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CAPITOLO 1

INTRODUZIONE

I lieviti sono microrganismi eucariotici diffusi in molti ambienti naturali, tra
cui la flora microbica dell'uomo, sulle piante, nell'acqua, nei prodotti
alimentari e in molte altre nicchie ecologiche, dove colonizzano rapidamente
substrati ricchi di nutrienti.

Prendono il nome dalla parola olandese “schiuma” che si viene a formare
durante la fermentazione della birra. I lieviti essendo un gruppo ampio ed
eterogeno, vengono utilizzati nella produzione di alimenti e bevande
fermentate, nella medicina e nelle industrie biomediche e farmaceutiche. Le
attivita dei lieviti si spiegano attraverso la loro competitivita per i nutrienti,
all’acidificazione del terreno di coltura, alla tolleranza ad altre concentrazioni
di etanolo e al rilascio di composti antimicrobici come le tossine killer
antimicrobiche e i composti antibatterici (Hatoum et al., 2012).

I lieviti appartenenti al genere Saccharomyces e non- Saccharomyces producono
tossine killer che possono uccidere, o limitare la crescita e lo sviluppo, di
altre specie di lieviti, definiti sensibili. In particolare, lieviti come
Kluyveromyces wickerhamii, Wickerhamomyces anomalus (ex Pichia anomala) e

Pichia membranifaciens, producono tossine killer che possono essere usate



per controllare la crescita del lievito indesiderato (spoilage) enologico

Brettanomyces bruxellensis.

1.1 Caratteristiche antimicrobiche dei lieviti

L’attivita antimicrobica dei lieviti e stata osservata per la prima volta da
Hayduck (1909) uno scienziato e chimico tedesco della birra,
successivamente altri ricercatori hanno dimostrato come l'azione antagonista
dei lieviti nei confronti di altri lieviti porti alla produzione di metaboliti
secondari noti come tossine killer o “micocine”.

Riguardo gli effetti antimicrobici dei lieviti presenti negli alimenti e bevande
fermentate, Viljoen (2006) riporta le varie azioni degli acidi organici, dei
fattori antibiotici, degli acidi volatili e del perossido di idrogeno e altri
substrati secreti dai lieviti nel prodotto fermentato.

Inoltre, tra le varie applicazioni delle fermentazioni miste dei lieviti non-
Saccharomyces/S. cerevisiae, quella del controllo dei microrganismi indesiderati
risulta essere la caratteristica pii promettente dato il crescente interesse per
le procedure di biocontrollo dei prodotti fermentati.

L’azione antagonista sul controllo della crescita dei microorganismi

indesiderati puo avvenire secondo diversi meccanismi:



Produzione di composti antimicrobici come micocine, piccoli peptidi o
vescicole extracellulari (Tab. 1) (Comitini et al., 2021);

Contatto cellula-cellula: ad esempio, la morte precoce delle Starmerella
bacillaris nelle fermentazioni di coltura mista con S. cerevisize non e
dovuta all'esaurimento di nutrienti o alla produzione di metaboliti
tossici da parte dei lieviti ma dal meccanismo di contatto cellula-
cellula (Englezos et al., 2019);

Competizione per i nutrienti: ad esempio, € stata valutata l'attivita
antimicrobica di sette ceppi Metschnikowia pulcherrima e si e visto che
non sembra essere dovuta a composti proteici come il fenomeno killer,
ma  all'acido  pulcherriminico  (precursore del pigmento
pulcherriminico) che impoverisce il ferro presente nel substrato,
rendendolo non disponibile agli altri lieviti (Oro et al., 2014);
Cambiamenti di pH nel terreno di coltura dovuti dallo scambio ionici
o dalla produzione di acidi organici da parte dei microorganismi
durante la loro crescita;

Produzione di alte concentrazioni di etanolo (Hatoum et al., 2012).



Tabella 1. Principali attivita antimicrobiche prodotte dalle varie specie di lievito (Comitini et al.,

2021)
ME:;:Eﬁ:ial Yeast Specie Antimicrobial Activity Wine Management Gene Regulation
— " Kpkt_p-glucanase Prefermentative stage of TpBGL2 chromosomal
Tetrapisispora phaffii P ai:hg\'it_‘,' mixed wine fermentation i gene
e Pikt_ubiquitin-like Biocontrol agent against _
RN protein wine-spoilage yeasts
Kluyveromyces Kwkt_ f-1,6-glucosidase Biocontrol agent against _
wickerhamii activity wine-spoilage yeasts
CTT1, HSP12, GPD1,
GFPP2, TRK2, PDR12,
Pichia membranifaciens - Mixed wine fermentation }ﬁgﬁkgg;{iﬁjiﬁ%l
genes involved in
osmotic shock
My Pichia membranifaciens 2 Mixed wine fermentation Stimulates markers of
C cellular apoptosis
Candida pyralidae CpKTlaT:{;gilt;cam‘%e Mixed wine fermentation -
Wickerhamomyces WA18 9UDP- z i A
anomalus glycosyltransferase Mixed wine fermentation -
" . s TAKT_glucanase and Biocontrol agent against
Tarulaspora gelbrueckit chitinase activities wine-spoilage yeasts -
. oxe . Biocontrol agent against Encoded by TdV-Mbarr-1
Torulaspora delbrueckii wine-spoilage yeasts dsRNA
Saccharonmyces SeKT_p-glucanase and Biocontrol agent against _
eubayaius chitinase activities wine-spoilage yeasts
AMPs_fragments of
Loy ROy | T e Saccharontyces cerevisiae 5‘;;;:2};‘:3:‘5 Mixed wine fermentation -
antimicrobial dehydrogenase
peptides B = :
— o AMPs_stimulate reactive iocontrol agent against .
Candida inteimiedia oxygen species (ROS) wine-spoilage yeasts
Saccharomyces cerevisine  Evs_glycolytic enzymes Biocontrol agent =
Extracellular Torulaspora delbrueckii Evs_glycolytic enzymes Biocontrol agent -
vesicles and i ; ivee E: reolvii mes ioc -
compounds Lachancea thermotolerans  Evs_glycolytic enzymes Biocontrol agent

Metschnikowia
pulcherrima

Pulcherriminic acid

Biocontrol agent against
wine-spoilage yeasts

Cell-to-cell
contact

Lachancea thermaotoler-
ans / Saccharomyces
cerevisiae

Cell-to-cell contact

Mixed wine fermentation

Starmerella
bacillaris / Saccharomyces
cerevisiae

Cell-to-cell contact

Mixed wine fermentation

1.2 Carattere killer associato ai lieviti

Le tossine killer sono glicoproteine o composti proteici ad azione
antimicrobica prodotti da alcuni ceppi di lievito in grado di uccidere, o
limitare lo sviluppo delle specie di lievito sensibili. Sono state scoperte per la
prima volta nel 1963 nei ceppi di lievito S. cerevisize da Makower. Da allora,

sono state ritrovate in generi di lievito non-Saccharomyces come



Kluyveromyces, Williopsis e Wickerhamomyces (De Ulivari et al., 2018) e in
numerosi altri generi. Inoltre, le tossine killer possono inibire organismi
patogeni in una grande varieta di ambienti, tra cui alimenti fermentati e non
fermentati, bevande, ambienti marini e clinici (Mehlomakulu et al., 2014) e
nella produzione di mangimi dove possono essere utilizzate come

antimicrobici alimentari “naturali” (De Ingeniis et al., 2009).

Sono stati identificati diversi fenotipi:

1. Killer - un ceppo killer specifico produce una tossina ed € immune ad
essa;

2. Sensibile - non produce la tossina ed e sensibile alla tossina prodotta
da un ceppo killer;

3. Neutro - non produce né & sensibile alla tossina killer prodotta da un
ceppo killer;

4. Sensibile al killer - produce una tossina ed ¢ immune ad essa ma ¢

sensibile alle tossine prodotte da altri ceppi (Mehlomakulu et al., 2014).

Nel corso degli anni i lieviti killer, e le relative tossine, hanno fornito modelli
interessanti per studiare i vari meccanismi coinvolti nella produzione e nella
secrezione di proteine extracellulari, e l'identificazione di recettori delle

tossine killer presenti sull'involucro cellulare di bersagli sensibili.



I lieviti killer trovano attualmente impiego per combattere la contaminazione
da lieviti selvatici nelle industrie alimentari e di fermentazione, per il
controllo dei basidiomiceti coinvolti nella decomposizione del legno e i

funghi patogeni delle piante.

In campo medico invece, questi lieviti sono utilizzati nella biotipizzazione di
lieviti patogeni e funghi, nonché nello sviluppo di nuovi antimicotici per il
trattamento delle infezioni fungine umane e animali (Comitini et al., 2004),
proponendoli quindi come agenti antimicrobici di grande rilevanza (Ciani
end Fatichenti, 2001; De Ingeniis et al 2009).

Inoltre, le tossine killer sono caratterizzate da una grande biodiversita in
termini di caratteristiche molecolari: riguardo la loro fisiologia, la loro
modalita d’azione e i determinanti genetici responsabili della loro
produzione (Magliani et al., 1997), caratteristiche che consentono di uccidere
le cellule sensibili attraverso una modalita di azione in due fasi.

Nella prima fase, la tossina killer si lega a un sito recettore presente sulla
parete cellulare del suo bersaglio sensibile. Nella seconda fase, meno
studiata, si presuppone che la tossina killer interagisca con i recettori di
membrana cellulare e uccida le cellule sensibili attraverso meccanismi
differenti. Questi meccanismi includono la permeabilizzazione della

membrana cellulare, la modificazione del ciclo cellulare, 1'inibizione della
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sintesi del DNA e l'inibizione dell'attivita della (3-1,3-glucano sintetasi o
glicoproteine.

Diversi studi sulla natura del carattere killer hanno dimostrato anche il
coinvolgimento di determinanti genetici citoplasmatici non mendeliani, dove
e stata proposta la presenza in questi lieviti di un RNA a doppio filamento
(dsRNA) associato a particelle simil-virus, plasmidi a DNA lineare oltre a

geni nucleari (Magliani et al., 1997).

1.2.1 Modalita d’azione delle tossine killer

Le tossine killer possiedono diverse modalita d’azione, ma una cosa che
hanno in comune, ¢ che possono uccidere una cellula di lievito sensibile

mediante un processo in due fasi mediato dal recettore.

Sono stati identificati due tipi di recettori:

1. Recettori primari, che si localizzano sulla parete cellulare e includono (-
1,3-D-glucani, 3-1,6-D glucani, a-1,3-mannoproteina;

2. Recettori secondari, che si ancorano alla membrana plasmatica, tra cui il
recettore Krelp della proteina K1, una proteina di superficie cellulare di
lievito O-glicosilata inizialmente nota come GP1 (Schmitt and Breinig,

2002).
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Una volta avvenuto il legame con il rispettivo recettore, la tossina e in grado
di esercitare la sua funzione mediante la formazione di canali non selettivi
che alterano la permeabilita cellulare portando ad un aumento del flusso di
potassio (K*) con conseguente acidificazione cellulare, alterazione microbica

e perdita di ATP (Manzanares et al., 2011).

Il sistema killer del lievito piu studiato e quello di S. cerevisiae, dove le varie
tossine sono state classificate in tre gruppi principali (K1, K2, K3) sulla base
delle loro caratteristiche molecolari, dei loro profili di uccisione, della loro
mancanza di immunita crociata e dei determinanti genetici codificanti. Tutte
e tre sono codificate da dsRNA. Nello specifico la tossina piu studiata e
conosciuta, la K1 (19 kDa), viene secreta come una molecola costituita da due
distinte subunita non glicosilate legate da ponte disolfuro, denominate at e f3,
derivate da una molecola precursore glicosilata (protossina). Il prodotto
primario della traduzione e costituito da una sequenza N-terminale, seguito
dal dominio a e  della subunita della tossina, separati da un peptide y
centrale. La subunita y presenta dei domini N-glicosilati che
presumibilmente gli consente il corretto ripiegamento per la traslocazione
nell’apparato del Golgi.

Una volta che la tossina K1 si e legata alla frazione 3-1,6-glucano della parete

cellulare del lievito, viene trasferita a livello della membrana plasmatica
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andando ad interagire con il suo recettore secondario Krelp, portando alla
formazione di canali transmembrana per cationi voltaggio-indipendenti, che
causa la fuoriuscita di ioni con conseguente morte cellulare. I primi studi
hanno permesso di individuare un carattere fortemente idrofobico in
prossimita della porzione C-terminale della subunita a dove presentano una
struttura a oa-elica, separata da un piccolo segmento che attraversa la
membrana; ma anche di individuare la capacita della tossina di formare dei
pori nelle membrane delle cellule sensibili, portando alla rottura del
gradiente transmembrana e alla morte delle cellule. L'attuale modello
d’azione della tossina consente sia un inserimento diretto nella membrana sia
un'ulteriore interazione con una o piu proteine effettrici primarie finora

sconosciute (Gier et al. 2020).

La tossina K2 viene sintetizzata come un precursore di 362 aminoacidi (38,7
kDa), presenta tre siti per la glicosilazione, come recettore primario utilizza i
B-1,6-glucani (Orentaite et al., 2016). La sua attivita e identica alla KI,
nonostante presentino strutture differenti e un pH ottimale d’azione
compreso tra 4.0 e 4.3, leggermente inferiore a quello della tossina K1, che

raggiunge 4.6 (Luksa et al., 2015).

La tossina K28, una glicoproteina monomerica da 16 kDa ricca di serina, e in

grado di agire sul ciclo cellulare, legandosi ai residui di mannosio legati all’
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a-1,3 di una mannoproteina di 185 kDa, presente sulla parete cellulare che
tramite endocitosi puo raggiungere il citosol (Radler end Schmitt, 1987); inoltre
e responsabile dell’arresto del ciclo cellulare nella fase G2, impedendo la

separazione della cellula madre dalle cellule figlie.

La tossina killer con modalita d’azione simile alla K28 e quella codificata da
Kluyveromyces lactis con plasmidi lineari dsRNA (Sugisaki et al., 1983). Si tratta
di una tossina eterotrimerica in grado di inibire un’ampia gamma di lieviti
sensibili appartenenti ai generi Candida, Kluyveromyces, Saccharomyces,
Torulopsis e Zygosaccharomyces. La tossina e costituita da tre subunita: o, e
v. La tossina matura porta all’arresto permanente delle cellule sensibili nella
fase G1 del ciclo cellulare. Questa tossina non e in grado di inibire 1’adenilato
ciclasi, ma causa una rapida e progressiva perdita di vitalita, tale da spiegare

il blocco del ciclo. Tuttavia, la modalita d'azione e ancora poco conosciuta.

Per quanto riguarda invece i sistemi killer di Pichia e del genere Hansenula
(ora Williopsis), sono ceppi killer con ampio spettro di wuccisione
intergenerica, hanno come bersaglio (3-1,6-D-glucano. Alcune delle tossine da
loro prodotte interferiscono con la sintesi del (3-1,3-D-glucano, principale
polimero  polisaccaridico della parete cellulare, coinvolto nella
determinazione della morfologia cellulare e nel mantenimento dell'integrita

osmotica.
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Williopsis mrakii produce due diverse tossine: una tossina denominata HM-1
o HMK, e un polipeptide basico non glicosilato, e una seconda tossina K-500.
La tossina HM-1 uccide ceppi sensibili che comporta un’interferenza con la
sintesi del [-1,3-glucano, rendendo la parete osmoticamente fragile e

provocando la morte cellulare (uccide le cellule intatte) (Magliani et al. 1997).

La tossina killer di Pichia kluyveri, una glicoproteina acida di 19 kDa, induce
la formazione di canali permeabili agli ioni, cosi come la K1 che rilascia
potassio e ATP nelle cellule di S. cerevisiae. Cio causa la fuoriuscita di ioni, la
diminuzione del pH cellulare e I'inibizione dell'assorbimento di aminoacidi

(Magliani et al., 1997).

Per quanto riguarda i lieviti appartenenti alla specie P. membranifaciens, sono
in grado di produrre la tossina PMKT2 che ad alte concentrazioni provoca
una diminuzione del pH intracellulare con fuoriuscita del K* aumentando il
flusso di Na*, parallelamente alla perdita di permeabilita cellulare dopo 5 ore
di esposizione alla tossina, quando la vitalita e diminuita del 85%. Si e
concluso che I'azione citotossica di PMKT non e attraverso la formazione di
canali, ma attraverso l"attacco della tossina alle cellule dopo I'inizio della fase
S.

Piu recentemente, e stato riportato che le tossine killer di W. anomalus

danneggiano l'impalcatura dei B-glucani nelle pareti cellulari dei lieviti
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sensibili, inducendo cosi la morte cellulare per lisi osmotica (Mehlomakulu et

al., 2014).

1.2.2 Tossine killer prodotte dai lieviti non-Saccharomuyces

Le specie in grado di secernere tossine killer appartengono ai generi
Saccharomyces e mnon-Saccharomyces come Debaryomyces, Kluyveromyces,
Candida, Hansenula, Pichia,  Cryptococcus, Torulopsis, —Hanseniaspora,
Zygosaccharomyces.

Lieviti non-Saccharomyces produttori di tossine killer sono stati isolati da vari
ambienti, come quelli marini e clinici, nonché da alimenti e bevande

fermentati e no.

Le tossine killer hanno trovato una grande applicazione nell'industria
alimentare e della fermentazione, nella biotipizzazione di lieviti patogeni di
importanza medica e di funghi simili ai lieviti, nello sviluppo di nuovi
antimicotici per il trattamento delle infezioni umane e animali da funghi e
nella tecnologia del DNA ricombinante.

Le tossine killer prodotte da questi lieviti sono dotate di uno spettro d’azione
pitt ampio in quanto sono in grado di inibire specie appartenenti ai generi

non-Saccharomyces e Saccharomyces, rispetto a quelle di Saccharomyces.
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I primi lieviti a mostrare un’attivita killer sono stati segnalati per la prima
volta da Philliskirk e Young nel 1975 in sei generi di lieviti: Debaryomyces,
Hansenula, Kluyveromyces, Pichia, Candida e Torulopsis. Dopo qualche anno,
Young e Yagiu nel 1978 hanno identificato le seguenti tossine killer, sulla
base di saggi di reattivita incrociata con ciascuno dei ceppi killer:

1. K4 in Torulopsis glabrata NCYC 388;

2. K5 in Debaryomyces vanriji NCYC 577, Hansenula anomala NCYC

434 e Hansenula subpelliculosa NCYC 16;

3. K6 in Kluyveromyces fragilis NCYC 587;

4. K7 in Candida valida NCYC 327 e P. membranifaciens NCYC 333

5. K8 in Hansenula anomala NCYC 435;

6. K9 in Hansenula mrakii NCYC 500;

7. K10 in Kluyveromyces drosophilarum NCYC 575.

Un anno dopo (1979), Wickner ha riportato che anche Torulopsis glabrata
ATCC15126 secerne una tossina killer, denominata K11.

Queste tossine killer non-Saccharomyces hanno origine da plasmidi lineari
dsDNA o da cromosomi, con la notevole eccezione delle tossine killer di H.
uvarum e Z. bailii, che hanno origine da particelle simili a virus simili a quelle

di S. cerevisiae.
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Recentemente sono state descritte molte altre tossine appartenenti ai lieviti
non-Saccharomyces tra cui K. wickerhamii, P. anomala, P. membranifaciens e i
funghi filamentosi Ustilago maydis che hanno dimostrato di essere in grado di
inibire la crescita di Brettanomyces/Dekkera in condizioni di vinificazione. Ad
esempio, le specie Tetrapisispora phaffii e K. wickerhamii mostrano un’attivita
killer nei confronti del lievito apiculato Hanseniaspora uvarum e di specie del

genere Brettanomyces/Dekkera. (Mehlomakulu et al., 2014)

1.3 Il lievito killer W. anomalus

W. anomalus precedentemente noto come P. anomala, Hansenula anomala e
Candida pelliculosa, rientra nella classificazione dei non-Saccharomyces (Yinfeng
Li et al., 2022), un lievito ascomicete eterotallico appartenente alla famiglia
dei Wickerhamomycetaceae.

Questo lievito puo riprodursi asessualmente per gemmazione e sessualmente
con formazione di spore.

In ambienti diversi, possono ritrovarsi ceppi appartenenti a questa specie, i
quali sono stati isolati in frutta, vegetali, cereali, insilati di mais, prodotti

alimentari ad alto contenuto di zuccheri e vino.

E in grado di crescere in condizioni ambientali estreme come:

1. pH basso e alto
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2. bassa attivita dell’acqua
3. alta pressione osmotica

4. anaerobiosi

E un organismo considerato sicuro per I'uomo in quanto rientra nel livello di
biosicurezza 1. Per questo motivo, W. anomalus ¢ stato studiato per le sue
proprieta di biocontrollo contro i lieviti spoilage, principalmente
Dekkera/Brettanomyces (Comitini et al., 2020).

Una caratteristica fondamentale & la capacita di produrre e secernere tossine
killer a livello extracellulare (Giovati et al., 2021) e grazie al suo ampio spettro
d’azione risulta molto efficacie nei confronti di lieviti sensibili. Tali tossine e
ceppi produttori, vengono gia utilizzati in enologia per controllare il

processo fermentativo.

Le tossine killer studiate ad oggi e prodotte da W. anomalus sono diverse. La
tossina killer KTCf20 prodotta dal ceppo Cf20 e una proteina altamente
sensibile a valori di pH compresi tra 3.0 e 5.5 ed a temperature fino a 37°C
(Comitini et al., 2020); questa tossina lega i 3-1,3 e 3-1,6- glucani delle pareti
cellulari dei lieviti spoilage. E in grado di contrastare la crescita di

Dekkera/Brettanomyces, P. guilliermondii e P. membranifaciens.

Una seconda tossina ampiamente studiata per le sue proprieta

antimicrobiche ¢ ATCC 96603, precedentemente nota come UP 25F. Questa
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tossina rappresenta una glicoproteina codificata da geni nucleari, agisce su
un ampio spettro di microrganismi sensibili, caratterizzati dalla presenza di

recettori specifici della parete cellulare e dall’assenza di immunofluorescenza

(Magliani W. et al., 1997).

La tossina WAI1S, attiva nei confronti di B. bruxellensis, € una proteina con
un’identita proteica UDP-glicolitransferasi al 99% e (-glucani ramificati i
quali rappresentano i principali recettori della micocina sulla superficie dei

lieviti sensibili (Comitini et al., 2021).

Altra tossina killer ad ampio spettro e la panomicocina, prodotta dal ceppo
killer di W. anomalus NCYC 434 K5. Si tratta di una glicoproteina
monomerica di 49 kDa con attivita (3-1,3-glucanasi, stabile a pH compreso tra
3.0 e 5.5, e a temperature fino a 37°C (Giovati et al., 2021; Izgu and Altinbay,

2004).

Infine, un'altra tossina e la Pikt, proteina di circa 8 kDa in grado di interagire
con il 3-1,6-glucano della parete dei lieviti spoilage nel vino (Comitini et al.,

2021).
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1.4 11 lievito killer Kluyveromyces wickerhamii

K. wickerhamii, rientra nella classificazione dei lieviti non-Saccharomyces
(Mehlomakulu et al., 2014).

K. wickerhamii produce una tossina, la Kwkt, attiva contro i lieviti spoilage
Brettanomyces/Dekkera.

Durante le procedure di purificazione, si e identificato che questa micocina e
una proteina da 72 kDa priva di residui glicosilici, con attivita B-1,6-
glucosidasi (Comitini et al., 2021), stabile ad un intervallo di pH tra 3.0 e 5.0
(Oro et al., 2016) e a temperatura inferiori a 35°C, in grado di mantenere la
sua attivita killer per almeno 10 giorni nel vino (Ciani and Comitini, 2010).
Questa proteina purificata presenta effetti fungicidi a basse concentrazioni
durante la vinificazione e puo controllare sia la crescita che Ilattivita

metabolica dei lieviti spoilage sensibili.

Pertanto, Kwkt purificata, rappresenta una valida strategia di controllo
contro i lieviti Brettanomyces/Dekkera  durante la fermentazione,

invecchiamento e stoccaggio del vino (Comitini and Ciani, 2011).
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1.5 Tossine killer come agenti di biocontrollo in vinificazione

Come si e gia detto nei precedenti paragrafi, il biocontrollo della crescita
microbica durante le diverse fasi del processo di vinificazione e
indispensabile per migliorare la qualita del vino e allo stesso tempo, per
evitare alterazioni dovute alla proliferazione di microrganismi viene evitato
I'utilizzo dell’anidride solforosa SO: in quanto tossico (Ciani end Fatichenti.
2001).

In questo contesto, l'uso di tossine killer non-Saccharomyces come agenti di
controllo rappresenta una possibile strategia, prodotte da K. wickerhamii, W.
anomalus, P. membranifaciens e il fungo filamentoso Ustilago maydis, per il
contenimento in vinificazione (Ciani end Comitini, 2011).

Le specie del genere Ustilago sono noti produttori di tossine killer, in
particolare U. maydis si e rivelata efficace contro B. bruxellensis.

Le tossine killer prodotte da tale ceppo sono piccole proteine codificate dai
micovirus dsRNA. Le pit note sono tre tossine, KP1, KP4 e KP6, codificate su
specifici segmenti di medie dimensioni (M) dei virus U. maydis P1, P4 e P6,
rispettivamente (Santos et al., 2011). Di queste tossine, la KP6 e quella meglio
caratterizzata, poiché e stata altamente purificata (Magliani et al., 1997).
Risulta attiva a valori di pH compresi tra 3.0 e 45 e in un range di

temperature comprese tra 15 °C e 25 °C, confermando la loro attivita di
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biocontrollo durante la vinificazione e l'invecchiamento del vino. Si e visto,
che oltre all’inibizione della crescita osservata per le elevate concentrazioni di
tossina (da 400 a 2000 AU/ml) anche piccole quantita di tossina (100 AU/ml)
possono ridurre significativamente la quantita di 4-etilfenolo prodotto da B.
bruxellensis, responsabile della produzione di fenoli volatili e dei difetti
aromatici nei vini.

Oltre a U. maydis, un’altra tossina che puo essere utilizzata come controllo e
la PMKT?2 secreta da P. membranifaciens, descritta nei precedenti paragrafi

(Santos et al., 2011).

1.6 Alterazioni microbiologiche del vino

Il vino, pur essendo un prodotto naturale, presenta una certa resistenza agli
agenti contaminanti esterni grazie al suo grado alcolico, acidita, contenuto di
tannino e polifenoli. Tuttavia, € comunque suscettibile agli attacchi di agenti
microbici, che possono causare alterazioni del prodotto e renderlo inadatto al
consumo umano.

Dal vigneto alla cantina, i microrganismi svolgono un ruolo chiave nella
produzione e nella qualita del vino in quanto, possono portare ad alterazioni
del prodotto, come lo sviluppo di odori e sapori anomali (di tipo, di solvete,

di stalla, di aceto), ai cambiamenti di colore, alla produzione di sostanze
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tossiche, alla torbidita, alla viscosita e ai precipitati. Questi potrebbero
provenire dal terreno del vigneto all'aria, dalle precipitazioni (pioggia,
grandine, neve) o essere trasportati da animali (vettori), ma generalmente
derivano dalle uve, dalle attrezzature che vengono impiegate per la
lavorazione delle uve, dalla cantina e anche dagli operatori stessi. Le uve
danneggiate hanno un aumento delle popolazioni di batteri lattici (LAB) e
acetici con un impatto sui lieviti durante la fermentazione alcolica e anche
mulffe; oltre a queste specie, molti microrganismi nel mosto potrebbero
rilasciare metaboliti modificando 1’ambiente chimico e/o i processi di
fermentazione e quindi influenzarne di conseguenza la composizione e le
caratteristiche, ad esempio, il rilascio di molecole inibitorie che alterano il

metabolismo di Saccharomyces.

Tuttavia, a causare alterazioni importanti e danni economici sono quelli
responsabili  dello sviluppo dei lieviti appartenenti ai generi
Brettanomyces/Dekkera, un lievito spoilage. (Zambonelli, 1998; Liu et al., 2019;

Fleet, 2003; Vincenzini et al., 2005)
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1.6.1 1l lievito spoilage Brettanomyces/Dekkera

Dekkera/Brettanomyces bruxellensis € una specie di lievito alterativo che si trova
a stretto contatto con i processi fermentativi industriali, soprattutto nella
vinificazione e nella produzione della birra.

Infatti, rappresenta una delle principali cause di deterioramento del vino in
tutto il mondo, in quanto e responsabile della formazione di composti
fenolici volatili coinvolti in aromi sgradevoli come “sudore di cavallo”,
“recinto”, “animali bagnati”, tipicamente associati al cosiddetto carattere
“Brett” (Will de Barros Pita et al., 2019).

Le prime scoperte risalgono agli inizi del 1900, infatti Hjelte Claussen,
microbiologo danese vissuto tra il 13 gennaio 1866 e il 30 agosto 1955, che a
partire dal 1894 si interesso dei problemi biochimici e microbiologici associati
alla produzione della birra, come direttore del centro di ricerca del birrificio
Carlsberg nel 1904 isolo per primo il lievito Brettanomyces dalle birre
britanniche. I sapori prodotti da tale lievito divennero caratteristici di alcune
birre dell'epoca proponendo cosi il termine Brettanomyces come nome
generico in riferimento alla sua origine “British brewing fungus” (greco:
'brettano’ birraio britannico, 'myces' fungo) (Schifferdecker et al., 2014; Will de

Barros Pita et al., 2019; Ib Gejl, 2011).

La tassonomia prevede due generi.
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Il genere Dekkera (fase telomorfica sessuale, sporigena: forma perfetta),
appartiene al  phylum degli = Ascomycotina, famiglia  delle
Saccharomycetaceae, sottofamiglia Saccharomycetoidee e comprende due
specie Dekkera anomala e Dekkera bruxellensis (corrispondenti a Brettanomyces
anoamala e Brettanomyces bruxellensis). Sono dei lieviti ascosporigeni che da un
punto di vista morfologico possono assumere una forma sferica o globosa,
cilindrica, possono essere presenti singoli o in coppia, in corte catenelle, a
grappoli e alcuni formati da pseudomicelio (Fig. 1); in uno stato di
quiescenza, possono raggrinzirsi ed assumere dimensioni tali da rendere

inefficiente la filtrazione.

Il genere Brettanomyces (fase vegetativa anamorfica: forma imperfetta),
appartiene al phylum dei Deuteromycotina, famiglia delle Cryptococcaceae.
Sono lieviti asporigeni, dove non e nota la riproduzione sessuata.
Comprende tre specie Brettanomyces custersianus, Brettanomyces nanus e
Brettanomyces naardenensis (Olster, 1994).

Attualmente il genere Brettanomyces/Dekkera appartiene alla famiglia delle

Pichiaceae (Agnolucci et al., 2017).
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Figura 1. Morfologia di Brettanomyces/Dekkera

Da un punto di vista metabolico, le specie Brettanomyces/Dekkera pur
essendosi separati dai lieviti S. cerevisiae, condividono alcuni tratti insoliti,
come l’elevata resistenza allo stress osmotico ed etanolico, la crescita in
ambienti con limitato ossigeno, le basse temperature (25-28°C) e pH variabili
che gli consente di crescere in molti ambienti di fermentazione alcolica.

Uno dei tratti caratteristici di questi lieviti e la loro tendenza a fermentare gli
zuccheri in etanolo oltre a produrre elevate quantita di acido acetico, anche
in condizioni aerobiche. Questa caratteristica viene chiamata “effetto
Crabtree-positivo” (Agnolucci M et al., 2017) e si verifica solo quando le
concentrazioni di zucchero sono elevate supportando la strategia “crea-
accumula-consuma”, in cui i lieviti prima producono etanolo per prevenire la
crescita di microrganismi concorrenti e poi respirano etanolo quando il

glucosio e esaurito.
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Un altro fattore che puo contribuire alla presenza dell’effetto Crabtree e il
flusso di carbonio e il tasso di produzione di ATP, piu elevato attraverso la
fermentazione rispetto alla respirazione, anche se la resa di ATP per la
respirazione ¢ almeno di un ordine di grandezza superiore. Questo puo
spiegare perché, in condizioni aerobiche, a basse condizioni di zucchero, le
cellule preferiscono generalmente la respirazione alla fermentazione, un
tratto che prende il nome “effetto Pasteur” (Steensels et al., 2015).

In condizioni aerobiche, questi organismi in grado di produrre etanolo sono
anche in grado di produrre, accumulare e consumare elevate concentrazioni
di acido acetico, riuscendo a resistere all'ambiente a pH basso che ne
consegue. Quando invece si trovano in presenza di ossigeno, presentano un
metabolismo completamente respiratorio, con conseguente assenza di
formazione di etanolo o acido citrico. Questo sta ad indicare che hanno un

effetto “Crabtree-negativo”.

La cosa piu importante forse e che Brettanomyces/Dekkera € anche in grado di
degradare e fermentare zuccheri complessi come il cellobiosio, che si puo
ritrovare ad esempio nelle botti utilizzate nella fermentazione del vino o
birra, e le destrine come maltotetraosio e maltopentasio, presenti come

zuccheri dopo la fermentazione della birra. Brettanomyces/Dekkera produce
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I'enzima a-glucosidasi, che idrolizza questi zuccheri complessi in unita di

glucosio, che vengono poi utilizzate per la loro crescita.

Si e indicato in precedenza che quando Brettanomyces/Dekkera si sviluppano
nel vino, influenzano 1'aroma dei prodotti di fermentazione. I termini che
vengono utilizzati per descrivere il profilo aromatico complesso e spesso
pungente includono i chiodi di garofano, affumicato, cuoio umido, frutta
tropicale, fruttato, agrumi e/o piccante.

L’off-flavours di topo, indicato come “moussines” (Snowdon et al., 2006)
comprende tre composti N-eterociclici responsabili di questo sgradevole
odore: 2-etiltetraidropiridina (ETHP), 2-acetiltetraidropiridina (ATHP) e 2-

acetilpirrolina (APY) (Fig. 2)

A- ETHP B- ATHP
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o
2-ethyltetrahydropyridine  2-acetyl-3,4,5,6-tetrahydropyridine 2-acetyl-1,4,5,5,6-tetrahydropyridine

Figura 2. Composti chimici prodotti da lieviti Brettanomyces/Dekkera responsabili del moussines

La sintesi di ATHP e APY inizia da etanolo, uno zucchero fermentabile
(fruttosio o glucosio) e un amminoacido (L-lisina e L-ornitina,

rispettivamente) con ossigeno, che ne stimola la produzione. Probabilmente,

ETHP e prodotto dalla riduzione dell’ ATHP.
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Poiché questi lieviti sono responsabili del carattere fruttato o floreale, gli
esteri volatici costituiscono un importante gruppo di composti aromatici,
responsabili della formazione di esteri etilici, come acetato di etile e lattato di
etile, insieme all’idrolisi di esteri acetati, come acetato si isoamile e acetato di
fenetile.

I sapori piu percepibili associati a Brettanomyces/Dekkera sono dovuti ai
composti fenolici, dove la loro produzione dipende dal mezzo di
fermentazione. La produzione di questi fenoli ¢ dovuta all’attivita di due
enzimi: lidrossicinnamico decarbossilasi che catalizza la decarbossilazione
degli acidi idrossicinamminici come 1’acido p-cumarico, ferulico e caffeico, in
idrossistireni come 4- vinilfenolo (4-VP), 4-vinilguaiacolo (4-VG) 4-
vinilcatecolo (4-VC) ridotti poi nella forma corrispondente derivata
dall’enzima vinil fenolo reduttasi in 4-etilfenolo (4-EP), 4-vinilguaiacolo (4-

VQG), 4-etilcatecolo (4-EC) (Fig. 3) (Steensels et al., 2015).
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Figura 3. Formazione dei fenoli volatili da parte di Brettanomyces/Dekkera (Steensels et al., 2015)

1.7 Principali metodi di controllo dello sviluppo dei lieviti

spoilage nel vino

I lieviti Brettanomyces/Dekkera, noti anche come lieviti spoilage, sono in grado
di colonizzare le cantine e rovinare vini (Comitini end Ciani, 2010),

rappresentando la principale causa di ingenti perdite economiche
nell’industria vinicola.

Questi lieviti non si sviluppano normalmente nell’acino e nel mosto in
fermentazione. Si possono sviluppare nei vini bianchi e rossi solamente al
termine della fermentazione alcolica e durante I'affinamento del vino nelle

botti di legno. In queste condizioni, a seconda della disponibilita di ossigeno,

carbonio ed energia, possono produrre odori e sapori sgradevoli.
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La prevenzione allo sviluppo di tali lieviti puo avvenire attraverso una
corretta igiene della cantina, 1'uso di trattamenti alle botti di legno, la
solfitazione e 1'invecchiamento a basse temperature (Lustrato et al., 2010).

Tuttavia, alcune di queste procedure non possono essere attuate durante
I'invecchiamento, come la filtrazione, che puo alterare il corpo e la viscosita
del vino, soprattutto dei vini rossi, e la vaporizzazione delle botti mediante il
trattamento a vapore, usate generalmente per il controllo della

contaminazione (Comitini et al., 2004).

Per tanto, sono stati individuati diversi metodi per controllare lo sviluppo
dei lieviti spoilage che comprendono l'utilizzo di dimetil dicarbonato e
chitosano (Oro et al., 2016). L” acido benzoico e in grado di inibire la crescita
di Brettanomyces/Dekkera a concentrazioni comprese tra 100 e 200 mg/L e
inibire 1'azione degli enzimi idrossicinnamato decarbossilasi e vinilferolo
reduttasi a concentrazioni comprese tra 150 e 200 mg/L a pH 3.6; tuttavia
I'aggiunta al vino di questo acido non e consentita, in quanto influisce sul

sapore.

Uno dei metodi piu utilizzati e I'impiego di anidride solforosa (SO2), usata
per le sue proprieta antimicrobiche e antiossidanti; € una pratica ordinaria
che puo essere utilizzata per limitare l'attivita dei lieviti

Brettanomyces/Dekkera nei vini; i livelli di SO:2 intorno a 0.8 ppm, bassi valori
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di pH (~3.5) e basse temperature di invecchiamento, da 10 a 15°C, sono
condizioni che contribuiscono a ridurre l'attivita di questi lieviti. Le
concentrazioni superiori a 21 mg/L di SO: possono uccidere
Brettanomyces/Dekkera, ma a queste concentrazioni la SO:2 puo avere effetti

dannosi sulla vinificazione (Agnolucci et al., 2017).

La filtrazione con membrane di porosita di 0.45 pm e un metodo fisico che
pero puo ridurre lintensita del colore, la concentrazione dei composti
aromatici, esteri e fenolici, limitando cosi I'evoluzione e l'invecchiamento

(Mehlomakulu et al., 2014).

A causa di queste limitazioni, negli ultimi anni si e prestata particolare
attenzione all’utilizzo di tossine killer per il controllo attivo nei confronti dei

lieviti spoilage grazie alla loro azione antimicrobica (Oro et al. 2016).

1.8 Impiego delle tossine killer in vinificazione per il controllo

dei lieviti Brettanomyces/Dekkera

Attraverso studi si e dimostrato che due lieviti killer, in particolare W.
anomalus) e K. wickerhamii, sono in grado di produrre tossine killer attive, Pikt

e Kwkt rispettivamente, che possono essere utilizzate come nuovi strumenti
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di controllo contro lieviti spoilage Brettanomyces/Dekkera spesso contaminanti

durante I'invecchiamento del vino rosso (Ibeas et al., 1996).

W. anomalus produce la tossina killer Pikt con peso molecolare di circa 8 kDa,
risulta stabile in un intervallo di pH acido compreso tra 3 e 5 e a temperature
inferiori a 35°C (Mehlomakulu et al., 2014) con intervallo compreso tra 20°-
40°C, cosi come altre tossine prodotte da diversi ceppi di P. anomala (Magliani
et al., 1997;). Tale tossina mostra una marcata somiglianza con l'ubiquitina,
sia in termini di massa molecolare che di sequenze N-terminale. Tuttavia,
Pikt differisce dall'ubiquitina per la sua sensibilita agli enzimi proteolitici;
pertanto, sembra essere un nuovo peptide simile all'ubiquitina ma con
attivita killer. Presenta un’attivita antimicrobica contro Brettanomyces/Dekkera
e va ad interagire con il (-1,6-glucano presente sulla parete cellulare di
bersagli sensibili; inoltre, Iattivita killer di Pikt non e mediata da un aumento

della permeabilita della membrana.

Anche il lievito K. wickerhamii € in grado di produrre una tossina killer, la
Kwkt. La sua attivita e stata determinata secondo Somers e Bevan nel 1969
(Comitini and Ciani, 2011) come tossina con peso molecolare di circa 72 kDa
senza alcun residuo glicosilico e con attivita 3-1,6- glucosidasi; si lega al 3-

1,6-glucano sulla parete cellulare del lievito sensibile (Comitini et al., 2021;
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Mehlomakulu et al., 2014). Risulta attiva in un intervallo di attivita di pH da

3.8 a 4.6, e mostra una temperatura ottimale di 20°C (max 25°C).

Kwkt ha la capacita, inoltre, di controllare sia la crescita di B. bruxellensis sia
la produzione da parte di questi lieviti spoilage del composto volatile 4-
etilfenolo durante la fermentazione del vino, causa di odori sgradevoli

(Comitini and Ciani, 2011).

Si e visto, che queste due tossine Pikt e KwKt, riescono a mantenere la loro
attivita killer nel vino per almeno 10 giorni. Inoltre, per confermare la natura
proteica di Pikt e Kwkt, sono state sottoposte a dei trattamenti con proteasi.
Viene mostrato nella Tab. 2, come entrambe le tossine sono sensibili agli
enzimi proteolitici, anche se Pikt e completamente inattivato solo dalla

proteasi XIV, la pit1 aspecifica delle proteasi utilizzate (Comitini et al., 2004).

Tabella 2. Sensibilita di Pikt e Kwkt al trattamento con proteasi (Comitini et al., 2004)

Tossina Nessuna Proteasi

(20 AU) proteasi Tripsina Papaina Proteasi XIV XVIII Pepsina
Pikt (24 h) ++ ++ ++ + ++ +
Pikt (72 h) ++ ++ ++ - ++ +

Kwkt (24 h) ++ - - - -+

++ attivita killer standard; + ridotta attivita killer; - Nessuna attivita killer
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1.9 Lieviti killer nella fermentazione del vino

La trasformazione del succo d'uva in vino rappresenta un processo
microbiologico che coinvolge interazioni tra lieviti, batteri, funghi e i relativi
virus. Nel corso della fermentazione, i1 lieviti rivestono un ruolo

fondamentale grazie alla loro attivita metabolica.

L’introduzione di colture di lievito attraverso l'inoculazione apporta
cambiamenti significativi alla microbiologia del processo di fermentazione
vinicola. E interessante notare che ceppi di lievito killer sono stati isolati in
diverse nicchie ambientali, come laghi, fiumi, frutta e verdura, e sono stati
isolati anche durante la fermentazione di vari alimenti e bevande. Gli studi
ecologici indicano che 1'attivita killer potrebbe rappresentare un meccanismo
di competizione, in cui la produzione di un composto tossico da parte di una

cellula di lievito esclude le altre dal proprio habitat.

Sono state condotte numerose indagini per verificare l'incidenza dei lieviti
killer nelle fermentazioni spontanee dei mosti. Questi studi hanno
evidenziato una distribuzione differenziata dei lieviti killer nelle varie zone
vitivinicole e lincidenza dei lieviti killer varia in relazione alla fase di

fermentazione e al periodo della vendemmia.
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La frequenza piu elevata del fenotipo killer e stata osservata tra i ceppi killer
di S. cerevisinze, dove la distribuzione e influenzata dal livello di pH del

mosto.

Il rinnovato interesse enologico verso i lieviti killer deriva dalla possibilita
che, quando presenti, possano assumere un ruolo predominante nella
fermentazione. Se un ceppo di lievito killer esprime qualita enologiche
positive e viene utilizzato come coltura starter, il risultato potrebbe tradursi

in un vino eccellente. (Zagorc et al., 2001)
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CAPITOLO 2.

SCOPO DELLA TESI

I lieviti Brettanomyces/Dekkera sono lieviti “spoilage” e cioe responsabili
dell’alterazione negativa del sapore e dell’'odore dei vini, soprattutto rossi.
Possono causare torbidita, aumento di acidita volatile e comparsa di odori e
sapori sgradevoli con conseguenti grandi perdite economiche.

Le industrie del vino, per prevenire e controllare lo sviluppo di questi lieviti,
possono far ricorso a diverse pratiche aggiuntive oltre a preservare la pulizia
e mantenere l'ordine della cantina. Cio include strategie come
I'invecchiamento dei vini a basse temperature, 'applicazione di trattamenti
fisici alle botti di legno e la filtrazione del vino, oppure I'impiego di anidride
solforosa (SO:), che pero, a concentrazioni superiori a 2.1 mg/L ha effetti
dannosi sulla vinificazione e puo avere ripercussioni sulla salute del
consumatore. Queste sono tutte pratiche che inevitabilmente possono
alterare la qualita finale del vino. Per questo motivo, le industrie vinarie sono
sempre alla ricerca di nuovi approcci da poter utilizzare per monitorare,

controllare e inibire lo sviluppo di tali contaminanti.
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Un approccio alternativo potrebbe essere quindi l'impiego di tossine killer,
cioe proteine o glicoproteine prodotte da varie specie di lievito in grado di

contrastare lo sviluppo dei lieviti Brettanomyces/Dekkera.

A tale proposito, lo scopo della tesi e stato quello di verificare 1'efficacia
antimicrobica di tre diverse tossine, in grado di contrastare lo sviluppo del
lievito Brettanomyces bruxellensis. In particolare, le tossine killer studiate
erano:

e la tossina Kwkt;

e la tossina Pikt;

e la tossina WA18.

La prima e secreta dal lievito K. wickerhamii ceppo 15, mentre le altre due
tossine elencate sono secrete da due differenti ceppi di W. anomalus, ceppo 2 e
ceppo 18, rispettivamente. Tali tossine sono state prodotte su scala pilota,

purificate e successivamente liofilizzate.

Di ciascuna ne e stata valutata la concentrazione minima inibente (MIC)
contro un tipo di ceppo usato come sensibile. Inoltre, e stato valutato I'effetto
killer delle tre tossine via citofluorimetrica confermando l'effetto letale dei
liofilizzati contro B. bruxellensis. Infine, con lo scopo di escludere il possibile
effetto negativo sui consumatori, e stata valutata la citotossicita in vitro delle

tossine killer utilizzando la linea cellulare Caco-2 a mimare l'epitelio umano.
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La tossina Kwkt ha mostrato la MIC piu bassa e attivita antimicrobica piu
elevata rispetto alle altre due. Tutte e tre le tossine non hanno mostrato

citotossicita verso le cellule Caco-2.

40



CAPITOLO 3.

MATERIALI E METODI

3.1 Ceppi di lievito utilizzati

I ceppi si lievito utilizzati provengono dalla Collezione del Dipartimento di

Scienze della Vita e dell’Ambiente (DiSVA) dell’Universita Politecnica delle

Marche.

I ceppi killer utilizzati per la produzione delle tossine killer sono due

appartenenti alla specie W. anomalus, DiSVA 2 e DiSVA 18, e un ceppo

appartenente alla specie K. wickerhamii, DiSVA 15. Le tossine killer prodotte

rispettivamente sono: Pikt, WA18 e Kwkt (Tab.3).

Specie di
lievito

W. anomalus

W. anomalus

K.
wickerhamii

TABELLA 3. Caratteristiche e proprieta delle tossine killer

Codice
lievito/Ceppo
produttore

DiSVA 2
(3003)

DiSVA 18

DiSVA 15
(6077)

Tossina
killer
prodotta
Pikt
WA18

Kwkt

Peso
molecolare

8 kDa

31 kDa

72 kDa

Proprieta
biochimiche

Proteina
ubiquitina-simile
Proteina UDP-
glicosiltransferasi
Attivita 3-1,6-
glucosidasi
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Il ceppo tipo utilizzato come sensibile all’azione delle tossine e il B.

bruxellensis 6706.

I ceppi sono stati mensilmente rinfrescati su piastre Petri contenenti il terreno

YPD agar e conservati alla temperatura di 4°C.

Per la conservazione a lungo termine, i ceppi sono stati crioconservati in

terreno contenente glicerolo a -80°C.

3.2 Terreni di coltura

YPD: estratto di lievito 1%, peptone 2%, destrosio 2%. Il terreno in
forma agarizzata prevede l'aggiunta di 1,8% di agar. Si tratta di un
terreno ricco di nutrienti, generalmente utilizzato per 1'isolamento, lo
sviluppo ed il mantenimento delle colture di lievito.

AGAR MALTO: estratto di malto 5.4 g, agar 3.6 g. Questo terreno

viene portato a pH 4.4 con TCP, tampone citrato-fosfato 0,1 M (acido
citrico 0,1 M e sodio fosfato dibasico 0,1 M). Utilizzato per valutare
'azione killer delle tossine in piastra secondo la metodica Well-test.

YEAST MOLD (YM): estratto di lievito 3 g/L, estratto di malto 3 g/L,

peptone 5 g/L, glucosio 10 g/L. Usato per lo screening in piastra
multiwell con lo scopo di determinare la MIC (minima concentrazione

inibente) delle tossine testate.
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e YEAST MOLD pH 4.4: estratto di lievito 3 g/L, estratto di malto 3 g/L,

peptone 5 g/L, glucosio 10 g/L, agar 20 g/L. Aggiunta del tampone
TCP per il raggiungimento del pH a 4.4. Usato per lo screening di MIC

in piastra multiwell.

e TERRENO TIPO A: glucosio 50 g/L, estratto di lievito 10 g/L, estratto
di malto 5 g/L, peptone caseina 5 g/L. Aggiustato a pH 4.4 con
aggiunta di tampone TCP. Usato per la crescita dei lieviti produttori di

tossine killer.

3.3 Produzione di tossine killer su scala pilota

E stata avviata la produzione su scala pilota delle tre tossine per un volume
di 300 L.

I tre ceppi sono stati coltivati separatamente utilizzando il terreno di coltura
Tipo A, portato a pH 4.4 con NaOH 0,1 M e H250s, utilizzando una
concentrazione di glucosio di 30 g/L per Pikt e 40 g/L per Kwkt e WA1S, in
modo da evitare alla fine del processo la presenza di eccessivo residuo

zuccherino.

Le colture di lieviti K. wickerhamii Kwkt, W. anomalus Pikt e WA18 sono state
utilizzate per inoculare il terreno per la produzione di ciascuna tossina killer.

I parametri di processo erano i seguenti:
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e Temperatura di 25°C;

e pHA4.4;

e pO220%;

e Agitazione 250 rpm;

e Durata del processo: 16 ore per Kwkt, 10 ore per Pikt e 9 ore per

WA18.

3.4 Microfiltrazione, ultrafiltrazione, dialisi

A tempo ottimale di crescita, il processo viene arrestato, le cellule rimosse
tramite filtrazione sterilizzante (cut-off di @ 0,2 um) e recuperati i brodi
acellulari contenenti la tossina rilasciata dai rispettivi lieviti killer a livello
extracellulare. Il brodo acellulare e stato poi sottoposto a ultrafiltrazione
utilizzando lo strumento BioFlex 50 (Schleicher & Schuell, Whatma GmbH,
GEHealthcare, Dassel, Germania) utilizzando una membrana avente cut-off
di 10 KDa, allo scopo di concentrare il brodo e quindi la tossina d’interesse;
In particolare, il brodo della tossina Kwkt e stato concentrato 10 volte, 4 volte

il brodo di Pikt e 100 volte quello di WA18.

Successivamente, ciascun brodo concentrato e stato sottoposto a un processo
di dialisi per quattro volte, utilizzando tampone TCP pH 4.4, con lo scopo di

diminuire il livello di zuccheri residui, proteine e metaboliti non d’interesse
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presenti nel campione; fase estremamente importante al fine di purificare
quanto piu possibile il principio tossico. In fine, i tre brodi sono stati prima
testati per la presenza del principio tossico mediante Well-test e

successivamente liofilizzati.

3.5 Saggio dell’attivita killer (Well-test)

Per valutare 'attivita killer delle tossine nei confronti del ceppo sensibile B.
bruxellensis ceppo 6706, si & eseguito il metodo di screening in piastra, Well—-
test. Il protocollo prevede (Comitini et al., 2021):

e Sospensione cellulare: un'aliquota di coltura pura di B. bruxellensis
6706 e stata sospesa in acqua sterile ad una concentrazione di circa 10°
cell/ml.

e In una piastra Petri da 90 mm, viene versato al centro 1 mL della
sospensione di lievito sensibile e si aggiungono 20 mL di Agar malto
pH 4.4 e si distribuisce uniformemente su tutta la piastra con un
leggero movimento a rotazione.

e Prima che l'agar solidifichi, vengono posti dei pesetti sterili in acciaio,
dal diametro di 6 mm e si lascia solidificare, dopodiché, tali pesetti
vengono rimossi delicatamente con una pinza sterile con lo scopo di

creare un pozzetto nel terreno agarizzato.
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e I pozzetti creati vengono riempiti con 70 uL di ciascuna sospensione di
tossina killer, precedentemente sterilizzate per filtrazione.

e Le piastre vengono incubate a 25°C per circa cinque giorni.

e Valutata poi l'attivita killer delle tossine liofilizzate nei confronti del
ceppo killer B. bruxellensis misurando il diametro di alone di inibizione

attorno ai pozzetti.

3.6 Fase di liofilizzazione e ri-solubilizzazione

I brodi parzialmente purificati, relativi a ciascuna tossina, sono stati
sottoposti al processo di liofilizzazione. Questo processo € stato eseguito
scongelando ciascun brodo purificato a -20°C, trasferendolo successivamente
nel liofilizzatore mantenendolo per 48 ore, alla temperatura di -53.3°C e con
una pressione di 1 mbar.

Dopodiché, i liofilizzati delle tossine Kwkt, Pwkt, WA18, sono stati sottoposti
ad un test di solubilizzazione e valutazione della loro efficacia antimicrobica
con lo scopo di valutare che il processo di liofilizzazione non alteri il

principio tossico.

Una volta pesati i liofilizzati (0,1 g di Kwkt e 0,3 g di Pikt e WA18) sono stati

reidratati in tampone citrato-fosfato 1M (pH 4.4) e sterilizzati per filtrazione
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(filtri cut-off 0,45 um) e si procede con l’analisi dell’attivita killer mediante

Well-test come descritto precedentemente.

Con le stesse modalita, si e eseguito un ulteriore saggio dell’attivita killer per
le singole tossine liofilizzate alle concentrazioni di 1 g/L, 0.5 g/L, 0.1 g/L, 0.05

g/L e 0.01 g/L. Le prove sono state eseguite in doppio.

3.6.1. Determinazione della concentrazione delle proteine totali con il

metodo Lowry

I saggio delle proteine con il Metodo Lowry e una determinazione

spettrofotometrica della concentrazione delle proteine totali presenti nel

campione. Il saggio e stato effettuato utilizzando le tossine liofilizzate

reidratate con TCP a 1 g/100 mL non sterile.

Sono state preparate due soluzioni Lowry A e B:

e Lowry A: 13,5 mL di acqua distillata, 100 uL di CuSOas (10%), 250 uL di

NaK (sodio potassio tartrato) (8%), 2,5 mL di carbonato di sodio (20%),
1 mL di NaOH (idrossido di sodio) 4N, 2,5 mL di SDS (Sodio Dodecil
Solfato) (20%)

e Lowry B: 10 mL H20 di acqua distillata e 2 mL Folin-Ciocalteu (Sigma)
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Una volta preparate le due soluzioni Lowry A e B, si e proceduto alla

preparazione del campione:
- In una cuvetta vengono posti 500 uL di campione e si aggiungono 500
puL della soluzione Lowry A, si attendono 10 minuti e poi si

aggiungono 250 uL della soluzione Lowry B e si attendono 30 minuti.

FIGURA 4. Campione con entrambe le soluzioni A e B

In fine, ¢ stata effettua la lettura dei campioni allo spettrofotometro a
lunghezza d’onda di 750 nm. I valori di assorbanza ottenuti determinano la
concentrazione delle proteine utilizzando una retta di taratura cosi costruita:
partendo da una soluzione madre a concentrazione nota (130 pg/mL) di
Albumina sierica di bovino (BSA) sono state eseguite le seguenti diluizioni,

che rappresenteranno i vari punti della retta di taratura:
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- 5uL di BSA +495 uL di H20 (pari a 13,6 ug di BSA)

- 10 uL di BSA + 490 uL di H20 (pari a 27,2 pg di BSA)

- 20 uL di BSA + 480 uL di H20 (pari a 54,4 pg di BSA)

- 30 pL di BSA +470 uL di H2O (pari a 81,6 ug di BSA)

- 40 pL di BSA +470 uL di H20 (pari a 108,8 ug di BSA)
- 80 pL di BSA +420 uL di H20 (pari a 217,6 ug di BSA)
- 120 pL di BSA + 480 pL di H20 (pari a 326,4 pg di BSA)

- 160 uL di BSA + 440 uL di H:O (pari a 43,5 ug di BSA)

Con i valori di Assorbanza dei campioni si applichera la formula

dell’equazione della retta di taratura:
y=ax—b
Dove:
- x e il valore di assorbanza

-y ela concentrazione della proteina

3.6.2. Determinazione del contenuto di glucosio

Per determinare il contenuto di glucosio delle sospensioni delle tossine

precedentemente liofilizzate e risospese, € stato utilizzato il kit Megazyme.

11 kit contiene:

- Bottiglia 1: buffer (15 mL, pH 7.6) con azide di sodio come conservante
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- Bottiglia 2: NADP* e ATP (sciogliere in 12 mL di acqua distillata)

- Bottiglia 3: esochinasi + glucosio-6-fosfato deidrogenasi

- Bottiglia 4: B-fruttosidasi in buffer di sodio citrato (pH 6.6) (sciogliere
in 14 mL di acqua distillata)

- Bottiglia 5: a-glucosidasi in buffer di sodio citrato (pH 6.6) (sciogliere
in 14 mL di acqua distillata)

- Bottiglia 6: soluzione standard di D-glucosio (5 mL 0,4 mg/mL)

Una volta che le soluzioni sono state preparate, si effettua I’analisi seguendo

il protocollo:

Pipettare nelle cuvette Bianco Campione
Acqua distillata (~ 25°C) 2.10 mL 2.00 mL
Campione - 0.10 mL
Soluzione 1 (buffer) 0.10 mL 0.10 mL

Soluzione 2

(NADP*/ATP 0.10 mL 0.10 mL

- Lettura assorbanza a 340 nm dei campioni ottenendo un valore che
verra indicato come Al;

- Dopo tre minuti, aggiungere 0,02 mL della bottiglia 3 al bianco e al
campione;

- Attendere 5 minuti, leggere 1'assorbanza dei campioni a 340 nm che

verra chiamata comeA2;
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- Aggiungere 0,02 mL della bottiglia 4 al bianco e al campione;
- Attendere 20 minuti, leggere 'assorbanza a 340 nm dei campioni e del
bianco che verra chiamata A3;
Per determinare il risultato, si determina la differenza di assorbanza, A2 —
Al, sia per il bianco che per il campione. Successivamente, si sottrae la
differenza di assorbanza del bianco alla differenza di assorbanza del
campione, ottenendo cosi AAglucosio.

Si puo calcolare la concentrazione di glucosio come:

_ VXMW

= % d xv X AAD — glucosio [g/L]

dove:
e V=volume finale (mL)
e MW (PM) = peso molecolare di D-glucosio (g/mol)
e ¢ = coefficiente di estinzione del NADPH a 340 nm = 6399 (1 X mol! X
cm)
e d =percorso della luce (cm)

e v =volume del campione (mL)

Seguendo la formula per D-glucosio:

2,32 x 180,16
" 6300 x 1,0 x0,1

X AAD — glucosio[g/L]

= 0,6634 X AAD — glucosio[g/L]
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3.7 Determinazione della concentrazione minima inibente

(MIC) delle tre tossine killer

La determinazione della minima concentrazione inibente (MIC) delle tre
tossine killer ¢ stata eseguita secondo la procedura riportata dalle linee guida
del Clinical and Laboratory Standards Institute (NCCLS, 2002).

Per prima cosa il ceppo di lievito B. bruxellensis 6706 e stato coltivato in 10
mL di terreno Yeast Mold tamponato a pH 4.4 con TCP e incubato a 22°C per

24h.

I protocollo prevede l'utilizzo di microplate 96 well (8 x 12) (Fig. 5) dove in
ogni pozzetto vengono posti 100 pL di terreno Yeast Mold tamponato ed
eseguitol x 10* cell/mL di coltura fresca di B. bruxellensis 6706. Tale
concentrazione rispecchia una contaminazione microbica enologica per la
quale si iniziano a percepire i sentori sgradevoli legati alla presenza del

contaminante.

Figura 5. Microplate 96 well

52



Dopodiché sono stati preparati gli stock delle tre tossine che verranno poi

utilizzati per inoculare i pozzetti della microplate a differenti concentrazioni

Preparazione degli stock:
e Kwkt = 0,1g liofilizzato sciolto in 10 mL TCP (10g/L)
e Pikt 2 0,3g liofilizzato sciolto in 10 mL TCP (30g/L)

e WAI18 - 0,3g liofilizzato sciolto in 10 mL TCP (30g/L)

Successivamente, sono stati sterilizzati per filtrazione con cut-off di & 0,45
pm.
Infine, a partire dallo stock, ciascuna tossina e stata inoculata a
concentrazioni scalari: 1g/L, 0.5g/L, 0.1g/L, 0.05g/L, 0.01g/L.

Ci x Vi=Cf x Vf
Ciascun test e stato eseguito in duplice prova, come controllo positivo (C+) e
stato considerato terreno con il lievito B. bruxellensis senza l'aggiunta di
tossina (Fig. 6).
Le plate sono state incubate a 22°C con un monitoraggio della crescita/non-

crescita effettuato dopo 96 ore.
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Figura 6. Allestimento della prova di MIC

Per determinare l'eventuale riduzione della vitalita del lievito spoilage
inoculato, dovuta all’attivita delle tossine killer, si e eseguita una conta delle
cellule vitali su piastra prelevando 100 pL di sospensione da ciascun pozzetto
della microplate e piastrate su terreno Yeast Mold Agar. Le piastre sono state

incubate a 25°C per 5/6 giorni, necessari alla crescita del lievito Brettanomyces.

3.8 Conte vitali su piastra

Le conte vitali sono state eseguite tramite il metodo delle diluizioni seriali,

applicato alle tre tossine della plate dopo la prova di MIC (Fig.7).
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FIGURA 7. Rappresentazione schematica delle diluizioni scalari

Si e prelevato 1 mL dal campione originario di B. bruxellensis e posto su una
provetta contenete 9 mL di acqua sterile ottenendo cosi una diluizione 1: 10
(101). Si agita, ¢ da questa si preleva 1 mL e posto in un’altra provetta
contenente sempre 9 mL di acqua sterile ottenendo cosi una diluizione 1 :100
(10%). Si e proceduto cosi fino alla diluizione da raggiungere.
Successivamente, su piastre Petri precedentemente preparate con terreno
YPD sono strati trasferiti 100 pL di ogni sospensione diluita sulle relative
piastre.

Con una spatola di vetro a “L”, resa sterile dal lavaggio in alcool e dal calore
della fiamma, si & proceduto allo spatolamento. Le piastre sono state incubate
a 25°C per il tempo necessario alla crescita. Terminato il periodo di

incubazione sono state contate le colonie cresciute.
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Sono state eseguite anche delle conte su piastra come prova, prelevando da
ciascun campione sulla plate 10 uL e incubate a 22°C per il tempo necessario

alla crescita.

3.9 Citotossicita delle tossine killer per B. bruxellensis - Saggio

citofluorimetrico a immagini

Le tre tossine killer liofilizzate (Kwkt, Pikt, WA18) sono state testate
mediante saggio citofluorimetrico, con l'obiettivo di confrontare la loro
citotossicita nei confronti del lievito B. bruxellensis 6706.

Il lievito sensibile e stato coltivato su terreno Yeast Mold pH 4.4 per 48 h.
Attraverso la lettura su microscopio ottico con la camera di Tthoma-Zeiss e
stata determinata la concentrazione cellulare delle colture e utilizzate per
inoculare beute alla concentrazione cellulare di 1x 10* cell/mL in NaCl 0.9%.
Dopodiché e stato fatto l'inoculo di ciascuna tossina, separatamente, alla
concentrazione finale di 1 mg/mL. Le beute sono state incubate a 22°C per
96h.

La coltura fresca e stata poi centrifugata a 300 rpm per 5 minuti e lavata due

volte con NaCl allo 0.9%, prima dell'imaging test citofluorimetrico.
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Al controllo positivo (C+) e stato aggiunto etanolo 80 % per ottenere cellule
morte e come controllo negativo (C-) solo cellule vive (Fig. 8), in entrambi i

casi, quindi, non e stata aggiunta tossina.

0Z 3z,

FIGURA 8. Campioni per il test

La citotossicita delle tossine nei confronti di Brettanomyces ¢ stata valutata
utilizzando il citometro a flusso per immagini (IFC) FlowSight (Luminex,
Austin, TX, USA) con sonda allo ioduro di propidio (PI).

Il test (IFC) e stato eseguito su 300.000 cellule di lievito ottenute mediante

centrifugazione e risospese in PBS; poi la sospensione cellulare e stata
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colorata con PI (1 mg/mL), prima che l'acquisizione fosse eseguita da
FlowSight.
I campioni sono stati eccitati con un laser a 488 nm con le seguenti potenze
laser:

e 488 nm 5,00 mW;

e 785nm 3,75 mW.

L'analisi citofluorimetrica e stata eseguita su 8000 porte di cellule singole e
focalizzate (R2) in proporzioni e dot plot dell'area del Canale 1 (Chl).
All'interno del gate R2, I'emissione di PI e stata riportata come intensita di
fluorescenza del Canale 4 (Ch4).

Dopo la fase di acquisizione, prima di analizzare le cellule vive e morte, i dati
grezzi sono stati elaborati dal software IDEAS (Luminex, USA) per

discriminare la popolazione di Brettanomyces dai detriti cellulari.

In maniera arbitraria, sono state definite le cellule di controllo, non trattate, al
fine di identificare le cellule negative al propidio (vive) e le cellule positive al
propidio (morte).

Inoltre, per confermare i risultati della citofluorimetria, e stato effettuato

anche il saggio microbiologico mediante conta vitale su piastra.
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3.10 Test di citotossicita contro la linea cellulare Caco-2

Il potenziale citotossico delle tre tossine killer liofilizzate (Pikt, Kwkt, WA18)
e stato testato contro la linea cellulare che mima l'epitelio umano, Caco-2,

derivanti dall'adenocarcinoma colorettale umano.

In questo caso, le cellule sono state seminate su microplate 96 well con una
densita di 2x10* cell/pozzetto in DMEM (Dulbecco's Modified Eagle
Medium) ad alto contenuto di glucosio addizionato con 2 mM di L-
glutammina, 1% di amminoacidi non essenziali e 10% di FBS (Fetal Bovine
Serum). Le cellule sono state poi incubate per 24 ore a 37°C in atmosfera
umidificata contenente il 5.5% di CO2 per raggiungere circa il 90-100% di

confluenza.

E stato effettuato un lavaggio per rimuovere le cellule non aderenti. Alle
cellule adese sono state aggiunte varie concentrazioni delle tre tossine killer:
e Kwkt - 0.05, 0.15, 0.5 mg/mL

e Pikte WA18 - 0.15, 0.45, 1.5 mg/mL

I solo terreno completo rappresenta la prova di controllo negativo mentre
I'aggiunta di Triton X-100 allo 0.01% in PBS rappresenta il controllo positivo
per citotossicita. Le prove sono state incubate in atmosfera umidificata

contenente il 5.5% di CO: per 24 ore, a 37°C.
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Dopo l'incubazione, le cellule aderenti sono state lavate due volte con PBS e
poi state staccate con trattamento Tripsina/EDTA. I pellet cellulari sono stati
poi lavati con PBS, centrifugati per 8 minuti a 400 g e nuovamente risospesi
in PBS.

Dopo una colorazione di 5 minuti con 1 pg/mL di PI a temperatura ambiente,
sono stati acquisiti 50.000 eventi senza gating utilizzando un citometro a
flusso (BD Accuri C6, BD biosciences, Franklin Lakes, NJ, USA).

La percentuale di cellule Caco-2 morte e PI positive e stata calcolata mediante

analisi assistite da computer (software BD Accuri C6, BD Biosciences).
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CAPITOLO 4.

RISULTATI

4.1 Produzione industriale delle tossine killer e liofilizzazione

In collaborazione con I'Universita di Pisa, si € proceduto alla coltivazione
delle tre tossine all’interno di un bioreattore con un volume di 300 L. La
concentrazione massima di tossina prodotta da W. anomalus, Pikt, e stata
ottenuta dopo 10 ore di incubazione, seguita da quella di K. Wickerhamii,
Kwkt, ottenuta intorno alla 15a ora e, infine intorno alla 19a ora per la tossina
WA18 da W. anomalus.

Per ogni tossina killer, e stato ottenuto un brodo fermentato concentrato 10
volte denominato rispettivamente brodo Pikt 10X, brodo Kwkt 10X e brodo
WA 10%, parzialmente purificato attraverso un processo di ultrafiltrazione
utilizzando membrane a flusso tangenziale, come passaggio singolo nella
fase successiva del processo.

I liofilizzati ottenuti da ciascuna tossina concentrata sono stati ottenuti con
rese del 12.3%, 22.4% e 55.9% rispettivamente da Pikt, WA18 e Kwkt. Nella
fase successiva i liofilizzati sono stati solubilizzati per essere utilizzati in

seguito. Sono stati utilizzati stock di 1 g di liofilizzato su 10 ml di acqua.
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Il test di solubilizzazione degli stock e, di conseguenza, della loro efficacia
antimicrobica, e stato condotto in acqua distillata e sterile, in tampone
citrato-fosfato 0.1 M a pH 4.4. I risultati ottenuti dopo il Well-test, indicano
che non sono state osservate differenze nella solubilita e nell’attivita
antimicrobica in tutte le preparazioni tra Pikt, WA18 e Kwkt.

I liofilizzati Pikt hanno mostrato un aumento di 2mm dell’alone di inibizione,
dopo aver sottoposto i campioni a saggi Well-test in piastra, rispetto al
surnatante ultrafiltrato e al concentrato con il liofilizzato. Per Kwkt, gli stessi
aloni di inibizione sono stati ottenuti testando sia il surnatante ultrafiltrato
privo di cellule che il concentrato con il liofilizzato, mentre si € osservato un

maggiore incremento per 'alone di inibizione di 4 mm per il liofilizzato di

WA18 (Tab. 4).

TABELLA 4. Risultati relativi al contenuto di glucosio, proteine e diametro di inibizione del
surnatante privo di cellule, brodo parzialmente purificato e degli stock liofilizzati

Campioni
Surnatante privo di Brodo 10 x parzialmente Liofilizzati (Stock 100
cellule purificato g/L)
Determina
Zione Pikt  Kwkt WAI18  Pikt Kwkt WA18  Pikt =~ Kwkt WAIS8
Contenuto
lucosio 210 <02+  2.50% 1.00+ @ <0.20x 0.74+ 0.03+ 0.50+ = 0.03%
& 0.06 0.00 0.20 0.00 0.00 0.20 0.00 0.02 0.00
(g/L)
Contenuto
roteine 8.14+ 11.40 7.98% 18.10+ 8.90+ 16.40+  47.60 @ 43.0+ 47.10%
P . 0.49 +0.04 0.22 0.22 0.06 0.14 0.15 0.82 0.74
totali (g/L)
Diametro
15 23 14 18 44 17 20 44 20
alone(mm)
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La valutazione della stabilita a lungo termine di tutti i liofilizzati, non hanno
mostrato delle significative variazioni riguardo I’attivita killer per un periodo
fino a nove mesi a 10°C.

La solubilizzazione degli stock liofilizzati alle concentrazioni testate su 100
g/L, hanno mostrato residui di zucchero molto bassi 0.03 g/L, 0,50 g/L e 0.03
g/L relativi a Pikt, Kwkt e WA18; mentre per quanto riguarda la componente
proteica risulta aumentata significativamente rispetto al brodo parzialmente
purificato raggiungendo valori di circa 45 g/L per tutte e tre le preparazioni
(Tab. 4). Questo aumento nell’attivita antimicrobica dei liofilizzati e coerente
con i risultati relativi alla componente proteica, in quanto il diametro
dell’alone di inibizione segue una funzione logaritmica della concentrazione
dei composti attivi. Un’eccezione e stata osservata nel campione liofilizzato
Pikt, in cui il diametro dell’alone d’inibizione era gia al limite di sensibilita

del metodo del Well-test (Fig. 8).

63



FIGURA 8. Risultati degli aloni d’inibizione relativi agli stock delle tossine liofilizzate

4.2 Concentrazione minima inibente (MIC) delle tre tossine

killer

I risultati ottenuti dalle determinazioni della MIC in vitro, hanno indicato che
la tossina Kwkt e piu attiva contro il lievito spoilage B. bruxellensis
presentando un valore di MIC piu basso pari a 0.05 mg/mL. Per quanto
riguarda la tossina Pikt, ha mostrato significativi effetti in vitro, ma con un
valore di MIC doppio, pari a 0.1 mg/mL. Al contrario, il valore di MIC piu
alto ottenuto contro lo spoilage e stato mostrato da WA18.

Inoltre, I’attivita delle tre tossine corrispondenti alle concentrazioni 1 mg/mL,
0.5 mg/mL, 0.1 mg/mL, 0.05 mg/mL e 0.01 mg/mL, sono state valutate
mediante il Well-test nei confronti del ceppo B. bruxellensis 6706 (Fig. 9) (Tab.

5).
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FIGURA 9. Risultati Well-test

Per quanto riguarda le tossine Pikt e Kwkt, & stata osservata una
diminuzione progressiva dell’azione antimicrobica (progressiva diminuzione
degli aloni di inibizione).

Per quanto riguarda invece la tossina WA18, dopo la prima diluizione che
mostrava un piccolo alone, I'attivita killer sembrava scomparire, cio era forse
dovuto alla bassa attivita killer iniziale che non poteva essere rilevata dalla

sensibilita del metodo Well-test.

TABELLA 5. Alone d’inibizione delle tre tossine

Diametro dell’alone (mm)

Tossine killer

1 0.5 0.1 0.05 0.01
mg/mL  mg/mL mg/mL mg/mL mg/mL
Pikt 13 10 9 0 0
Kwkt 22 18 12 9 0
WA18 11 9 0 0 0
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Inoltre, le tossine killer, ad ogni concentrazione testata per la determinazione
della MIC, sono state testate per valutare la loro attivita letale nei confronti
del ceppo sensibile 6706, dopo 96 ore di incubazione, mediante il conteggio

delle cellule vitali (Fig. 10).

FIGURA 10. Conte vitali su piastra dopo 96 ore

I risultati riportati nelle figure sottostanti, hanno confermato una riduzione
progressiva dell'attivita antimicrobica in modo dose-dipendente delle
preparazioni liofilizzate di Pikt e Kwkt fino a 0.1 mg/mL e 0.05 mg/mL,
rispettivamente. ~ Successivamente e stata evidenziata un’attivita
antimicrobica costante e significativa.

Per Kwkt, non ¢ stata rilevata una crescita cellulare alla concentrazione
massima testata di 1 mg/mL, mentre alle concentrazioni di 0.5 mg/mL e 0.1
mg/mL, i risultati ottenuti sono stati simili con una riduzione di circa Log 3.5

CFU/mL, comparati rispetto al controllo. Inoltre, ¢ stata riscontrata una
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significativa limitazione dello sviluppo di B. bruxellensis anche nelle

concentrazioni di 0.05 mg/mL e 0.01 mg/mL (Fig. 11).

Log CFU/mL
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b b
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0.05

Concentrazione tossine killer (mg/mL)

FIGURA 11. Conta cellulare tossina Kwkt

La stessa tendenza di crescita, e stata osservata per la tossina Pikt, sebbene

con un contenimento meno efficace della crescita di B. bruxellensis rispetto a

Kwkt, in cui e stata osservata una crescita limitata alla concentrazione di 1

mg/mL di tossina. (Fig. 12).
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FIGURA 12. Conta cellulare tossina Pikt
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Diverso ¢ invece per quanto riguarda la tossina WAI1S8, solo la massima
concentrazione di 1 mg/mL ha ridotto significativamente lo sviluppo di B.
bruxellensis rispetto al controllo, approssimativamente di Log 1 CFU/mL,
mentre con la concentrazione di 0.5 mg/mL e stata evidenziata una lieve

riduzione (Fig. 13), ma si osservano crescite abbastanza elevate.

a a a
. s ab
:, I | I I I b
4 I
0
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0.1
Concentrazione tossine killer (mg/mL)

3

Log CFU/ml
]

FIGURA 13. Conta cellulare WA18

4.3 Test citofluorimetrico

Sono state eseguite delle analisi citofluorimetriche per rilevare i cambiamenti
indotti dalle tossine Pikt, Kwkt e WA18 trattate sulle cellule sensibili di B.
bruxellensis, precedentemente coltivate separatamente in terreno Yeast Mold

liquido e trattate per 96 ore con ciascuna tossina killer liofilizzata.
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I risultati meglio ottenuti sono i seguenti. Come riportato della tabella 6,
viene mostrato come il controllo negativo con cellule vive prive di tossina
killer (C-) presenti il 70,90% di cellule vive, negative allo ioduro di propidio,
percentuale maggiore rispetto al 28% delle cellule morte ma positive allo
ioduro di propidio (PI).

Per verificare l'efficienza del trattamento e stato utilizzando un controllo
positivo in cui le cellule vive sono state incubate con 8 puL di etanolo all’80%
per 2 ore. In queste condizioni la percentuale di cellule vive, negative allo
ioduro di propidio e inferiore (0,76%) rispetto alle cellule morte che invece

arrivano al 98,70%.

TABELLA 6. Vitalita dl B. bruxellensis rilevata con citofluorimetria e conteggio delle cellule vitali

Test citofluorimetrico Conteggio cellule vitali

compont " Cole_Cae G comae o
P pfsitive CopP)  @ospp ViVE(R)  morte (%)

C- 70.90 0.98 28.00 100.00 0.00

Pikt 23.70 2.70 73.30 0.72 99.28

Kwkt 2.06 30.10 64.10 0.02 99.98
WA18 54.80 0.78 40.70 1.21 78.79
C+ 0.76 0.21 98.70 0.00 100.00

Per quanto riguarda l'efficacia delle tossine testate, si puo osservare dalla

tabella 6, che la percentuale piu alta di cellule morte positive al PJ, e relativa
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alla tossina Pikt, seguita dalla tossina Kwkt con circa dieci punti percentuali

in meno, infine la tossina WA18 che mostra un effetto killer piu basso.

Relativamente alle conte vitali, nel campione Kwkt (Tab. 6) (Fig. 14 b) ¢ stata
osservata una percentuale di cellule vive del 2,06% molto ridotta, ma che
aumenta raggiungendo il 30,10% nelle cellule parzialmente positive (pPI)
rispetto a Pikt del 2,70% e WA18 del 0,78%.

Confrontando I'effetto letale di Pikt e Kwkt (Fig. 14 a, b) si osservano picchi
piu elevati rispetto a WA18 (Fig. 14 c¢) mostrando poi differenze piu

pronunciate tra le due popolazioni cellulari vive e morte.
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FIGURA 14. Distribuzione della popolazione di B. bruxellensis per Pikt a, Kwkt b, WA18 ¢, C- d, Cte
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Anche il controllo negativo e stato valutato dopo le 96 ore di incubazione
(Fig. 14 d), analogamente ai liofilizzati, la popolazione morta rappresentava
la frazione di B. bruxellensis fisiologicamente morta dopo 4 giorni di

incubazione, probabilmente a causa della mancanza di nutrienti.

La percentuale di mortalita relativa delle cellule esaminate con il
citofluorimetro e stata confrontata con il numero di cellule coltivabili,
determinato mediante conteggi su piastra.

Rispetto all'inoculo iniziale (Log 4 CFU/mL), le cellule di B. bruxellensis dopo
96 ore di incubazione hanno raggiunto un valore di Log 6,5 CFU/mL.

Questo valore e stato considerato pari al 100% delle cellule vive, come
riportato nella Tabella 6, colonne di destra.

La concentrazione piu alta testata ha mostrato un'evidente attivita fungicida

di tutte le formulazioni liofilizzate nei confronti del ceppo sensibile.

4.4 Citotossicita sulle cellule epiteliali umane (Caco-2)

L'attivita citotossica delle tre tossine killer e stata testata in vitro sulla linea
cellulare epiteliali umana Caco-2.

In condizioni sperimentali, le tossine killer Pikt, Kwkt, WA18, hanno
mostrato un potenziale citotossico molto basso, pari a meno del 3%, dopo

un’esposizione di 24 ore a 37°C sulle cellule epiteliali umane. L’attivita e stata
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poi misurata tramite la colorazione con ioduro di propidio (PI) nel DNA

delle cellule morte (Fig. 15).
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FIGURA 15. Attivita delle tre tossine killer contro le Caco-2 misurata con PI nel DNA.
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CAPITOLO 5.

DISCUSSIONE

In questo lavoro di tesi, sono state impiegate tre tossine killer, due
provenienti da ceppi differenti appartenenti alla specie W. anaomalus (ceppo
2 e ceppo 18) e una prodotta dalla specie K. wickwehamii (ceppo 15). Le
tossine state caratterizzate e confrontate per il loro effetto tossico nei
confronti del lievito Brettanomyces, agente di deterioramento significativo
nella produzione di vino.

L’azione killer delle tossine Pikt, WA18 e Kwkt, contro il ceppo B.
bruxellensis, e stata valutata preliminarmente mediante il Well-test. I risultati
hanno mostrato un alone di inibizione della crescita del ceppo sensibile in
tutte le preparazioni testate. La tossina Kwkt ha presentato gli stessi aloni di
inibizione sia nel brodo parzialmente purificato che nella preparazione
liofilizzata. Sulla base dei risultati ottenuti in questa tesi, tutte e tre le tossine
testate possono trovare applicazioni biotecnologiche per il contenimento dei
lieviti spoilage, sebbene ulteriori esperimenti siano necessari.

Durante questo studio, le tossine sono state sottoposte a prove in vitro, con la
determinazione della MIC nei confronti di B. bruxellensis. La tossina WA18 ha

mostrato valori di MIC piu elevati, quindi meno attiva, rispetto alle altre.
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D’altra parte, la tossina Kwkt ha mostrato maggiore attivita contro il lievito
spoilage, con una MIC piu bassa.

Inoltre, la determinazione della vitalita cellulare attraverso Ila
citofluorimetria, associata alla colorazione con propidio, ha permesso di
distinguere le cellule vive da quelle morte. L'utilizzo di tali strumenti
consente di quantificare le cellule di lievito su un substrato, valutare la
vitalita del lievito e analizzare la fisiologia del lievito mediante l'analisi
morfologica del processo di divisione della gemmazione (Vees et al., 2020).

I risultati hanno mostrato un significativo aumento nella percentuale di
cellule morte i campioni trattati con Pikt, sono quelli che hanno mostrato la
maggiore percentuale di cellule morte, seguito da Kwkt, mentre si e
osservato un effetto inferiore nei campioni trattati con WA18.

I campioni trattati con Kwkt hanno presentato una distribuzione particolare,
dove sebbene la percentuale di cellule morte non aumentasse in modo
significativo rispetto agli altri campioni, la popolazione di cellule vive (-PI)
era ridotta a una percentuale residua del 2,06%, evidenziando la particolare
tossicita di questo composto. Nel corso della sperimentazione, questo
comportamento ha portato ad uno spostamento molto evidente della
distribuzione verso livelli piu elevati di fluorescenza del PI, evidenziando la

particolare citotossicita della tossina killer Kwkt.
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Le conte su piastra, effettuate dopo 96 ore dall'inoculo dei liofilizzati, hanno
confermato la morte effettiva delle cellule sensibili, osservate
precedentemente mediante la determinazione citofluorimentrica, al fine di
escludere un possibile stato di VBNC (vitali ma non coltivabili), caratteristico
dei ceppi di Brettanomyces/Dekkera.

Si e confermata l'esclusione di un effetto citotossico inferiore al 3% da parte
delle tre tossine killer testate a differenti concentrazioni, valutate su cellule
epiteliali intestinali umane, suggerisce la loro potenziale sicurezza per

l"utilizzo nella produzione alimentare.
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CAPITOLO e.

CONCLUSIONI

AN

E ormai noto come i lieviti Brettanocyces/Dekkera siano responsabili
dell’alterazione dei vini, soprattutto quelli rossi, attraverso la produzione di
composti fenolici volatili che contribuiscono a cattivi odori e sapori
indesiderati.

Le aziende vinicole sono sempre alla ricerca di alternative efficaci per
sostituire o integrare le tecniche attuali, come la sanificazione dell’ambiente
in cantina, l'utilizzo di SO: e la filtrazione dei vini contaminati. Questo e
mirato a contrastare lo sviluppo dei lieviti spoilage, poiché la loro presenza
puo portare ad un deterioramento del prodotto finale.

Per affrontare questa sfida, sono stati adottati approcci biologici alternativi
che vedono l'utilizzo di composti bioattivi, come le tossine killer prodotte dai
lieviti killer; questi composti vengono impiegati proprio con obbiettivo di

contrastarne lo sviluppo dei contaminanti.

Con questo lavoro di tesi, si e testato l'effetto dele tre tossine, Kwkt, Pikt e

WAI18, prodotte rispettivamente dai due lieviti Kluyveromyces wickerhamii e
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Wicheromyces anomalus, sulla crescita dei lieviti Brettanomyces e sul loro
impatto.

Presentando un’azione antisettica rilevante nelle prove in vitro, ulteriori
esperimenti dovranno essere condotti per confrontare la loro efficacia con
quella esercitata dall’anidride solforosa in cantina. Infatti, I'utilizzo di queste
tre tossine killer, prodotte su scala pilota e liofilizzate, potrebbe
rappresentare una strategia naturale altamente efficace per controllare
l'insorgenza o la proliferazione dei lieviti Brettanomyces/Dekkera dannosi,
offrendo una possibile alternativa agli additivi chimici.

A diverse concentrazioni, tutte le formulazioni svolte a seconda della
concentrazione, hanno notevolmente ridotto le popolazioni di B. bruxellensis;
in particolare, la tossina Kwkt si e dimostrata particolarmente pit efficiente
anche durante la fase di produzione industriale del vino, rivelando un
efficacie controllo anche quando l'infezione da Brettanomyces era gia
stabilmente presente.

La tossina Pikt evidenzia un effetto letale superiore rispetto alla tossina
WAT18. La Kwkt, si conferma un forte candidato come agente antifungino

naturale per l'industria vinicola.
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