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Metabolism of L-malic acid by wine yeast

Abstract: Biochemical characterization of L-malate degradation pathways indicates that the physiological role and regulation of L-malic
acid metabolism different significantly between the K(-) and K(+) yeasts. In contrast to K(+), K(-) group including Saccharomyces strains,
Schizosccharomyces pombe and Zygosaccharomyces bailli that are capable of utilizing only the TCA cycle intermediates in the presence of
glucose or other sources of carbon. Variety of factors that influence the ability of yeast strains to efficiently degrade L-malate is associated
with the wine fermentation process, intracellular transport and effective acid metabolism.

The paper presents the essential information regarding the construction and regulation of the gene encoding malic enzyme expression and
the role of L-malic acid in the yeast metabolism.
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1. Wprowadzenie

Produkcja wysokiej jako$ci wina w znacznym stop-
niu uzalezniona jest od regulacji jego kwasowosci. Do
tradycyjnych, naturalnych metod odkwaszania nalezy
fermentacja jabtkowo-mlekowa, w wyniku ktorej naste-
puje konwersja kwasu L-jabtkowego do mleczanu i CO,,
zachodzgca gldwnie przy udziale bakterii Oenococcus
oeni. Technika alternatywng dla redukcji kwasowosci
win z udzialem bakterii jest mozliwo$¢ zastosowania
szczepow drozdzy, ktore sg w stanie metabolizowaé
nadmiar L-jablczanu. Zdolno$¢ ta zostata dotychczas
stwierdzona tylko u niektérych gatunkéw, m.in. Sac-
charomyces cerevisiae, Schizosaccharomyces pombe,
Candida utilis, w mniejszym stopniu natomiast u Pichia
anomala, P, stipitis, Kluyveromyces marxianus, Zygo-
saccharomyces bailli i Schizosaccharomyces pombe var.
malidevorans. Kultury drozdzy redukujace kwas L-jabt-
kowy podzielone zostaty na dwie grupy K(-) i K(+),
w oparciu o wykorzystanie L-jablczanu i produktéw
posrednich cyklu Krebsa jako jedynego zrédia wegla
i energii. Pierwsza z nich obejmuje drozdze Candida
sphaerica, C. utilis, Hanseniaspora anomala, P, stipitis
i K. marxianus, ktore s3 w stanie wykorzystywac inter-
mediaty cyklu Krebsa jako jedyne zrodlo wegla. Grupa
K(-) natomiast wymaga do odkwaszania obecnosci
glukozy lub innego asymilowanego weglowodanu.

Zaliczane s3 do niej S. cerevisiae, S. pombe, S. pombe
var. malidevorans i Z. bailli. Zazwyczaj szczepy Saccha-
romyces uwazane s3 za nieefektywnie metabolizujace
kwas L-jabtkowy, w przeciwienstwie do redukujacych
jego zawartos$¢ drozdzy Schizosaccharomyces i Z. bailli.
Genetyczna i biochemiczna charakterystyka drog roz-
ktadu L-jablczanu przez S. pombe, C. utilis, K. marxia-
nus, Z. bailli i S. cerevisiae dowodzi, ze fizjologiczna rola
i regulacja jego metabolizmu istotnie r6znig si¢ pomie-
dzy grupami K(+) i K(-) [13, 24, 30].

Mimo, ze zaréwno drozdzie S. cerevisiae, jak
i S. pombe klasyfikowane sg jako K(-), pierwsze z nich
nie sa w stanie skutecznie zmniejszy¢ poziomu kwasu
L-jabtkowego. Przyczyng tego zjawiska jest stabo
wyksztalcony system transportu kwaséw u drozdzy
S. cerevisiae oraz niewielkie powinowactwo enzymu
jabtkowego do substratu (Km =50 mM). Ponadto, niski
stopien degradacji kwasu L-jablkowego przez drozdze
zwigzany jest z mitochondrialng lokalizacja enzymu
jablkowego u S. cerevisiae. Wiedza ta odgrywa szcze-
golna role w winiarstwie, gdzie pozadany jest rozklad
lub biosynteza L-jabtczanu, bedacego jednym z domi-
nujgcych kwaséw zawartych w winie. Degradacja jego
nadmiaru w moszczu warunkuje otrzymanie réwno-
wagi zwiazanej z odpowiednim stosunkiem kwaséw do
cukréw, przyczyniajacej sie¢ do powstania wina o wlas-
ciwych cechach sensorycznych [15, 21].
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2. Rola kwasu L-jablkowego
w metabolizmie drozdzy

Kwas jabtkowy zidentyfikowano po raz pierw-
szy w 1924 roku, jako produkt fermentacji drozdzy.
Dotychczas intensywniejsza jego biosynteze uzyskano
u szczepow S. cerevisiae, poprzez nadekspresje cyto-
zolowego izoenzymu dehydrogenazy jablczanowej
(Mdh2p). Ostatnie badania wskazuja jednak, ze droz-
dze Zygosaccharomyces rouxii w srodowisku o wysokim
stezeniu cukrow sg w stanie syntetyzowaé nawet do
75 g/l L-jablczanu [34].

Kwas L-jabtkowy odgrywa kluczowg role w metabo-
lizmie zwigzkéw C3 i C4 w réznych przedziatach sub-
komorkowych komoérki drozdzowej. W zaleznosci od
zapotrzebowania komorki, moze on ulega¢ reakcjom
oksydacji, odwadniania czy dekarboksylacji. Utlenianie
L-jablczanu do szczawiooctanu wprowadza go do cyklu
TCA lub glukoneogenezy przez fosfoenolopirogronian
(PEP). Moze on réwniez ulega¢ reakcji dekarboksyla-
cji do pirogronianu, ktéry wykorzystany jest do two-
rzenia aminokwasow i innych produktéw biosyntezy.
Reakcje enzymatyczne cyklu TCA obejmujg hydratacje
fumaranu do L-jablczanu i jego oksydacje do szczawio-
octanu za po$rednictwem dehydrogenazy jablczanowe;j.
Odwracalne uwodnienie fumaranu do L-jablczanu
katalizowane jest przez mitochondrialng fumaraze
(kodowana przez gen FUMI S. cerevisiae). Nastepnie
L-jabtczan ulega reakeji oksydacji do szczawiooctanu,
indukowanej przez dehydrogenazg jablczanows (S. cere-
visiae MDH1), gdzie akceptorem wodorow jest NAD*
[4, 9, 18]. Kwas L-jabtkowy moze powstawaé réwniez
w reakcji kondensacji szczawiooctanu i acetylokoen-
zymu A (acetylo-CoA) w efekcie czego powstaje cytry-
nian, ktdry ulega utlenieniu do jablczanu w cyklu TCA.
W przypadku, gdy acetylokoenzym A wytwarzany jest
przez dehydrogenaze pirogronianows, a szczawiooctan
przez karboksylaze pirogronianowa, konwersja glukozy
do jablczanu na drodze oksydacji prowadzi do powsta-
nia dwdch czasteczek CO, [21, 34].

U drozdzy S. cerevisiae wytwarzanie L-jablczanu
zwigzane jest prawdopodobnie z redukeja szczawio-
octanu, ktory syntetyzowany jest przez biotynozalezna
karboksylaze pirogronianowa. Produkcja kwasu L-jabt-
kowego przez drozdze powigzana jest $cisle z warun-
kami ich hodowli, dlatego wysokie stezenie cukru
(20-30%), pH bliskie 5,0, ograniczony poziom azotu
(100-250 mg N/I), jak réwniez obecnos¢ CO, sprzyja
temu procesowi. Mimo, ze cze$¢ jablczanu w winie
moze by¢ syntetyzowana przez drozdze, wysoki poziom
aminokwasow i niskie pH zazwyczaj hamujg jego
powstawanie. Cykl glioksalowy zachodzacy w pero-
ksysomach drozdzowych zwigzany jest przede wszyst-
kim z calkowita degradacja kwasow tluszczowych
poprzez B-oksydacje. W przypadku drozdzy S. cerevi-
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siae, peroksymalny jablczan syntetyzowany z glioksalu,
katalizowany jest przez syntaz¢ jablczanowa (MLS).
Peroksymalna dehydrogenaza jablczanu (MDH3) kata-
lizuje redukcje szczawiooctanu do jabtczanu z jedno-
czesnym utlenianiem NADH do NAD" [16].

W zwiazku z tym, ze blona peroksysoméw jest
nieprzepuszczalna dla NADH in vivo, produkowane
sg one podczas P-utleniania kwaséw tluszczowych,
ulegajac deoksydacji wewnatrz tych struktur. Dehy-
drogenaza jablczanu katalizuje utlenianie NADH do
NAD*, zapewniajac p-oksydacje. Peroksysomy sa row-
niez nieprzepuszczalne dla szczawiooctanu, dlatego
ma miejsce jego konwersja do L-jablczanu. W cytozolu
(MDH2) lub mitochondium (MDH1) nastepuje reakcja
odwrotna. Dehydrogenaza jablczanu utlenia L-jablczan
do szczawiooctanu wskutek dalszego metabolizmu [30].

3. Rozklad kwasu L-jablkowego przez drozdze

Wystepujace w winie szczepy S. pombe i Z. bailli
wykazuja zdolno$¢ redukcji kwasu L-jabtkowego
w obecnosci glukozy lub innego przyswajalnego zrédia
wegla. H. anomala, C. sphaerica, P. stipitis i Pachysolen
tannophilus w przeciwienstwie do powyzszych, wyko-
rzystuja L-jablczan jako jedyne zrodto wegla, jednak
zdolnos¢ ta ulega zahamowaniu gdy w $rodowisku
wystepuje cukier [24]. Wiekszo$¢ szczepdw S. cerevi-
siae moze wykorzystywa¢ L-jablczan w obecnosci co
najmniej jednego Zrédta wegla, jednak stopien degra-
dacji przez nie kwasu L-jablkowego w poréwnaniu
do S. pombe jest niewielki. Zdolno$¢ drozdzy do uty-
lizacji zewnatrzkomorkowego jablczanu zalezna jest
od efektywnego transportu kwasu dikarboksylowego
przez blone komoérkows oraz od skutecznosci dziata-
nia wewnatrzkomoérkowego enzymu jabtkowego [30].
Do czynnikéw wplywajacych na skutecznos¢ rozkladu
kwasu L-jabtkowego zalicza si¢ rowniez obecno$¢ glu-
kozy i dostepnos¢ tlenu.

W zalezno$ci od gatunku, szczepy Saccharomyces sa
w stanie metabolizowac do 3 g/l jabiczanu w procesie
winifikacji. Enzym jablkowy u tych drozdzy charakte-
ryzuje si¢ niskim powinowactwem, dlatego wigkszos¢
kwasu jablkowego rozkladana jest poprzez dziatalnosé¢
dehydrogenazy jablczanowej oraz podczas reakeji
utleniania zachodzacych w cyklu kwaséw trikarbok-
sylowych (TCA) [22]. Ponadto, niektdre szczepy Sac-
charomyces syntetyzuja kwas jablkowy. Do drozdzy sku-
tecznie rozktadajacych L-jablczan zalicza sie S. pombe,
S. malidevorans i Z. bailli. Nie znajduja one jednak
zastosowania w redukcji kwasowoséci win z powodu
niepozadanego posmaku, jaki w nim pozostawiajg [11].

Drozdze S. pombe wykazuja wysoka tolerancje wobec
znacznych stezen L-jablczanu, rozkladajac nawet 29 g/l
kwasu L-jabtkowego bez negatywnego oddziatywania
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na wzrost komorek, metabolizm cukru czy zdolno$¢
do produkcji etanolu. Badania wykazaly, ze jest on cal-
kowicie metabolizowany do alkoholu i CO, w warun-
kach beztlenowych. Jako drozdze nalezace do grupy
K(-), S. pombe rozkladaja kwas L-jablkowy wytacznie
w obecnosci glukozy lub innego przyswajalnego zrédta
wegla, zaréwno w warunkach aerobowych, jak i ana-
erobowych. W degradacje L-jablczanu przez S. pombe
zaangazowane sg trzy enzymy - transporter jablczanu,
enzym jabtkowy i mitochondrialna dehydrogenaza jabt-
czanowa. Pierwszy z nich (Maelp) wykorzystuje sys-
tem H+ do aktywnego transportu L-jablczanu, podczas
gdy NAD - zalezny enzym jabtkowy (Mae2p) katalizuje
oksydatywng dekarboksylacje kwasu L-jabtkowego do
pirogronianu i CO,. Mitochondrialna dehydrogenaza
jabtczanu (EC 1.1.1.37) utlenia L-jablczan do szczawio-
octanu w cyklu TCA i jest odpowiedzialna w 10% za
jego rozklad w warunkach tlenowych [6, 18, 25].

Analiza sekwencji DNA genu jabtkowego S. pombe
nie wykazala obecnosci mitochondrialnego sygnatu
kierowania, co wskazuje na obecno$¢ enzymu w cyto-
zolu, gdzie katalizuje on reakcje dekarboksylacji kwasu
L-jabtkowego do pirogronianu. Drozdze S. pombe nie
wykorzystuja L-jablczanu jako jedynego zrodla wegla
i energii. Oksydacyjna dekarboksylacja kwasu L-jabt-
kowego oraz redukcja NAD* do NADH dowodzi istot-
nej roli enzymu jabtkowego w utrzymaniu réwnowagi
redoks w warunkach tlenowych. Ponadto, moze on
réwniez bra¢ udzial w regulacji poziomu wewnatrz-
komoérkowego jablczanu oraz zaopatrywaé komorke
w NADH lub pirogronian [21, 27].

W toku dalszych badan podjeto probe skonstru-
owania rekombinowanego szczepu drozdzy Saccharo-
myces cerevisiae zawierajacego gen Schizosaccharomyces
pombe (Mael), majacego charakter przekaznika przez
blone komoérkowa kwaséw dikarboksylowych oraz
enzymu jablkowego (Mae2), wystepujacego na pla-
zmidach drozdzy winnych. Otrzymana komoérka droz-
dzy S. cerevisiae wykazalta zdolnos$¢ degradacji kwasu
L-jablkowego, nie produkujac przy tym ubocznych
metabolitow, ktére moglyby przyczynic¢ sie do obnize-
nia jako$ci wina [15].

Komorki drozdzy Candida utilis rdwniez skutecz-
nie rozkladajg zewnatrzkomdrkowy L-jablczan i fuma-
ran. W przypadku glukozy lub innych przyswajal-
nych zrodel wegla degradacja tych kwaséw zacho-
dzi mniej efektywnie. Analiza molekularna enzymu
jabtkowego C. utilis, CME1, wykazala wysoki stopien
homologii genu enzymu jabtkowego S.pombe oraz
S. cerevisiae [18]. Proces dekarboksylacji szczawio-
octanu moze by¢ prowadzony przez kilka enzymow
dekarboksylujacych, w tym enzym jabiczanowy zalezny
od NADP* oraz NAD*. W przypadku dekarboksylacji
L-jablczanu mozliwe jest wylacznie pierwsze z powyz-
szych rozwigzan. W oparciu o specyfike podloza oraz
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wymagania kofaktoréw, enzym jablczanowy C. utilis
mozna sklasyfikowa¢ jako oksydoreduktaze L-jabi-
czanu (EC 1.1.1.38). Analiza sekwencji DNA wykazata
brak mitochondrialnego sygnatu kierowania, co suge-
ruje ze enzym jabtkowy C. utilis jest enzymem cytozo-
lowym, podobnie jak S. pombe. Jednak ekspresja tych
dwoch enzymoéw podlega zupelnie innym sygnatom
regulacyjnym [17].

4. Enzym jablkowy: struktura, funkcja i regulacja

Enzym jabtkowy katalizuje odwracalng reakcje
dekarboksylacji L-jablczanu do pirogronianu i CO,,
z jednoczesng redukcja NAD(P)* do NAD(P)H. Oprocz
dinukleotydu NAD(P)*, wymaga on obecnosci dwu-
warto$ciowych kationow Mn** i Mg*, jako kofaktorow.
Wysoki stopiet homologii z aminokwasami wykazuja
trzy izoenzymy EC 1.1.1.38-40, jednak istnieja roznice
w ich wewnatrzkomdrkowej lokalizacji, powinowactwie
do substratu oraz swoistosci (L-jablczan i/lub szczawio-
octan), a takze poziomu, w jakim reakcja dekarboksy-
lacji jest odwracalna [7, 12, 28, 33].

Zazwyczaj skuteczno$¢ enzymu jabtkowego okresla
sie na podstawie powinowactwa do substratu i/lub
poziomu ekspresji odpowiedniego genu. Enzym jabl-
kowy S. pombe wykazuje bardzo wysokie powinowac-
two do substratu (Km=3,2 mM) w przeciwienstwie do
S. cerevisiae (Km =50 mM). Cytozolowy enzym jabtkowy
S. pombe wymaga dwuwarto$ciowych jonéw zaréwno
Mn*, jak i Mg** do pelnej aktywnosci, w odréznieniu do
drugiego z mikroorganizmow, ktdry preferuje wyltacznie
obecno$¢ Mn?**. Odgrywa on istotng role w efektorowej
fazie odpowiedzi. Przykladem moze by¢ acetylo-CoA,
ktéry inhibituje NADP - zalezny enzym jabtkowy
[EC 1.1.1.40] Escherichia coli, podczas gdy nie oddzia-
tuje na EC 1.1.1.40 Mucor circinelloides. Réznorod-
no$¢ regulacji enzymu jablkowego u poszczegdlnych
organizmow zwigzana jest z jego odmienna rolg fizjo-
logiczna [10, 28].

Pod wzgledem chemicznym, jest on tetrameryczna
proteing o dimerycznej strukturze, ktérego monome-
ryczna podjednostka zbudowana jest z czterech domen.
Aktywny osrodek zlokalizowany jest na powierzchni
taczacej domeny B i C. U czlowieka mitochondrialny
enzym jabtkowy, bedacy egzonukleotydem wigzacym
dla inhibitora ATP i miejscem allosterycznym dla akty-
watora fumaranu, znajduje si¢ na interfejsach tetra-
meru i dimeru. Struktury krystaliczne enzymu wska-
zuj3, ze moze on znajdowacl si¢ w stanie rownowagi
w dwdch formach, otwartej i zamknietej, co zwigzane
jest bezpo$rednio z przemieszczaniem si¢ czterech
strukturalnych domen. Wigzanie substratu w miejscu
aktywnym przesuwa pierwszg forme do drugiej, ktora
warunkuje zamkniecie enzymu. Zwigzany w miejscu
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allosterycznym fumaran indukuje przemiang pomiedzy
formami, ktdre posrednio odpowiedzialne sg za prze-
suwanie domen A i D [5, 33].

Oprocz tego, ze wystepuje on u ssakow, roslin, czy
bakterii, obecnos¢ jego stwierdzono réwniez w droz-
dzach S. pombe, Rhodotorula glutinis, Z. bailli, S. cerevi-
siae i C. utilis. Cytozolowy enzym jabtkowy S. cerevisiae,
C. utilis i S. pombe wykazuje dwufunkcyjno$¢, reagujac
zaréwno z jablczanem, jak i szczawiooctanem. Enzym
jabtkowy S.pombe wykorzystuje wylacznie NAD*
(EC 1.1.1.38) jako kofaktor, S.cerevisiae natomiast,
zarébwno NAD", jak i NADP*, ktdre sg akceptorami
elektronow. Enzym jabtkowy C. utilis uzytkuje NAD*
lub NADP* w reakcji dekarboksylacji szczawiooc-
tanu, z kolei NADP* w przypadku L-jablczanu. NADP
- zalezne izoformy enzymu jabtkowego odgrywaja role
w biosyntezie lipidéw i desaturacji. Nadmierna ilos¢
ATP przyczynia si¢ do przeksztalcenia acetylokoen-
zymu A w kwasy tluszczowe, jako Zrédlo energii. Jed-
nak warunkiem syntezy kwasu tluszczowego w cytozolu
jest przemiana mitochondrialnego acetylokoenzymu A
do cytrynianu. W reakcji katalizowanej przez syntaze
cytrynianows, acetylokoenzym A lgczy si¢ ze szcza-
wiooctanem, a powstaly cytrynian transportowany
jest z mitochondriéw do cytozolu, gdzie z powrotem
przeksztalca si¢ do szczawiooctanu za posrednictwem
liazy cytrynianowej. Szczawiooctan redukowany jest
do L-jablczanu przez dehydrogenaze jablczanu. Moze
on rowniez ulega¢ utlenieniu do pirogronianu za
posrednictwem enzymu jabtkowego. Przeprowadzone
doswiadczenia dowodza, ze aktywno$¢ enzymu jabt-
kowego odgrywa kluczowe znaczenie w zapewnieniu
maksymalnej akumulacji lipidéw. Dotychczasowa
identyfikacja izoform NADP - zaleznego enzymu
jablkowego u grzybow oraz ich rozwdj w warunkach
zwigkszonej lipogenezy, wyjasnia ich role w biosyntezie
thuszczow [19].

Enzym jablkowy charakteryzuje struktura trzecio-
rzedowa. Wystepuja w nim znaczne roznice zwigzane
z wlasno$ciami katalitycznymi i mechanizmami regu-
lacyjnymi. Zidentyfikowano w nim osiem wysoce kon-
serwatywnych regionéw A-H, pochodzacych z orga-
nizmoéw prokariotycznych i eukariotycznych. Regiony
te stanowig skupiska reszt oddzielonych od miejsc
mniej homologicznych. Cztery z nich wiaza NAD(P)*,
jablczan i dwuwartosciowe kationy, podczas gdy zna-
czenie fizjologiczne pozostalych jest nadal nieznane
[25, 26]. Sekwencje aminokwasowe C. utilis (CMEIp),
S. cerevisiae (MAE1p) i S. pombe (Mae2p) enzymu jabl-
kowego wykazaly rozny stopienn homologii pomiedzy
CMEIp i Mae2p (37%), CME1p i MAEIp (68%) oraz
MAEIp i Mae2p (47%). Analizy filogenetyczne zwigz-
kéw pomiedzy CME1p i 44 znanymi enzymami jabtko-
wymi dowiodly, ze enzym jabtkowy C. utilis wykazuje
zgodno$¢ wzgledem S. pombe i S. cerevisiae. Przeprowa-
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dzone doswiadczenia potwierdzaja fakt, iz homologia
sekwencji enzymu jabtkowego z réznych organizmoéw
zalezna jest przede wszystkim od zwiagzkow filogene-
tycznych pomiedzy nimi, a nie jest wynikiem ogra-
niczen zwigzanych z wlasciwosciami katalitycznymi
i wewnatrzkomorkowej lokalizacji [17].

Enzym jabtkowy indukuje reakcje katalizy przebie-
gajacej w trzech etapach. Pierwszym z nich jest odwo-
dornienie jablczanu i wytworzenie szczawiooctanu
(k1), nastepnie jego dekarboksylacja do enolopirogro-
nianu (k2) oraz tautomeryzacja enolopirogronianu do
pirogronianu (k3). W trakcie oksydacyjnej dekarbok-
sylacji jablczanu nastepuje wyodrebnienie protonu
z grupy hydroksylowej C2, co w efekcie inicjuje reakcje
odwodornienia (k1). Na etapie tautomeryzacji naste-
puje sprotonowanie enolopirogronianu w pozycji C3,
celem wyodrebnienia protonu z grupy hydroksylowej
C2, ktéry w kompleksie z jablczanem zostaje skiero-
wany w miejsce C4 pierscienia NAD*. Przemiany te
dowodzg stereospecyficznosci enzyméw jablkowych
dla L-jablczanu [5].

Na podstawie odmiennej regulacji enzymu jabtko-
wego w réznych organizmach, tkankach i przedziatach
komorkowych, uwaza si¢ ze pelni on w nich istotne
funkcje fizjologiczne. Koncowymi produktami reakeji
enzymatycznej s3 m.in. pirogronian, CO, i NAD(P)H,
ktorych szlaki biochemiczne okreslane moga by¢ jako
$ciezki NAD* - zalezne enzymy jabtkowe biorace udziat
w oksydacyjnych procesach metabolicznych czy $ciezki
NADP* - zalezne enzymy jabtkowe odgrywajace role
w redukeyjnych procesach biosyntezy. NAD* - zalezne
izoformy enzymu jablkowego odgrywaja zazwyczaj
istotng role w biosyntezie komérkowej ATP poprzez
produkcje NADH i pirogronianu. NADP - zalezne izo-
formy enzymu jablkowego wystepujacego u bakterii,
drozdzy, grzybow, biorg udziat w reakcjach biosyntezy,
szczegodlnie biosyntezy lipidow i desaturacji [18, 19, 33].

U S. cerevisisne NADPH tworzony jest w wyniku
kilku reakeji — na drodze cyklu pentozofosforanowego
(glukozo-6-fosforan i 6-fosfoglukonian dehydroge-
nazy), poprzez NADP* - zalezng izocytrynianowa
dehydrogenaze, za pomocg NADP* - zaleznej dehydro-
genazy aldehydowej oraz NAD(P) - zaleznego enzymu
jabtkowego. Mitochondrialny NAD(P) - zalezny enzym
jablkowy S. cerevisiae, MAE1p, zlokalizowany jest cen-
tralnie w sieci metabolicznej, gdzie zachodzi konwersja
jablczanu (intermediaty cyklu TCA) do pirogronianu
z wytworzeniem jednej czasteczki NAPDH. NAD*
- zalezny enzym jabtkowy S. pombe odgrywa natomiast
istotng role w trakcie fermentacji. Wysokie powinowac-
two substratu i cytozolowa jego lokalizacja umozliwia
drozdzom skutecznie obnizy¢ poziom jablczanu i prze-
ksztalci¢ go w etanol [20, 35].

Pirogronian jest kluczowym zwigzkiem posredni-
czagcym w dysymilacji cukrow oraz prekursorem dla
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syntezy aminokwasow, w tym alaniny, L-leucyny, L-izo-
leucyny oraz waliny [14]. W $rodowisku o wysokim
stezeniu cukréw, pirogronian moze by¢ dostarczany
przez kinaze pirogronianowa (EC 2.7.1.40), enzym
katalizujacy ostatni etap reakcji glikolizy. U drozdzy
S. cerevisiae zidentyfikowano dwa geny strukturalne
(PYK1 i PYK2), kodujace aktywne izoenzymy kinazy
pirogronianowej [3]. Obecno$¢ cukru warunkuje
wzrost aktywnosci pierwszego z nich oraz mozliwosé
zajscia reakcji transkrypcji PYKI1. Uaktywniany jest on
przez fruktozo-1,6-bifosforan, w przeciwienstwie do
PYK2. Transkrypcja drugiego genu podlega represji
glukozy. W przypadku wzrostu drozdzy S. cerevisiae
w obecnosci etanolu lub octandw, kinaza pirogronianu
nie odgrywa zadnej roli w dysymilacji. Niemniej jed-
nak, pirogronian nadal musi by¢ wytwarzany (biosyn-
teza aminokwasow), a jego produkcja zachodzi¢ moze
dwoma drogami. Pierwsza z nich obejmuje synteze fos-
foenolopirogronianu z acetylokoenzymu w cyklu gliok-
salowym i karboksykinazy fosfoenolopirogronianu.
Druga natomiast zwigzana jest z dekarboksylacjg jabt-
czanu do pirogronianu z udziatem enzymu jabtkowego
(EC 1.1.1.40) [2].

Dla regulacji poziomu aktywnosci enzymu jabtko-
wego zostaly opisane réznorakie mechanizmy. Post-
-transkrypcyjna obrébka mRNA zachodzi w komor-
kach eukariotycznych, natomiast enzym jabtkowy
u grzybow i bakterii jest zwykle regulowany poprzez
konkurencje i aktywacje innych kwaséw dikarbok-
sylowych. Analiza transkrypcji enzymu jabtkowego
S. pombe wykazala trzy sekwencje dla promotora genu
Mae2, UASI, UAS2 i UAS3 [27]. Transkrypcja Mae2
u S. pombe wywolana zostala po wzroscie stezenia
glukozy lub soli. Istnieja dwa poziomy regulacji pracy
genu Mae2 w zaleznosci od stezenia glukozy. Pierwszy
poziom obejmuje tagodniejsze regulowanie oddzia-
lywania w odniesieniu do podwyzszonego stezenia
glukozy (np. 8%). W przypadku wyzszych stezen tego
zwigzku (np. 30%) nastepuje gwaltowniejsza reakcja na
pojawiajace si¢ warunki stresu osmotycznego (poziom
drugi). Obydwa warunki moga przyczyni¢ sie do zabu-
rzenia rownowagi oksydoredukcyjnej, czemu mozna
zapobiec poprzez produkeje gliceryny i rownoczesne
utlenianie NADH do NAD*. W celu utrzymania réwno-
wagi redoks NAD*/NADH w komorce, musi ona zredu-
kowa¢ dodatkowe NAD* do NADH poprzez dzialanie
enzymu jabtkowego [1, 15, 18].

Degradacja zewnatrzkomoérkowego L-jablczanu
podczas fermentacji alkoholowej rozni sie znacznie
pomiedzy poszczegélnymi rodzajami Saccharomyces.
S. paradoxus rozklada od 28% do 38% L-jablczanu,
natomiast S. cerevisiae i S. bayanus utylizuja jedynie
8-17% kwasu L-jablkowego. Analiza transkrypcyjna
wykazala, ze ekspresja genu enzymu jabtkowego
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S. paradoxus i S. cerevisiae wzrosta pod koniec procesu
fermentacji. W odpowiedzi na zwiekszenie ekspresji
enzymu jablkowego, wyltacznie S. paradoxus redukuje
L-jablczan w wyzszym stezeniu. Biorac pod uwage trzy
gatunki Saccharomyces, prawdopodobne jest, ze S. para-
doxus cechuje sie odmiennymi mechanizmami regula-
cji transkrypcji [15].

Drozdze C. utilis wykazaly 10-krotny wzrost trans-
krypcji genu CME1 w hodowli zawierajacej 0,5% jabt-
czanu jako zrodla wegla. Jako kontrola pozytywna
zastosowano pozywke z glukoza (2%). Aktywnos¢
enzymu jablkowego wzrosta 35-krotnie (w stosunku do
glukozy) w obecnosci L-jablczanu jako jedynego zrédta
wegla, co potwierdzilo przypuszczenie, ze mozliwy jest
rozklad kwasu L-jablkowego (mechanizmy indukcji/
represji), a jednocze$nie transport jablczanu w C. utilis
reguluje jego zewnatrzkomorkowa degradacje [17].

5. Genetycznie modyfikowane szczepy S. cerevisiae
rozkladajace kwas L-jablkowy

Biologiczne odkwaszanie wina z udzialem bakterii
kwasu mlekowego postrzegane jest przez winiarzy jako
naturalny, spontaniczny proces. Ze wzgledu na nie-
odlgczne problemy towarzyszace wadliwej fermentacji,
badane byly alternatywne techniki redukcji kwasowosci
win, w tym heterologiczna koekspresja transportera
jablczanu S. pombe (Mael) i genu enzymu jabtko-
wego (Mae2) oraz Mael z genem Oenococcus oeni
(MleA) [31, 32]. Geny kodujace permeaze jablcza-
nowa S. pombe (Mael) i gen jabtkowo-mlekowy O. oeni
(MleA) zostaly sklonowane i w ostatnich latach poprzez
integracje wprowadzone do genomu S. cerevisiae S92.
Rekombinowany szczep zachowal wszystkie cechy
i wlasciwosci S92, a takze zdolno$¢ zakonczenia
wadliwej fermentacji w poczatkowym etapie procesu
gtownego [8]. Nieskuteczna degradacja zewnatrzko-
morkowego jablczanu przez S. cerevisiae zwigzana jest
z brakiem aktywnego systemu transportu wychwytu
L-jablczanu oraz niskim powinowactwem wewnatrzko-
morkowego enzymu jabtkowego. Wewnatrzkomorkowy
rozklad kwasu L-jabtkowego przez drozdze Saccharo-
myces bayanus EC1118 uleglt poprawie poprzez integra-
cje z genami S. pombe Mael i Mae2 kodujgcymi trans-
porter L-jablczanu oraz enzym jablkowy. Podobnie
sklonowano gen enzymu jabtkowego C. utilis (CMEI)
i wprowadzono do szczepu drozdzy winiarskich wraz
z genem transportera jablczanu S.pombe (Mael).
Rekombinowany enzym jabtkowy wykazywat aktywnos¢
w komorce S. cerevisiae i zdolno$¢ degradacji szczepu
poréwnywalnag do wynikéw uzyskanych dla koekspre-
sji genow S. pombe Mael i Mae2 w komorce drozdzy
szlachetnych [8, 17, 18].
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6. Podsumowanie

Kwasy L-jabtkowy oraz winowy odgrywajg istotna
role w procesie produkcji wina, oddzialujac na jego
jako$¢ organoleptyczng, a takze stabilnos$¢ fizyczna,
biochemiczng oraz mikrobiologiczng. Wiedza na temat
charakteru i regulacji jabtkowo-etanolowych drég roz-
ktadu L-jabtczanu przez drozdze moze przyczynic sie
do poznania bardziej efektywnej metody odkwaszania
wina, stajac si¢ alternatywa dla fermentacji jabtkowo-
-mlekowej. Wybdr odpowiednich szczepéw drozdzy,
modyfikacja warunkéw fermentacji, czy nawet wpro-
wadzenie heterologicznego genu do szczepéw drozdzy
winiarskich moze skutkowa¢ redukcja kwasowosci
oraz otrzymaniem owocowo-kwiatowych bukietow
win, jakimi charakteryzuja si¢ m.in. Gewiirztraminer
czy Riesling. Ponadto, zastgpienie bakterii mlekowych
drozdzami wyeliminuje ryzyko produkcji niepozada-
nych zwigzkow, takich jak aminy biogenne czy kar-
baminian etylu. Dodatkowo, jednoczesne zakoncze-
nie procesu fermentacji oraz odkwaszania zmniejszy
ryzyko zepsucia wina poprzez jego utlenianie oraz
namnazanie si¢ mikroorganizméw. Kolejna korzyscia,
jaka niesie za sobg fermentacja jabtkowo-etanolowa
jest uzyskanie wyzszych poziomoéw alkoholu etylowego
w przypadku produkecji napojow destylowanych.

Odkwaszanie win gronowych z udziatem drozdzy
stwarza wigc mozliwo$¢ nie tylko obnizenia ich kwaso-
wosci, ale rowniez uzyskania pozadanych komponen-
tow smaku i aromatu, ksztaltujac jako$¢ sensoryczng
finalnego produktu.
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