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Introduzione

Le ammine biogene sono basi amminiche a basso peso molecolare, alifatiche o cicliche, formate per decarbossilazione dei corrispondenti aminoacidi precursori, attraverso degradazioni che si verificano in normali processi metabolici di animali, piante e microrganismi; così dall'istidina si forma istamina (mediante istidina decarbossilasi, HDC) e dalla tirosina si forma tiramina (mediante tirosina decarbossilasi, TDC). La putrescina si può formare dalla decarbossilazione dell'ornitina (mediante ornitina decarbossilasi, ODC) o dall'arginina, con una via più complessa che tra i diversi enzimi prevede l'intervento dell'agmatina deaminasi, AgDI.

Sono composti presenti in numerosi alimenti: ne risultano naturalmente ricchi spinaci, succo d'arancia, pomodoro, banane, pesce e derivati della carne. Si trovano facilmente anche in prodotti fermentati tipo formaggi, birra e vino.

Le ammine biogene sono fisiologicamente attive sul metabolismo umano. L'istamina può provocare disturbi al sistema nervoso, a quello vascolare ed all'apparato digerente; mentre putrescina ed agmatina possono legarsi con i nitriti per formare nitrosammine, composti con note proprietà cancerogene.

Nel vino la produzione di ammine biogene può essere attribuita essenzialmente ai batteri lattici, questo spiega l'incremento di tali composti in seguito alla fermentazione malolattica.

Date le loro proprietà tossiche è opportuno limitare il contenuto di ammine nei vini, così come in altri alimenti; pertanto risulta di fondamentale importanza capire quali siano le cause della loro origine per poterle eliminare.

In bibliografia si trovano diversi studi in cui viene riportato che l’origine delle ammine biogene nei vini è il risultato della presenza di batteri lattici contaminanti. Una possibile via di entrata di questi batteri a contatto con il vino è attraverso la contaminazione dei preparati commerciali di lieviti e batteri, utilizzati come starter per le fermentazioni alcolica e malolattica.

Scopo della tesi

Lo scopo di questo studio è di verificare l'eventuale contaminazione dei preparati commerciali di lievito (LSA) da parte di batteri lattici, attraverso il loro isolamento e caratterizzazione, e successivamente testare la loro capacità di produrre ammine biogene.

Il lavoro sperimentale è stato strutturato in tre tappe:

· verifica delle contaminazioni;

· identificazione dei batteri contaminanti;

· amplificazione dei geni che codificano per la sintesi degli enzimi aminoacido-decarbossilasici.

Materiali e metodi

Per realizzare lo studio sono stati utilizzati sei ceppi di LSA presenti in commercio.

Sono state applicate tecniche d'analisi chimiche e biomolecolari. I microrganismi sono stati cresciuti negli appropriati terreni di coltura (MRS per batteri e YEPG per lieviti) in condizioni ottimali per la loro crescita.

Per l'analisi qualitativa delle ammine biogene sono state applicate diverse tipologie d'analisi:

· TLC (Thin-Layer Cromatography);

· Test di decarbossilazione degli aminoacidi in terreno con indicatore;

· HPLC (High Performance Liquid Cromatography).

L'HPLC è stata utilizzata anche per l'analisi quantitativa.

Per quanto riguarda l'amplificazione dei geni sono state applicate tecniche di PCR che prevedono l'uso di primer che amplificano per ogni singolo gene codificante il rispettivo enzima decarbossilasico (hdc, tdc, agdi e odc).

L'identificazione delle specie batteriche è stata eseguita mediante RFLP sull'amplificato dell'rDNA 16S e mediante sequenziamento dello stesso DNA ribosomiale.

Risultati e conclusioni

Le preparazioni commerciali di LSA sono state reidratate. Attraverso la crescita in piastra con terreno MRS aggiunto di actidione (inibitore della crescita dei lieviti) si è potuta dimostrare la presenza di batteri in ognuna delle preparazioni di LSA, con una entità di contaminazione variabile da 100 a 2500 cell/g di LSA. 

La TLC ha dimostrato la presenza, nei reidratati, di microrganismi capaci di produrre tiramina e putrescina; tali dati sono stati confermati anche mediante HPLC.

Le colture pure di lievito sono state analizzate mediante TLC e sono risultate tutte negative alla presenza di ammine.

Potendo scartare quindi l'ipotesi che fossero i lieviti a produrre ammine, per individuare i microrganismi responsabili lo studio è proseguito con uno screening su 282 ceppi batterici isolati dai reidratati. Inizialmente si è applicato il test in terreno con indicatore, dopodichè sono state applicate TLC, HPLC e analisi biomolecolari. Si è arrivati ad isolare il gene tdc da diversi campioni di Lactobacillus brevis. Oltre al gene tdc, in L. brevis è stato individuato anche il gene agdi, che consente la produzione di putrescina a partire dall'arginina. Per quanto riguarda la produzione di istamina, il gene hdc è stato amplificato in campioni di Lactobacillus rossiae. Durante numerose analisi è stata rilevata la produzione di putrescina a partire dall'ornitina da parte di ceppi di Pediococcus parvulus (accertata mediante TLC), ma non si è riuscito ad amplificare il gene odc.

La capacità di produrre ammine biogene dei ceppi contaminanti è stata testata anche in fermentazione. In questa parte dello studio si è verificato che i batteri contaminanti rimangono presenti nel vino a fine fermentazione e mantengono la loro capacità di produrre ammine. In particolare è stata rilevata la produzione di tiramina, da parte di ceppi di L. brevis.

Dati gli effetti negativi che le ammine biogene presentano sull’organismo umano e l’attenzione che il mercato sta pian piano focalizzando sulla loro presenza nei vini, un passo interessante successivo a questo studio potrebbe essere quello di individuare in quale passaggio della filiera produttiva dei lieviti secchi attivi avvengano le contaminazioni di batteri, al fine di eliminarle e migliorare la qualità dei prodotti presenti in commercio.

