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produzione di composti aromatici da parte dei

lieviti enologici dipende dalla gestione del loro
equilibrio redox intracellulare

| lieviti enologici durante la fermentazione producono etanolo e una miriade
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di altri metaboliti che conferiscono al vino finale la sua impronta organolettica
unica. La complessa rete di percorsi metabolici che portano alla produzione
di questi composti aromatici dipende in gran parte dalle reazioni enzimatiche
redox che fanno uso dei cofattori NAD(H) e NADP(H). In questo lavoro, abbiamo
studiato I'equilibrio dei cofattori redox e la gestione di due ceppi di lievito
geneticamente correlati durante la fermentazione alcolica, monitorando inoltre

la loro produzione di metaboliti chiave.

Cinetiche di fermentazione alcolica

le cinefiche di fermentazione di due ceppi di Saccharomyces
cerevisiae geneficamente correlati, EC1118™ e IONYSWI™! & :
stata confrontata in un mosto sintefico contenente 230 g/ di zuccheri
costituiti da metdr glucosio e metd fruttosio (Figura 1). Secondo quanto
riportato, IONYSwI™ produce elevate quantita di acidi organici e

glicerolo e basse quantita di efanclo e acido acetico?.

Sono stafi individuati i tempi corrispondenti alle principali fasi di :
fermentazione. le fasi chiave considerate sono state le seguenti: :
ingresso del lievito nella fase di crescita esponenziale, metar della :
fase esponenziale, ingresso nella fase stazionaria (che corrisponde :
anche a un terzo del completamento della fermentazione), due terzi :
del complefamento della fermentazione e fine della fermentazione :
lindicata da una concentrazione di zuccheri inferiore a 5 g/l). :
Entrambi i ceppi di lievito hanno prodoﬂo profi|i di fermentazione
fipici e raggiunto la secchezza, ma IONYSWI™ ha fermentato a
un ritmo piv lento rispetto a EC1118™, impiegando 120 ore per :

raggiungere la secchezza mentre il secondo ha richiesto 110 ore.

Dinamica della concentrazione intracellulare :

di NAD(H) durante la fermentazione

le concenfrazioni infracellulari dei cofattori redox NAD+*, NADH, :
NADP+ e NADPH sono sfate monitorate nelle fasi chiave della :
fermentazione sopra menzionate. Mentre le concentrazioni e i
rapporti di NADP+ e NADPH sono risultati abbastanza stabili nel
tfempo [dati non mostrati), quelli di NAD* e NADH sono risultati variare
in modo significativo (Figura 2. Infatti, la concentrazione totale di :
NAD(H) (ciog la somma di [NAD*] e [NADH]) & rimasta stabile :
solo fino alla metd della fase esponenziale, dopodiché & diminuita :
drasticamente in entrambi i ceppi, ma con una marcata differenza. :
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FIGURA 1. Cinefiche di fermentazione e crescita dei ceppi di lievito ECT118™ e IONYSwf™ in
* mosto sinfetico contenente una concentrazione zuccherina di 230 g/L.

dallo presenza di ossigeno®. | dati suggeriscono che, man
mano che i lieviti si awiano verso la fase stazionaria, il NAD(H)
viene progressivamente riconverfifo nel suo substrato originale, la
nicotinammide. Inolire, una volta raggiunta la fase stazionaria, i lieviti
¢ faficano a mantenere I'equilibrio tra le due forme di NAD [owvero
NAD* e NADH), anche se alcuni ceppi sembrano cavarsela meglio
di altri. I dati, quindi, gettano nuova luce non solo sulla gestione dei
cofattori redox intracellulari di’ S. cerevisiae, ma anche sui suoi flussi
metabolici ceppo-specifici. In effetti, la diversa entita dello squilibrio

Infatti, la concentrazione di NAD(H) & diminuita prima in EC1118™.

Allo stesso modo, il rapporto di NAD*/NADH & diminuito prima in :
EC1118™ rivelando che IONYSwWf™ & riuscito a mantenere una
concentrazione piv alta di NAD* rispetto a EC1118™ dopo il punfo :

temporale di metd fase esponenziale.

E tipicamente riporfato in letteratura che la concentrazione di
NAD(H) e il rapporto di NAD*/NADH sono stabili durante tutta
la fermentazione® 4. | risultati di questo studio rivelano che la prima
ipotesi sulla concentrazione & errata e che la seconda sul rapporto
& solo parzialmente correfta. Queste ipotesi erano per lo pib basate :
su modelli stabilifi in sistemi fed-batch quando i lieviti adottano un :
metabolismo respiratorio, un evento raro in S. cerevisiae, cheé
& soggetio a un forte effefio Crabtree. Infatti, in questa specie di :

lievito, concentrazioni di zucchero fino a 150 mg/L inducono un

passaggio dalla respirazione alla fermentazione indipendentemente
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* FIGURA 2. Dinamica della concentrazione infracellulare di NAD* e NADH durante la fermentazione
nei ceppi ECT118™ ¢ [ONYSwf™.
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TABELLA 1. Concentrazioni di metaboliti & biomassa prodotti alla fine della fermentazione alcolica
: costringe anche il lievito a produrre pit composti che gli permettono

nel mosto sintetico in condizioni complefamente anaerobiche da EC1118™ ¢ IONYSwf™.

EC1118™ [ONYSwf™

Luccheri residui (g/L) 037003  242+193°
Biomassa (g/L) 456+005°  443+0.02°
Etanolo (g/L) 104.34 £1.97° 10057 +1.49*
(0, (g/) 108.27 £0.13° 107.93+0.07°
Glicerolo (g/1) 678+0.01°  9.83+0.11°
Acido succinico (g/L) 046+0.03"  0.92+0.03°
Acido acefico (g/1) 0.66+002°  045+0.01°
Somma dei principali alcoli superiori* (g/L) 0.24 £0.00°  0.32+0.00°
Somma dei principali esteri dell’acido acetico** (mg/L)  1.32+0.1° 475+0.3°

*Somma di Butan-1-olo, Propan-1-olo, 2-mefilpropan-1-olo, 3-mefilbutan-1-olo e 2feniefanalo; :
¢ ceppo. Nel caso di IONYSwWf™, la sua elevata produzione infrinseca

**Somma di 3-mefilbutil acetato e 2-feniletil acetato.

del rapporto NAD*/NADH suggerisce differenze nella produzione di
metaboliti e, in ultima analisi, nel profilo aromatico dei vini prodotto
con specifici ceppi.

Produzione dei metaboliti principali

chiaramente che IONYSWI™ produce pit glicerolo, meno efanolo,

quelli precedentemente riportati?, la conoscenza del peculiare stafo
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FIGURA 3. Vie metaboliche semplificate che portano alla formazione dei principali prodotti finali :
di inferesse enologico. Le reazioni che coinvolgono i cofattori redox sono rappresentate in rosso.
La percentuale di qumento o diminuzione dei prodotti finali in IONYSwf™ rispetto o ECIT18™ & :
indicata rispettivamente in verde e viola accanto ai nomi dei prodotti finali. Le frecce fratteggiate
indicano passaggi multipli. Abbreviazioni: G6P: glucosio-6-fosfato, F6P: fruttosio-6-fosfato, GAP:

gliceraldeide-3-fosfato, PEP: fosfoenolpiruvato, DHAP: diidrossiacetone fosfato.
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Dal punto di vista redox, I'aumento della produzione di glicerolo

¢ di rigenerare pit NADH come meccanismo compensatorio. Questi
¢ includono acido succinico e principali composti aromatici come alcoli
© superiori ed esferi dell'acido acetico. Questi probabilmente spiegano
© la maggiore concentrazione di NAD* durante la fermentazione.

: Conclusione

: Quesfo studio getta nuova luce sulla gestione redox intracellulare
. nel lievito Saccharomyces cerevisiae. In particolare, mostra che la
¢ concentrazione di NAD(H) diminuisce nel tempo, il che & da correlare
i con la diminuzione della velocitar di fermentazione alcolica dopo metd
. della fase esponenziale poiché sono disponibili meno cofattori per
© assistere la scomposizione enzimatica degli zuccheri. Sebbene fosse
© nofa l'infricata connessione fra produzione di metaboliti primari e |

cofattori redox, questo studio ha dimostrato una chiara specificita del

. di glicerolo ha un effetio valanga metabolico. Dai dati generati in
: questo studio, si pud presumere che le condizioni che porfano a una
¢ produzione ancora piv elevata di glicerolo riducano ulteriormente
: I'etanclo e aumentino la produzione dei sottoprodotti desiderati come
i I'acido succinico e i composti aromatici fermentativi. La ricerca futura
¢ dovrebbe concentrarsi sul miglioramento della nostra comprensione

Per confermare che la gestione redox cepporspecifica porta a impronte delle dinamiche di produzione e degradazione del NAD[H) in varie

metaboliche uniche, i principali metaboliti prodotti da EC1118™ e :
IONYSwI™ sono stati quantificati alla fine della fermentazione (Tabella
1). Per comprendere la differenza nei flussi metabolici tra i due ceppi, :
i risultati sono mostrati in uno schema che mostra i principali percorsi
e prodotii finali di rilevanza enologica (Figura 3). I risultati mostrano :
. Finanziamento: Gli autori ringraziano o Stellenbosch University e la National Research
meno acido acetico e pit acido succinico, oltre a pit alcoli superiori : Foundation of South Africg (UID: 145290) per aver ﬁnqnziuro la bo_rsu diJ.D. Qupcun, nonché
e pid esteri dell'acido acefico. Mentre questi risuliafi confermano : Lallemand Oenology e Winetech per aver sostenuto congiuntamente il progetto di ricerca.
: Fonte:
redox intracellulare di questo ceppo rispetto a EC1118™ ci permette :
di comprendere meglio la sua attivitd metabolica. In effetti, la sua : (Food Research Inernational, 2023)
maggiore produzione di glicerolo si fraduce direftamente in una :

minore (sebbene limitatamente nelle condizioni di questo esperimento) :

produzione di etanolo perché riduce la disponibilitd di- zucchero. :

condizioni ambientali e sul legame con la produzione di metaboliti di
rilevanza enologica. ®
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