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Metabolismo azotato nei lieviti




'azoto

'azoto € un fattore chiave per la moltiplicazione e I'attivita fisiologica del lievito.
Il lievito non puo utilizzare qualunque fonte di azoto, quello assimilabile e costituito solo da
azoto ammoniacale e da amminoacidi.

'azoto assimilato € importante per:

* La moltiplicazione cellulare dove una parte dell’azoto viene incorporato nelle proteine
strutturali che servono per le nuove cellule. Nella fermentazione alcolica, 'azoto e
necessario per la sintesi delle proteine che trasportano gli zuccheri verso l'interno della
cellula per essere trasformati in etanolo. Queste proteine si degradano durante la
fermentazione e il lievito ha bisogno di rinnovare tali proteine per completare la
fermentazione alcolica.

* La produzione di composti solforati: il lievito preleva e metabolizza lo zolfo aggiunto o
presente naturalmente nel mosto (solfati) per produrre amminoacidi solforati che gli
serviranno per costruire le proteine.

* La produzione di composti aromatici, la quantita di queste sostanze prodotte durante la
fermentazione dipende dalla concentrazione iniziale di azoto assimilabile del mosto.

Granes et al., Alimentazione azotata dei lieviti. Rivista internet di viticoltura ed enologia, 2008, N.8/1



Il lievito puO sintetizzare la maggior parte degli amminoacidi necessari per costruire le
proteine cellulari utilizzando lo ione ammonio e gli amminoacidi del mosto.

Il glutammato svolge un

ruolo vitale: puo servire Proline &= Arginine
) ] Acetyl CoA
come donatore di gruppi Urea l
... Oxaloacetate
amminici  per  produrre \
diversi amminoacidi. Citrate \ \
l NH NH
.. . ) Isocitrate “ \ 4
Il lievito puo anche degradare gli N
amminoacidi per ottenere ioni a-Ketoglutarate Glutamate Glitaming
ammonio.
MNH a a-Ketoglutarate
Gli ioni ammonio e il glutammato vengono utilizzati
direttamente per la biosintesi percio, sono le fonti di azoto
preferite del lievito per la propria crescita cellulare. Altri Amino Acids A"'F':S:;ni’:;dS
. . : e .
composti azotati includono la glutammina, I'alanina, la serina, la pyrimidines

treonina, I'aspartato, I'asparagina e l'urea.

Il lievito non puo utilizzare la prolina come fonte azotata perché I'assorbimento richiede un enzima
ossidasi mitocondriale che in condizioni anaerobiche non funziona. Una parte significativa degli
scheletri di amminoacidi che formeranno le proteine nel lievito derivano dagli zuccheri del mosto.
Per questo motivo, il contenuto totale di amminoacidi nel mosto e importante per determinare
I'entita della crescita cellulare, piuttosto che i diversi tipi di amminoacidi.

Annie E. Hill and Graham G. Stewart. Free Amino Nitrogen in Brewing. Fermentation 2019, 5, 22; doi:10.3390/fermentation5010022



Vie di sintesi: il glutammato e la glutammina giocano
un ruolo centrale

Glutammato
sintasi
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Proteine
Nucleotidi

'attivita della glutammato deidrogenasi NADP* (NADPH-GDH) & massima quando
il lievito cresce in un mezzo in cui l'unica fonte d’azoto € 'ammonio, mentre
I'attivita della glutammato deidrogenasi NAD* (NAD*-GDH) raggiunge livelli
massimi quando la principale fonte d’azoto e il glutammato.

Modificato da: Guillamo et al.; The glutamate synthase (GOGAT) of Saccharomyces cerevisiae plays an important role in central nitrogen
metabolism. FEMS Yeast Research 1 (2001) 169-175



o-ketoglutarate

Oxaloacetate

3-phosphoglycerate

— Glutamate T\:

Glutamine
Proline
Arginine

"

Asparagine

—» Aspartate = Lysine

\Threunine: —» [soleucine

Lo scheletro carbonioso degli
amminoacidi proviene dai
composti intermedi della glicolisi,
ciclo dell’acido citrico o della via
dei pentosi fosfato.

Methionine — Homocysteine

— Serine — Cystathionine — Cysteine

Glycine
Ribose 5-phosphate Histidine
a-chetoglutarato H
Alani 0 Glutammato 8l é o
Pyruvate - Alanine I Mo T
. SRR + >, I
Valine CH—(—CO0 , 5 NH3
p ammmotransferes: .
Leucine Piruvato Alanina
FIGURA 11.18. Sintesi dell'amminoacido alanina (ALA)
i mediante una reazione di transaminazione in cui vie-
Phosphoenolpvruvate Phenylalanine ne trasferito il gruppo amminico all’acido piruvico.
°P by — Tyrosine
Erythrose 4-phosphate
Tryptophane
Fig. 2.23. General biosynthesis pathways of amino

acids



Biosintesi degli amminoacidi

Gli amminoacidi utilizzati per Ia
sintesi di macromolecole sono 20 e
sulla base del loro precursore
comune possono essere raggruppati
in 6 famiglie.

Richiamando il ruolo anfibolico del
ciclo dell’acido citrico, € importante
sottolineare come esso, unitamente
alle reazioni contigue che
coinvolgono Acetil-Coa e I'acido
piruvico, abbia una stretta relazione
non solamente nella biosintesi degli
amminoacidi, ma anche nel loro
catabolismo.

Famiglia del a-cheto-glutarato Famiglia del Piruvato
glutammato piruvato
Glutammato
Valina Alanina Leucina
Glutammina  Prolina Arginina Famiglia Fosfoenolpiruvato

= aromatica + Eritrosio-4-fosfato
Famiglia Ossalacetato
dell’aspartato

Aspartato Fenilalanina  Tirosina Triptofano
Asparagina /Treonina Tirosina
Metionina Lisina Famiglia 3-Fosfoglicerato
y della serina
Isoleucina

Sy R Seri
Famiglia_ Ribosio-5-fosfato L
dell’istidina ¢ / \

Istidina Cisteina Glicina
FIGURA 11.17. Le famiglie di amminoacidi.
Glu Gin Arg Pro His Tyr Phe Leu Lys Trp Glu Gin Pro Arg
l lle Trp Leu Lys Leu T
o-Chetoglutarato a-Chetoglutarato
7% L Acidoacetil-Coa J

Reazioni
anaboliche

Ciclo dell’acido
citrico

Reazioni Ciclo dell’acido

i  Ossscetalato] /
cataboliche Ossacetalato citrico 4
i /
5 1
Val lle Met T
Tyr Phe Fosfaenolpiruvato
2’5%", g,}; Asp Asn Lys Thr Met Ile
Phe Tyr Trp

Ala Gly Ser Cys Val Leu Lys

La demolizione catabolica degli amminoacidi
produce intermedi del ciclo dell’acido citrico

La formazione anabolica degli amminoacidi sfrutta
intermedi del ciclo dell’acido citrico come precursori

FIGURA 11.19. Relazioni fra metabolismo amminoacidico e ciclo dell’acido citrico.
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Nel S. cerevisie il trasporto dell'ammoniaca richiede tre
permeasi codificate da i geni MEP1, MEP2 e MEP3.

Nel corso della vinificazione il lievito assimila tra 1 e 2
g/L di aminoacidi. Alla fine della fermentazione alcolica,
nel vino restano soltanto alcune centinaia di mg/L dei
guali circa la meta sono di prolina.

Frans Bianchi, a,b Joury S. van’t Klooster, a Stephanie J. Ruiz, a Bert Poolman. Regulation of Amino Acid Transport
in Saccharomyces Cerevisiae. Microbiology and Molecular Biology Reviews. December 2019 Volume 83
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Trasportatori di membrana: Il Gapl € un

amminoacido-permeasi, ha un'elevata
affinita per tutti gli amminoacidi.
Il Agpl importa tutti gli amminoacidi

proteici ad eccezione di arginina e lisina.

| Agp2/3 importano tutti gli amminoacidi
neutri.

Il ruolo piu importante dell'Agp2 e quello di
fungere da sensore per lingresso della
carnitina.

Trasportatori vacuolari. Il flusso di
amminoacidi attraverso la membrana
vacuolare e mediato da diverse famiglie di
trasportatori.

Trasportatori mitocondriali. LUAgcl e un
trasportatore di  aspartato/glutammato
coinvolto nell'ingresso del glutammato
nella matrice mitocondriale per le reazioni
di transaminazione e biosintesi degli
aminoacidi.



Regolazione post-traduzionale della permeasi Gaplp

amminoacidi

Membrana plasmatica

Endocitosi

‘amminoacidi @ Npilp —
ubiquitina

Nprilp

Degradazione

vacuolo

La proteina Gaplp e attivata della fosforilazione, dopo l'ingresso degli amminoacidi viene

inattivata dalla defosforilazione e rapidamente degradata.
Presente principalmente quando la concentrazione di azoto & bassa suggerendo una

possibile inibizione da parte dello ione ammonio.

Modificato da: Eelko G. ter Schure; Natal A.W. van Riel; C. Theo Verrip. The role of ammonia metabolism
in nitrogen catabolite repression in Saccharomyces cerevisiae. FEMS Microbiology Reviews 24 (2000) 67- 8
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Lo ione NH,* e gli amminoacidi sono oggetto
di un trasporto attivo, perché la loro
concentrazione nella cellula & generalmente
superiore a quella del mezzo esterno.

Il funzionamento delle permeasi accoppia al
trasporto di una molecola di amminoacido o
di ione NH,* uno ione H* nel senso del
gradiente di concentrazione, 'amminoacido
ed il H* si legano alla stessa proteina di
trasporto ed entrano simultaneamente nella
cellula.

U'eliminazione dello ione H* attraverso la
membrana e assicurata dall’/ATPasi di
membrana che gioca il ruolo di pompa di
protoni.

Plasmic membrane

cytosol

'

External medium

NH,* -—

Amminoacido «—

Amminoacido

H*

e

+ Hf ——

ATP
ase

H+

|
ADP + P; +/



Citoplasma

Membrana cellulare /

Gli amminoacidi non sono distribuiti
uniformemente tra il citosol e il
vacuolo:

I'80-90% del pool cellulare di istidina,
lisina e arginina si trova nel vacuolo.

—

4 \
/

/ nucleo

O mitocodrio

perOSSIsoma
\ —_

L'80-90% di glutammato e aspartato e
presente nel citosol

\ Parete cellulare

All’'inizio della fermentazione, quando il tenore di etanolo nel mosto e basso, il lievito e in
grado di assimilare rapidamente gli amminoacidi del mezzo e li raccoglie nei vacuoli per
utilizzarli, successivamente e secondo alle necessita, nelle biosintesi.

Spazio periplasmatico

| lieviti contengono molte vie per la regolazione del metabolismo cellulare, i trasportatori
di amminoacidi sono regolati da vie che rispondono sia allo stato nutrizionale generale
della cellula che alla disponibilita di substrati. Questa regolazione avviene attraverso
I'attivazione o la repressione della trascrizione genica.
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Panoramica delle vie metaboliche di S. cerevisiae che coinvolgono gli amminoacidi. Le caselle con
doppie linee grigie indicano reazioni che avverranno all'interno della matrice mitocondriale. Gli
amminoacidi sono indicati dai loro codici a tre lettere. KG (chetoglutarato); AICAR (aminoimidazolo
ribonucleotide di carbossammide); Cit (citrullina); GABA (amminobutirrato); Orn (ornitina); PRPP

(fosforibosilpirofosfato).
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Il catabolismo degli amminoacidi nei lieviti

Quando il lievito non trova nel mezzo quantita sufficiente di ione ammonio necessario
per sintetizzare gli amminoacidi se lo procura a partire dagli amminoacidi di riserva.

o-ketoglutarate NADH + NH4*

o-amino acid
transaminase Glutamate
dehydrogenase
Glutamate NAD" + H,O

a-ketonic acid

Deaminazione ossidativa di un amminoacido, catalizzata
da una transaminasi e dalla glutammato deidrogenasi.

Il bilancio delle due reazioni e il seguente:

a-aminoacido + NAD* + H,O0 — a-chetoacido + NH,*+ NADH + H*



i
9 c—pn lisina 0
“0O—P—OH,C OH L,'O P
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0" |
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Il gruppo aldeidico del PLP si lega al
gruppo amminico di un residuo di lisina
del sito attivo dell’lamminotransferasi, per
formare un intermedio (E-PLP)

| Aminotransferase |
| |
((|?H2)4 R—C—COO~
I
N N
Amino acid Il
C—H
OHC ) \ -
0— P OH-,C OH
2 N
X+ =
N +
N N CH;

PLP—aminotransferase
intermediary substance

(E-PLP)

PLP-amino acid intermediary

La rottura dell'intermedio

libera il PMP ed il H0 o
chetoacido corrispondente _ Il
, . . O—P
all’aminoacido substrato |
0

R—CO—COO~

Ketonic acid

Il gruppo amminico
dell’aminoacido substrato
sposta il gruppo amminico
della lisina legato al PLP

+

Aminotransferase
{(|3H2}4
NH;*

NH;*

CH,
OH
AN
+ 2
N CH
H

PMP Piridossamina

5’ fosfato

Certi aminoacidi, come la serina e la treonina, perché possiedono un gruppo idrossile sul carbonio 3
possono essere desaminati direttamente per disidratazione con una disidratasi.

COO~
“H3N —(IZ —H
rI:H
Serine

H,O

.

CITUO_ H,0 (IL"UU_
"H3N ——ﬁ l\ (i:(}

CH, CHj;
Aminoacylate Pyruvate

+ NH4+
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Il catabolismo degli amminoacidi nei lieviti: tutti questi percorsi degradativi portano alla

formazione di ammoniaca o glutammato

L-amino acids

——» Ornithine
Alanine
Aspartate
Isoleucine
Valine
Leucine
Methionine
Tryptophan
Tyrosine

Phenylalanine

Lysine
Histidine
Asparagine
Serine
Threonine
Glycine

» Proline

a-ketoglutarate /K‘

|
)
Allophanate

ﬁ UrTea

Arginine

A

Citrulline

Péter, Gabor; Rosa, Carlos (2006). [The Yeast Handbook] Biodiversity and Ecophysiology of Yeasts. Diversity of Nitrogen Metabolism Among Yeast
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Allantoin
T Cytosine
[ Purines ] [Pyn’midinesJ

P
>

p-alanine

l

Glutamate

a-ketoglutarate
+

NH4*

Spermidine
F‘__C Spermine | poliammine
Putrescine
¥
y-aminobutyrate
4———'/
D-amino acids Amino acids
<':_| Amines, Amides Purines
Nitrate / Nitrite Pyrimidines

a-ketoglutarate
+

Glutamine

Species: Regulatory and Evolutionary Aspects, (Chapter 7), 123—153.

La via principale per la sintesi
del glutammato e attraverso la
combinazione di ammoniaca con
I'a-chetoglutarato:  triptofano,
tirosina, fenilalanina, isoleucina,
leucina, valina, alanina,
metionina e aspartato
forniscono il gruppo amminico
per la transaminazione.

Glutammina, asparagina,
treonina, citosina, adenina,
citidina, guanina e urea, per
deaminazione, portano alla
produzione di ammoniaca (NH,*)
per deaminazione.
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Metabolismo dell'azoto nel lievito:

Fonti di azoto del lievito: L-amminoacidi, D-amminoacidi, pirimidine, purine, poliammine, ammine,

nitrati e nitriti.

La degradazione dei composti contenenti azoto porta alla formazione di tre composti chiave nella
cellula: 'ammoniaca, glutammato e glutammina.
La via principale per la sintesi del glutammato € la combinazione di ammoniaca con I'a-chetoglutarato.
La glutammina e sintetizzata dalla combinazione di ammoniaca con glutammato. Nel S cerevisiae esiste
un percorso alternativo per produrre glutammato (la glutammina sintetasi accoppiata alla glutammato

sintasi) NHz*

Glutammato
deidrogenasi

+
NADPH NADP-dipendente
(GDH1)

a-ketoglutarate

Glutammato

NH4+ deidrogenasi
NAD-dipendente
+ (GDH2)
NADH

NADP

NH4*

-+
ATP

Glutamate &@4 Glutamine

NAD

Glutammanto
sintasi

1) Glutammato deidrogenasi NADP-dipendente (GDH1)
2) Glutammato deidrogenasi NAD-dipendente (GDH2)

3) Glutammina sintetasi
4) Glutammato sintasi

Glutammina
sintetasi

ADP
+

Pi

Péter, Gabor; Rosa, Carlos (2006). [The Yeast Handbook] Biodiversity and Ecophysiology of Yeasts. Diversity of Nitrogen Metabolism Among Yeast Species: Regulatory and Evolutionary Aspects,

(Chapter 7), 123-153.
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Metabolismo dei composti aromatici dei lieviti

La produzione di composti aromatici da Fructose  Glucase
. . Phenylalanine
parte del lievito, soprattutto esteri, Glycerol ;

. . .x . b butanoic acid _ 2-phenylethanol
dipende in larga parte dalla quantita di i S e — > o harvisiod setus
azoto prontamente assimilabile (APA) e Eehyllactate
presente nel mosto, sotto forma Pyruvata Ethanal

L. . 2-methylpropanoic acid
amminica e ammoniacale. Ethyl 2-methylpropanoate Acetate

ieviti ' ’ i hvielohics | Veline |
| lieviti usano prima 'ammonio e, solo 2-methylpropy! acetate Ethyl acetate
successivamente, gli amminoacidi. Butanolc acid

Hexanoic acid
Octanoic acid
Propanoic acid > om,m:::“
Ethyl propancate | T™reonine
Propanol *
Propyl acetate Succinate a-Ketoglutarate Ethyl butanoate
— & S~— Ethyl hexanoate
Valeric . Ethyl octanoate
Seorplhant | Isoleucine | Diethy! succinate s
Ethyl dodecanoate
2-methylbutanecic acid Methionol
Ethyl 2-methylbutancate Ethyl 3-methyithiopropancate
2-methyibutanol
2-methylbutyl acetate

Eder M, Sanchez |, Brice C, Camarasa C, Legras JL, Dequin S. QTL mapping of
volatile compound production in Saccharomyces cerevisiae during alcoholic
fermentation. BMC Genomics. 2018 Mar 1;19(1):166.

In abbondanza di ammonio, nelle prime fasi della fermentazione alcolica, non utilizzano gli amminoacidi e,
di conseguenza, non si formano esteri e alcoli superiori o si formano in quantita ridotte.

In presenza di amminoacidi nelle prime fasi fermentative il lievito, dopo aver consumato l'azoto
ammoniacale gia presente nel mosto, & costretto ad utilizzare I'azoto amminoacidico favorendo |Ia
produzione di composti odorosi. Anche gli aminoacidi aromatici fenilalanina, tirosina e triptofano possono
essere consumati ma sono meno preferibili e sono responsabili della produzione di alcoli aromatici
superiori, come triptofolo, tirosolo, di-metil-mercaptano e indolo.
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