
SCOPO

verificare il possibile meccanismo di

riduzione dell’ OTA durante la

fermentazione ad opera dei lieviti vinari

Lieviti & abbattimento dell’Ocratossina A durante la fermentazione vinaria

CONCLUSIONI

I risultati ottenuti sembrerebbero confermare che la riduzione di

OTA nella fase fermentativa vinaria avviene essenzialmente per

via non enzimatica e comunque che non comportano l’idrolisi

della molecola.

La riduzione della micotossina potrebbe dunque più

verosimilmente esere dipendente da meccanismi legati

all’adsorbimento sulla parete dei lieviti e del materiale in

sospensione mediante interazioni deboli fortemente dipendenti

dal pH del mezzo.
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RISULTATI

 La riduzione di OTA non sembra essere dovuta alla

attività della CPY in quanto, ( Fig. 1 ) nei fermentati

analizzati per iniezione diretta non sono state rilevate

neanche tracce di OT-a, la cumarina che con la

fenilalanina è il principale prodotto di idrolisi del

legame peptidico fra fenilalanina ed isocumarina

 Nelle prove condotte a pH 3,2 ( Fig. 2 ), a fine

fermentazione le minori riduzioni di OTA (-35 –45%

dell’Ota iniziale) si sono riscontrate proprio nelle

fermentazioni condotte dai due ceppi di lievito M1 ed

M2, alterati nella capacità relativa alla

compartimentazione vacuolare della CPY, e quindi alto

secretori di questo enzima.

Dal 2005, la normativa europea (Reg.CE no123/2005 del 26/01/2005) ha stabilito anche per i vini (con

esclusione di quelli liquorosi o con tenore alcolico pari o superiore al 15% vol.) e per le bevande a base di

mosto d’uva o succo d’uva, destinati al consumo umano diretto, il tenore massimo ammissibile di

Ocratossina A nella misura di 2,0 ug/kg (ppb). L’OTA è infatti riconosciuta come una potente nefrotossina

per tutte le specie animali testate, ad eccezione dei ruminanti adulti. Provoca effetti teratogeni,

immunotossici e probabilmente anche neurotossici e genotossici ed è cancerogena per i roditori. Sembra,

inoltre, essere coinvolta come fattore nella nefropatia endemica dei Balcani, malattia associata allo sviluppo

di tumori del tratto urinario nell’uomo.

Responsabili della presenza di questo metabolita nelle uve sono ceppi tossigeni di funghi, appartenenti a

Penicillium e ad ad Aspergillus sezione Nigri, e, in particolare, ad A. carbonarius., che possono provocare

ammuffimenti sugli acini.

Sebbene le normali operazioni di vinificazione non consentano una totale riduzione dell’Ocratossina A (OTA),

fermentazioni alcolica e malolattica si ha tuttavia tuttavia una importante detossificazione “biolo- gica” da

parte dei lieviti e batteri comunque presenti nel mezzo in fermentazione.

Gli studi hanno evidenziato una diminuzione dell’OTA durante la fase di fermentazione alcolica del vino,

con riduzioni dell’OTA che arrivano fino a oltre il 50% del tenore iniziale.

Per idrolisi acida da OTA si forma fenilalanina e ocratossina-a, un lattone acido otticamente attivo, non

tossico. Per via biologica, l’OTA è degradata da idrolasi di origine batterica e fungina (lipasi, carbossi

peptidasi A), con formazione degli stessi prodotti che si ottengono per idrolisi acida.

Nel caso dei lieviti vinari, i meccanismi attraverso cui si ha questa riduzione non sono ancora

completamente elucidati. Alcuni Autori (1) attribuiscono la riduzione del contenuto di OTA, durante la

fermentazione alcolica, essenzialmente a fenomeni di assorbimento/adsorbimento da parte dei lieviti. Nelle

loro prove hanno infatti riscontrato l’assenza di prodotti di degradazione dell’OTA nei liquidi colturali.

Parallelamente, hanno inoltre ottenuto una riduzione di Ota dello stesso ordine di grandezza o addirittura

superiore, anche utilizzando preparati commerciali di pareti di lieviti o cellule non vitali, inattivate con

trattamento termico o acido. Alle stesse conclusioni sono giunti anche altri sperimenta-tori che hanno

evidenziato la capacità di abbattimento di OTA, sebbene con risultati variabili, nel vino trattato con lieviti

secchi inattivati o filtrato su mezzi inerti (2).

Altri Autori (3) attribuiscono invece la riduzione dell’OTA durante la fermentazione, all’azione degradativa

per via enzimatico in quanto nelle prove da loro condote non hanno rilevato la presenza della micotossina

sui residui cellulari di lievito. In effetti, è dimostrato che enzimi come la carbossipeptidasi A (CPA) sono in

grado di idrolizzare l’OTA e nei lieviti è presente la Carbossipeptidasi Y (CPY), una serino proteasi attiva in

un range molto ampio di pH e molto attiva anche ai pH acidi del vino (4).
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MATERIALI & METODI

Per le prove sono stati utilizzati oltre a un ceppo

commerciale anche due mutanti di Saccharomyces, alterati nella

capacità relativa alla compartimentazione vacuolare della CPY, e

quindi alto secretori di questo enzima. Tale scelta si è basata

sull’ipotesi che questa proteasi fosse capace di idrolizzare l’OTA,

analogamente a quanto noto per la CPA. Per le prove sono stati

Inoltre utilizzati anche due ceppi di Saccharomyces, isolati durante

la fermentazione di mosto da uve passite per la produzione di

vinsanto e risultati avere un buon potere di abbattimento nei

confronti dell’OTA.

Nelle prove di fermentazione, condotte in triplo con i 5 diversi

ceppi di lievito, per eliminare le interazioni fra gli enzimi cellulari

dei lieviti ed i fenoli molto abbondanti nei mosti, è stato utilizzato

come substrato un terreno massimo in due condizioni di pH (pH

3,2 e pH 6,2) artificialmente contaminato con 2 ug/ml di OTA.

L’assenza della frazione fenolica dei vini ha consentito, inoltre,

l’analisi HPLC dei fermentati per iniezione diretta, eliminando così

errori ed interferenze derivanti dalla preparazione dei campioni.

L’eluizione è stata effettuata in isocratica (acetonitrile/H2Oacido

acetico 99/99/2) su colonna C18 con detezione per fluorescenza

dell’eluato (5).
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 Al contrario, le fermentazioni condotte con il ceppo commerciale BC e con i ceppi di Saccharomyces isolati da Vin

santo hanno portato ad una riduzione del contenuto iniziale di OTA già dopo un brevissimo “tempo di contatto” (1

giorno )

 Inoltre, in questi ultimi tre fermentati, non si è riscontrata nessuna ulteriore riduzione dopo il 2°-3° giorno di

fermentazione mentre, nelle fermentazioni con i ceppi alto secretori di CPY si ha una progressiva riduzione con un

andamento ad asintoto fino a fine fermentazione.

 Nelle prove di fermentazione condotte in parallelo ma a pH 6,2 ( Fig. 3 ), a fine fermentazione si è riscontrato una

generale minor riduzione del contenuto di OTA anche nelle fermentazioni condotte con i mutanti M1 ed M2,

nonostante che a questo pH l’attività della CPY sia notevolmente più elevata rispetto a pH 3,2
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