MET16 PAPS reductase
forma attiva per Ila sintesi degli o
amminoacidi solforati. | (sulphite)
| —~ NADPH
‘.1 Mngf':-z l’ — Sulphi;eHr;ductase
Se il flusso metabolico € sbilanciato (ad |  "mee™e 5> - d s
. . T ene . . \ MET2 eyl (Sulphide)
esempio scarsa disponibilita di precursori homoserine '-\lmsrzs ot
carboniosi o aminoacidi solforati), il i
. . Homocysteine MET6 / acetyl serine
solfuro non incorporato accumulato viene B /\\fm Pt
CH,
rilasciato come solfuro di idrogeno (H.S): Methionine Cystathionine

l cys3 Cystathionine
y -lyase

$2-+ 2H + > H,S1

Cysteine

I'H,S é& volatile e ha odore di “uova
marce”.

Ignacio Belda et al., Microbial Contribution to Wine Aroma and Its
Intended Use for Wine Quality Improvement. Molecules 2017, 22,
189; d0i:10.3390/molecules22020189



Sottoprodotti della fermentazione alcolica

Esteri: sono composti chimici responsabili dei profili aromatici fruttati e floreali:

esterasi
Alcol + Acido carbossilico =

Estere + H,O

Gli alcoli coinvolti sono: etanolo, alcoli superiori (es. isoamyl alcol, feniletil alcol)
Gli acidi coinvolti sono: acido acetico, acidi a catena corta derivati dal metabolismo degli

aminoacidi o da acidi grassi.
e Estere di acetato - Acetil-CoA + alcol superiore
* Estere di etile = acido grasso + etanolo

* Lacetato di etile (acido acetico + etanolo) e il piu
importante nel vino, la sua soglia di percezione si
situa intorno a 160 mg/L, al di sotto di questo valore
puo denaturare il bouquet del vino conferendogli
una nota pungente e sgradevole.

* |l caproato e caprilato di etile (acido caproico e
caprilico + etanolo), hanno odore molto piacevoli di
ananas, mela o fruttato tropicale. Sono presenti ad
una concentrazione totale di qualche mg/L.

Fermentazione

Esteri e
Lievito
Esteri
Metabolismo
azotato
Alcoli superiori o
......... >
Acetil CoA
Acil-CoA Estere sintasi

”

Metabolismo degli I

zuccheri e lipidi




Sintesi degli esteri

Sugars Amino acids

(Ca rbV \{N“Tgen}

Glycolisis Ehrlich pathway

Pyruvate I’ Acetyl-CoA Higher alcohols
= . MCT1 = . U Nitrogen
‘ gﬁ:i . : . - T — Fermentable 5ugars‘
—— T Unsaturated fatty acids
Ethanol Fatty acid CoA N Oxygen

Acetate esters

Ethyl esters of

fatty acids ;_
-

- y
%

Ignacio Belda et al., Microbial Contribution to Wine
Aroma and Its Intended Use for Wine Quality
Improvement. Molecules 2017, 22, 189;
doi:10.3390/molecules22020189
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Importanza degli esteri nel lievito:

Gli esteri servono al lievito per eliminare l'eccesso di acetil-CoA. Durante Ila
fermentazione la glicolisi € molto attiva e si forma una grande quantita di acetil-CoA,
ma il ciclo di Krebs non funziona a pieno perché il lievito si trova in condizioni
fermentative. Di conseguenza I'acetil-CoA tenderebbe ad accumularsi, e un suo eccesso
risulta tossico.

Un accumulo di acetil-CoA puo infatti:

e acetilare in modo non regolato proteine citosoliche,

» alterare lo stato di acetilazione degli istoni e di altre proteine strutturali,
 compromettere il controllo dell’espressione genica.

Gli esteri contribuiscono anche a eliminare gli acidi grassi a catena media (MCFA), che
sono tossici per la cellula. Durante la fermentazione, il lievito produce e accumula acidi
grassi a catena media (C6—C12), i quali:

* siinseriscono nelle membrane,

* aumentano la permeabilita,

* destabilizzano sia la membrana plasmatica sia quella mitocondriale.



L'integrazione con steroli pudo anche aumentare la produzione di composti aromatici

volatili, come alcoli superiori ed esteri.

Esters

Sterol and Its Impact on Ester
Biosynthesis

Isoamyl acetate
Ethyl acetate, isobutyl acetate,

Acetate 2-methylbutyl acetate, isoamyl acetate and
esters phenylethyl acetate
Ethyl acetate, isobutyl acetate and isoamyl
acetate

(+) Ergosterol and phytosterols

(+) Ergosterol

(—) Phytosterols

Ethyl hexanoate and ethyl octanoate
Ethyl acetate
Ethylesters  Ethyl propanoate, ethyl butanoate, ethyl
hexanoate, ethyl octanoate and ethyl
decanoate

(—) Phytosterols
(+) Ergosterol and phytosterols

(+) Ergosterol

Per I'ergosterolo e per i fitosteroli € stata osservata una correlazione positiva tra la loro

concentrazione e una maggiore produzione di aromi.

Characterization and Role of Sterols in Saccharomyces cerevisiae during White
Wine Alcoholic Fermentation Giovana Girardi Piva Erick Casalta, Jean-Luc
Legras, Catherine Tesniere, Jean-Marie Sablayrolles, David Ferreira, Anne Ortiz-
Julien, Virginie Galeote, and Jean-Roch Mouret
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Esteri come sottoprodotti della
fermentazione alcolica

Compound

Aroma Impression

Eslers

Ethyl acetate
Isoamyl acetate
Phenylethyl acetate
Ethyl hexanoate
Ethyl caproate
Ethyl caprylate
Ethyl octanoate

Fruity, solvent-like
Banana, pear
Roses, honey, sweetl
A ppll_‘; fruit}'
:‘kpph.‘, aniseed

Apple
Apple, aniseed
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Sottoprodotti della fermentazione alcolica

Acido succinico: terzo prodotto
della fermentazione, la
concentrazione nel vino e
compresa tra 0,6-1,2 g/L,
derivante dal ciclo di Krebs.
Contribuisce all’acidita del vino.

Il Saccharomyces  cerevisiae
rilascia nel vino anche altri acidi a
basse concentrazioni come l'acido
lattico, I'acido isovalerico,
I'isobutirrico e acidi grassi, ecc.

I'acido succinico viene prodotto
tramite diverse vie metaboliche

. . Diacetyle
Grape juice

Hexose
transporter

Diacetyle NADH

H+
/ '\% NAD*
Sugars
|

I Acetolactate
T Acetoing e

Sugars

- Acetoine

v/ NADH
Ethanal e Ethanal +— Pyruvate +H"
&
. NAD™

2, 3-Butanediol === # 2 3-Butanediol

Amino
Amino acid acid
H+

== Other acids

Keto acids

X SR - 3 . e v .
acid acid "‘1-____ \_‘ Higher Higher
i Acetyl-coA alcohols * alcohols
Ethanol «- \(
Esters «eseseeerafasaaa. - Estars
Esteri jssdeseeses . Partially
Operative
Krebs
Fatty acids --Xeeesigeres Cycle

Acido

Succinic
*  succinico

acid
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Sottoprodotti della
fermentazione alcolica

La via piu attiva durante |Ia
fermentazione anaerobica e la via PEP
—> ossalacetato - malato - fumarato
—> succinato, detta anche \via
anaplerotica riduttiva.

Il PEP diventa ossalacetato, I'enzima e
la PEP carbossilasi (PPC):
PEP + CO, - ossalacetato

LU'ossalacetato diventa malato, I'enzima
e la malato deidrogenasi (MDH):
ossalacetato + NADH &> malato +
NAD*

Il malato diventa fumarato, I'enzima e
la fumarasi (FUM):
malato €2 fumarato

Il fumarato diventa succinato, I'enzima
e la fumarato reduttasi (FRD):
fumarato + NADH - succinato + NAD*

Pyruvate
CO,

bypass

Aspartate Pyruvate carboxylase

Acetyl-CoA

o-Keto acid
_ ) HS-CoA, H*
Transaminase

o-Amino

Pyruvate dehydrogenase

acid -~

Oxaloacetate Citrate

MADH, H* Aconitase
Malate
NAD™ dehydrogenase Isocitrate
Isocitrate NAD(P)*
Malate dehydrogenase
Branched TCA cycle co
2 MAD(PIH, H*

o-Ketoglutarate N
dehydrogenase compilex

Fumarate

Fumarate
reguctase
FADH,

Succinyl-Cod

synthetase o

_-:1“1':‘-. \

Succinate «--+""/ v P

FAD Pod ADP
HS-Coa% ATP

Jean-Louis de Klerk. Succinic acid production by wine yeasts. 2010. Thesis
for the degree of Master of Agricultural Sciences, at Stellenbosch
University, Department of Viticulture and Oenology, Faculty of
AgriSciences.

ap+ ¥

NADH, H*.P;f
¥
Succinyl-CoA

a-Ketoglutarate
HS-CoA -~

WA

£
) ‘a'r
Hi
e

_» c-Amino acid
y

~»CO, |,
U

Transaminase

. o-Keto acid

NH, NADH, H*
‘\ Glutamate
dehydrogenase
NAD*

Glutamate
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Fermentazione malo-alcolica: decarbossilazione diretta dell’acido malico durante
la fermentazione alcolica

Il Saccharomyces cerevisiae degrada parzialmente I'acido malico del mosto (10-25%) durante la
fermentazione alcolica e la degradazione e piu significativa quando il pH e acido. L'acido malico &
principalmente metabolizzato attraverso I'enzima malato deidrogenasi del ciclo dell’acido citrico.

Nel Saccharomyces I'enzima malico € presente, ma
non e la via principale durante la fermentazione
alcolica. La via malato piruvato ha un ruolo

/ m}@?ndrion \
minore, perché la cellula genera piruvato “biosynthests
direttamente dalla glicolisi e riduce il malato a -

MAD* NADH
ossalacetato (MDH) o lo esporta. iV s -bco,
malic acid .@MA ME Py
Nello Schizosaccharomyces K=32m0) Ko mea}- a0,
pombe |l piruvato  viene Acet-

. . . , = S B aldehyde
decarbossilato ad acetaldeide e malic acid= = = =\t =] malic acid NADH
infine  trasformato  dall’alcol -

. . . ot ethanol----# ethanol
deidrogenasi in etanolo. | \_
e S. cerevisiae S. pombe
COOH . . CHa
‘ Malic CHs Pyruvate CHj Alcohol -
CH, cnzyme I decarboxylase dehydrogenase CH-OH
| T ~— C=0 =<_ = CHO - 2
CHOH ;/ w‘m |
| | ) 2 COOH CO»
COOH NAD(P)*  NAD(P)H+H*
Acido malico Piruvato ~__ Acetaldeide Etanolo
“-aBiosintesi 57



Fermentazione malo-alcolica nel lievito Schizosaccharomyces
: Co,

ACIDO MALICO

\ -

Enzima malico

Piruvato

Figura1-
Fermentazione
malo-alcolica: p——

schema generale NAD* NADH

del metabolismo

che consente a

Schizosaccharomyces

di metabolizzare I'acido

malico producendo

etanolo e{)(}2 ttps://vigneviniequalita.edagricole. tfcantina/biotecnologie/schizosaccharomyces-un-lievito-con troverso/

Acetaldeide

Etanolo

Contribuisce al bilancio energetico e redox senza necessita del ciclo di Krebs completo,
perché la reazione catalizzata dal malico enzima produce NAD(P)H, utilizzato per rigenerare
NAD* durante |la fermentazione.

Riduce l'acidita del mosto, poiché I'acido malico (malato) viene convertito in piruvato e
successivamente fermentato a etanolo nella fermentazione malo-alcolica, rendendo il vino
meno aspro e aumentando la concentrazione di etanolo. .



