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Adattamento e acclimatazione a diverse
temperature di lieviti  psicrofili

obbligati e facoltativi e di lieviti

mesofili. Studio della produzione di

acidi grassi polinsaturi w-3e -6 per

via fermentativa.

Introduzione

Capitolo 1

Gli acidi grassi essenziali omega-3 ed omega-6:

dalla loro scoperta ad oggi

L'interesse nei confronti degli acidi grassi poliin saturi o
PUFA (Polynsaturated Fatty Acid) e riconducibile ag li anni 70

e agli studi epidemiologici condotti da Bang e Dyen berg (Bang
et al ., 1976). In particolare, essi osservarono che dli

eschimesi Inuit, residenti nel luogo d'origine, mos travano
un’incidenza minore di eventi cardiovascolari e di cardiopatia
ischemica rispetto alla controparte residente in Da nimarca o
emigrata nei Paesi industrializzati. Tale osservazi one poteva
essere unicamente correlata a differenti abitudini alimentari
e, in particolare, alla maggiore assunzione di pesc e negli

Inuit residenti in Groenlandia.
Da allora centinaia di studi convertirono sui benef ici degli

omega-3 ( «-3), documentate da un numero impressionante di

pubblicazioni che ha reso il termine omega-3 famili are, oggi,
anche ai “non addetti”. In particolare, si comincio a
raccomandare il loro uso nella prevenzione della pa tologia



cardiovascolare ateroslerotica ed in molte patologi
degenerative legate ad una condizione infiammatoria
dell’'organismo.

Tuttavia, in merito agli acidi grassi polinsaturi,

'20 del secolo passato sono stati i piu fruttuosi.

infatti, per la prima volta G. Burr e M. Burr scopr
l'acido linoleico (AL), capostipite degli acidi gra

serie omega-6, e l'acido alfa-linolenico (ALA), cap

della serie omega-3, sono indispensabili per la sal

delluomo (Burr etal ., 1929). Furono, quelli, definiti acidi

grassi essenziali (AGE) in quanto l'organismo umano

essendo in grado di sintetizzarli, deve introdurli
alimenti cosi da mantenere uno stato di benessere.

| primi derivati degli AGE furono denominati “prost

perché trovati in piccole quantitd nel liquido pros

nella prostata e delle quali, negli anni '80, si sc

biochimica e la fisiologia. | frutti delle numerose

fatte in questo campo si concretizzarono nel 1984 c
scoperta di altre molecole biologicamente attive. E

mediatori lipidici ad azione antiinfiammatoria come

lipoxine (LX) e le resolvine, derivate dall’acido

eicosapentaenoico (EPA) e dallacido docosaesaenoic
infine le protectine (PD) o neuroprotectine (NPD),

dal DHA. Composti, tutti, che intervengono nella fa
risoluzione del processo infiammatorio.

Con il dopoguerra, il miglioramento delle condizion
economiche, che si ebbero in particolare nel mondo

piu industrializzato, portd a variazioni dietetiche
causa di una progressiva e rilevante aumentata assu
lipidi animali e di oli di semi, si concretizzarono
comparsa di un insieme di quadri patologici riassun
definizione di “patologia del benessere” (Caramia G
pratica I'eccessiva assunzione di omega-6, molto ra

in quegli alimenti, con progressivo ridotto apporto

3, portd ad un’alterazione del rapporto ottimale om
6/omega-3 che da circa 5-6:1, con un apporto di ene
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al 3% da acidi grassi omega 6 e 0,5% da acidi grass
supero il valore di 20:1 che si € mantenuto inalter
giorni d’oggi. Ora, gli acidi grassi omega-6 e omeg
appena ricordato, intervengono attivamente nell’equ
mediatori lipidici pro e anti infammatori, per cui
prevalgono i primi, & piu frequente la comparsa di

croniche-infammatorie e degenerative.

Tuttavia, molto tempo prima di tali scoperte, siamo
il medico inglese T. Percival suggeri di far assume
di fegato di merluzzo nel tentativo di prevenire e
soggetti affetti da rachitismo, malattia molto diff
tempo in Inghilterra, in tutta Nord e
Nord (Caramia G, 2007). Tale condi
(130-200 d.C.),

inizialmente imputata a sole carenze nutritive ed i

'Europa del
nel’America del
morbosa nota dai

tempi pio  antichi

quando Percival raccomando l'uso dell'olio di fegat
merluzzo, supportato anche da segnalazioni del noto
Trousseau, non essendo noto il meccanismo d'azione
sulla malattia, sollevd non poche perplessita.

L'effetto preventivo e terapeutico dell’olio di feg
merluzzo venne confermato da un reale studio clinic
controllato solo dopo la fine della prima guerra mo

dalla Dr.ssa Click di Vienna. A sostegno di questi
contemporaneamente C. Funk invento il termine “Vita
McCollum E.V. e collaboratori nel 1913 scoprirono n

d’'uovo e nel burro un fattore liposolubile indispen

la crescita che fu denominato “Vitamina D", infine

il chimico tedesco A. Windaus ricevette il Premio N

chimica per gli “studi sui lipidi e sulla loro conn

le vitamine ed in particolare con la vitamina D”.

Il ruolo svolto dall’'olio di fegato di merluzzo dal

del suo impiego non si e limitato solo alla prevenz

rachitismo, per la sua azione sull'assorbimento del

sulla formazione delle ossa e sulla crescita. Negli

durante e dopo la seconda guerra mondiale e per qua
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decennio ancora, ha rappresentato una grande conqui
preventiva-terapeutica e di civilta. Per il suo alt

di vitamina A, di iodio, e di acidi grassi omega-3

prima ancora che molte delle attuali conoscenze ven
acquisite, un recupero delle condizioni di salute s

delle classi piu abbienti e ha certamente svolto un
preventiva di molte condizioni patologiche in quant
regolarmente assunto. Con un cucchiaio di olio di f

merluzzo, dato ai bambini nei mesi invernali dalla

anni '30 fino alla fine degli anni '50, c’era I'app

circa 2 grammi di omega-3 al giorno. Questa pratica
certamente contribuito a favorire lo sviluppo e la
funzionalita del cervello, della retina e del tessu

in generale. E stato inoltre utile per formare un’a

elasticita delle pareti delle arterie, prevenendo o

i disturbi cardiovascolari, per un corretto funzion

sistema immunitario e per prevenire, 0 almeno ritar
comparsa di processi inflammatori-degenerativi cron

In questo ambito i recenti preparati naturali a bas

di fegato di merluzzo continuano a mantenere la lor

attualita, in quanto virtualmente privi di controin

Oggi, € ben noto che gli acidi grassi sono costitue
indispensabili per la crescita e la sopravvivenza d

organismi. Tutte le cellule del corpo umano conteng

ma ne sono particolarmente ricchi i tessuti nervosi

oltre il 60% del peso del cervello é costituito da

grassi essenziali, non a caso, la maggiore sede di
polinsaturi a lunga catena presente nel corpo € loc

proprio nel cervello.

Gli acidi grassi polinsaturi: definizione e struttu

Gli acidi grassi presenti in natura si distinguono,
allassenza o alla presenza di doppi legami, in sat
insaturi, rispettivamente. Gli acidi grassi insatur

volta, si differenziano in monoinsaturi o in poliin
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relazione al numero di doppi legami presenti nella
molecola. L'introduzione di doppi legami, ovvero il

da acidi grassi saturi a molecole progressivamente
“insature”, costituisce un elemento strutturale e f

di primaria importanza.

La presenza in serie di doppi legami conferisce all
carboniosa il progressivo incremento dei punti di t
proprio in corrispondenza del doppio legame. A live
tridimensionale cido comporta la crescente tendenza

grassi polinsaturi ad assumere una conformazione me
che, sul piano morfo-funzionale, corrisponde ad una

fluidita delle membrane entro cui i PUFA sono incor

I mammiferi possono sintetizzare acidi grassi ad ec

quelli col legame C=C oltre il carbonio 9. Sono que
acidi grassi essenziali (EFA, Essential Fatty Acids

2006). Gli EFA, come importanti costituenti delle m
cellulari, regolano fluidita, flessibilita e permea
selettiva, influenzando il comportamento di certi e
legati alla membrana e dei loro recettori.

Esistono almeno quattro famiglie indipendenti di PU

'acido grasso che ne costituisce il precursore: la
degli w-3, derivati dellacido alfa-linolenico (ALA, 18:3,
3); la serie degli
18:2,n-6); la serie degli
18:1,n-9; la serie degli
(PA, 16:1,n-7). Fra queste 4 famiglie, solo quella
omega-3 ed omega-6 possono dirsi essenziali; gli ac

e palmitoleico, sono, infatti, sintetizzati nei mam

partire dai semplici precursori.

| principali PUFA omega-3, contenuti pressoché escl

nel pesce, sono l'acido eicosapentaenoico (EPA, C20
C22:6,n-3), lultimo  dei

maggiormente rappresentato nel corpo umano.

docosaesaenoico  (DHA,

| principali PUFA omega-6, contenuti specialmente n
vegetali e nella carne, sono rappresentati dall'aci

w-6, derivati dell’acido linoleico (LA,
w-9, derivati dell'acido oleico (OA,

w-7, derivati dell'acido palmitoleico
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linolenico (GLA, C18:3,n-6) e dall'acido arachidoni
C20:4,n-6).

co (AA,

Momenclatura abbreviata Struttura chimica

Acidi grassi saturi (SFA)

K /\/\/\/\/\/\)L
oH
o
Lt /\/\/\/\/\/\/\)J\
aH
o
2 /‘\/\/\/\/‘\/‘\/‘\/‘\)‘l\
OH
Acidi grassi monoinsaturi (MUFA)
o
16:1n-7 \/\/W)J\
aH
o
18:1n-8 W\/W/\/\)J\
0oH
Acidi grassi poliinsaturi (PUFA)
o
L PO |
0oH
o
18: %3 R
OH
0 5n-3 - s - e -
22:n-3 = — s — _—
22:6n-3

oH

Fig.1 . Tipi principali di acidi grassi.

Il cervello e il maggior serbatoio di DHA nell'orga
DHA e associato ad un ottimale sviluppo cerebrale n
fetale e nell'infanzia. Fortemente conservato nelle
per il ruolo centrale che svolge nel funzionamento
trasmissione dellimpulso nervoso, €& presente nell’
fosfolipidi di membrana del sistema nervoso central

il suo ruolo nel contribuire a rendere piu fluide |
neuronali, favorendo le attivita enzimatiche connes
funzioni neurorecettoriali e modulando quelle
neurotrasmettitori. Concentrazioni molto elevate di

pure presenti nella retina, dove e indispensabile p

gli stimoli visivi, nei mitocondri e nei tessuti de
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genetici ma anche dall'apporto alimentare di EFA, d
attraverso conversioni metaboliche, si generano que
lunga catena essenziali al loro funzionamento (Whel
al ., 2006).

L’acido arachidonico (ARA: C20:4,n-6) & importante

la crescita del feto e dell’organismo in genere. Lo

il fenomeno della biomagnificazione, che consiste
trasferimento, durante la gravidanza, nel sangue co

nel circolo fetale, di ARA e DHA dalla madre al fet
questo periodo temporale e soprattutto negli ultimi
gestazione, e particolarmente importante I'apporto
essenziali, per garantire il corretto sviluppo del

salvaguardare la salute della madre.

Il latte umano materno € ricco di tutti gli acidi g
essenziali, caratteristica questa che contribuisce
perché i bambini allattati al seno siano immunologi
resistenti nel corso della loro vita di quelli nutr
latte artificiale. Il latte bovino per esempio cont
piccole quantita di GLA, DGLA e ARA.

In generale, tutti gli EFA, svolgono importanti fun
strutturali, di trasporto e metaboliche, fra loro,
strettamente collegate e controllate tanto da eleme
genetici quanto, come gia detto, dall'apporto quali
quantitativo di lipidi alimentari (Caramia G. 2007)
funzioni sono poi mediate dagli EFA a seguito della

conversione ad eicosanoidi e altri metaboliti.

Biodisponibilita degli acidi grassi polinsaturi e f
dietetiche di EFA

Gli acidi grassi omega-3 hanno una reperibilita ass
negli alimenti convenzionali, essendo presenti escl

in organismi che nel corso dell'evoluzione si sono

ambienti acquatici o in certi alimenti “nicchia” no

ai quali,
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adeguatamente esplorati, quali rane, lumache, o car ni di

erbivori non ruminanti (equini). Negli organismi su periori gli
omega-3 polinsaturi si localizzano nelle membrane d i cellule

ad alta specializzazione funzionale e in sistemi bi ologici
complessi come quello nervoso, cardiovascolare e im munitario
dove svolgono ruoli articolati. Questi, si schemati Zzano in
strutturali, che gli AG PUFA svolgono come componen ti di
glicerofosfolipidi nelle membrane sinaptiche del si stema
nervoso, o funzionali che svolgono come componenti di
fosfolipidi dei canali ionici intermembrana delle ¢ ellule
cardiache, quando coinvolti nelle risposte recettor iali e
nella trasduzione dei segnali cellulari o in quanto mediatori

lipidici in cellule infliammatorie.

La loro presenza in certi microrganismi relativamen te
semplici, come le alghe autoctone dei mari freddi, e legata a
processi di adattamento della specie alllambiente i n cui
questa nasce e si sviluppa. L'alta pressione idrost atica, la
temperatura in genere bassa, e la ridotta tensione di
ossigeno, hanno richiesto la produzione di acidi gr assi ad
elevato livello di insaturazione, come sono I'EPA e il DHA
(Thomas D. N. et al. , 2002), di modo che inseriti nelle

membrane biologiche potessero conservarne la funzio nalita
necessaria per la sopravvivenza e lo sviluppo delle specie
indicate in condizioni estreme di pressione e tempe ratura,

come sono quelle degli ambienti subacquatici.

A loro volta, i pesci che popolano questi mari hann 0
accumulato nelle loro carni quantita notevoli di co mposti
omega-3 a lunga catena ed alta insaturazione nutren dosi di
quelle alghe autoctone oleaginose, che ne hanno cos I permesso

la sopravvivenza e la crescita.

Per contro, nel mondo vegetale terrestre, che si e sviluppato
in un ambiente con caratteristiche assai diverse, n on sono
presenti quegli stessi omega-3, tuttavia, si riscon trano solo
in alcune piante, gli omega-3 a minor grado di insa turazione e

a catena piu corta come l'acido a-linolenico (ALA: C18:3,n-3).



L'omega-3 ALA é tipicamente presente in certe fonti
vegetali della dieta mediterranea, come negli olii
basso erucico, semi di lino, noci e legumi. Nelle ¢

degli organismi animali compreso luomo, il grado d

convertibilita dell’ALA nei derivati omega-3 a lung

alto grado di insaturazione, dei quali & precursore
stato ancora adeguatamente valutato. Piu precisamen
studio condotto di recente, sosterrebbe che in popo
vegetariane, ad alto consumo di ALA, i livelli emat

non sarebbero apprezzabilmente inferiori  rispetto
consumatori di pesce (Morris D.H. 2006). Tale risul
stato confermato da un altro lavoro che ha valutato
effetti che il consumo di noci, alimento molto ricc

(2,2 g/4 noci), ha sui livelli ematici di omega-3 i

sani. Lo studio, ha dimostrato che assumendo 4 noci

vi € un aumento notevole di ALA, ma anche di EPA e
noci, note per i loro effetti salutistici, sono un’

fonte di omega-3 in grado di elevare i livelli emat

dei composti altamente insaturi.
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La maggior parte dei dati pubblicati a proposito, ¢

sostenere che la conversione di ALA in EPA sarebbe

adeguato nelluomo mentre, nel caso del DHA, é da p
l'integrazione della dieta con DHA preformato, sopr

alcune fasi fisiologiche particolari come durante |

perinatale. Altri studi ritengono che, invece, in s

sani l'efficienza di conversione del precursore ALA
omega-3 piu complessi, EPA e DHA per esempio, sareb
solo circa uguale al 6% e al 4%, rispettivamente (S

2003). Cio nondimeno, tutti i lavori concordano nel

che il profilo in acidi grassi ematici di un indivi

sostanzialmente dalla assunzione diretta di omega-3
omega-6 pit 0 meno complessi, piuttosto che da proc
endogeni di sintesi, e che per questo, i livelli di

grassi circolanti varierebbero notevolmente tra pop

individui con abitudini alimentari differenti. Se s

poi il normale consumo di pesce di una dieta medite

LC PUFA (long cha
polyunsaturated fatty acids), EPA e DHA in primis,

anche in questo caso, la quota di
assimilata in quantita molto ridotte: <0.5g/die ris
apporto globale di oltre 100g/die di grassi totali
etal ., 2007).

Tra gli omega-6 essenziali, I'acido linoleico (LA)

nei cereali, nelle uova, nel pollame, nella maggior
degli olii vegetali, nei prodotti da forno e nei se
grano, nella margarina e nei semi di girasole, oltr
altri prodotti. L'acido gamma-linolenico (GLA: C18:
presente negli oli di enagra, di semi di borragine,

di semi di ribes nero, oltre che in alcune fonti fu
mentre il diomo-GLA (DGLA: C20:3n-6) si trova nel f
testicoli, nelle ghiandole surrenali e nei reni. L’

e presente nella carne, nel tuorlo d'uovo, in alcun

., 1999).

nei gamberi (Ollis T.E et al
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I latte materno contiene caloricamente circa un 6% di

proteine, circa un 41% di glucidi e almeno una quan tita pari

al 53% di lipidi (con tasso di colesterolo elevato) . FE
particolarmente ricco di acidi grassi essenziali co me il GLA
(contenuto fra lo 0.3-1.0%), DGLA, AA, EPA e DHA (g uesti
ultimi in quantita piu moderate) (Ollis TE etal ., 1999).

seafood ad alto contenuto di omega 3

7 |
salmone ]

aringa ]

acciuga ]

sablefish del pacifico

pesce bianco dell'atlantico ]

tonno |

salmone (cisco) ]

sardina ]

ostrica ]

halibut del pacifico ]

trota iridea ]
per 100 grammi | |
di prodotto 0 1 2 3
Composizione percentuale in acidi grassi degli ol vegetali
acido acido . : acido acido
palmitico stearico a?gf;ﬁ%o) linoleico linolenico
(C16:0) (C18:0) e (C18:n2,6) (C18:n3,3)
olio di oliva 115 2.5 74 9.5 1
olio di colza 4.5 15 56 21 10
olio di sesamo 8.5 45 42 44 0.5
olio di soia 10 4 21 56 8
olio di semi
di cotone 25 25 18 52 0.5
olio di mais 11.5 2.5 325 52 1
olio di
girasole 6.5 5 24 63 0.5
olio di
cartamo 6 2.5 13 - 0.5
Fig.3 e Tab.1. Nella figura 3 vi & una lista che indica quali sono i pesci
di mare che hanno maggior contenuto di omega-3 accu mulati nelle loro carni.
Mentre nella tabella 1 sono riportati gli acidi gra ssi piu presenti negli

oli vegetali e la loro composizione percentuale.
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Occorre tener presente che tutti gli EFA, se sottop

alte temperature e idrogenazione (ad esempio durant
processo di lavorazione degli alimenti) vengono den
convertiti in acidi grassi trans, dannosi, questi,
I'organismo.

Un’ eventuale deficienza alimentare di EFA si manif
attraverso sintomi quali secchezza e desquamazione

pelle, epatosplenomegalia : immunodeficienza,

osti ad
e |l
aturati e

per

esta
della
sudorazione

eccessiva, disidratazione, dermatiti al cuoio capelluto,

alopecia e depigmentazione dei capelli.

Alla luce delle considerazioni fatte & logico capir e i motivi
per cui oggi e cosi forte la richiesta di individua re e
sviluppare fonti, anche non convenzionali, che poss ano
integrare la nostra alimentazione con quantita appr ezzabili di
omega-3, in generale, ma soprattutto di EPA e di DH A.

Gli omega-3 degli oli di pesce naturali sono dispon ibili in
forma di trigliceridi (TG). | preparati farmaceutic [
propongono, invece, questi composti come concentrat i di estere
etilico, una forma sintetica ottenuta chimicamente. Se si fa
una ricerca in letteratura sulla biodisponibilita d egli omega-
3 LC PUFA dopo consumo di pesce vsS somministrazione di
preparati farmaceutici, si vedra che I'assorbimento di EPA e
di DHA é apprezzabilmente piu elevato (rispettivame nte del 40%
e del 48%) se si ingeriscono omega-3 tramite consum o diretto
di pesce o ingerendo olio di pesce naturale.

Attualmente vi e da parte del mercato mondiale un’o fferta
ricca e competitiva, forse anche confusionaria, di prodotti
chiamati “olio di pesce”. Si sappia che il termine “olio di
pesce naturale” & sinonimo del fatto che nessun pro dotto
chimico sintetico e stato utilizzato o aggiunto dur ante il
processo di produzione e che gli acidi grassi omega -3 sono
rimasti nel loro stato naturale, sotto forma, appun to, di

trigliceridi.

12



Una delle ragioni che puo spiegare la debole biodis ponibilita
della forma in estere etilico sintetica deriverebbe dalla
maggiore resistenza di questi agli enzimi digestivi

Nel corso della digestione, la lipasi pancreatica i drolizza
I'olio per liberare gli acidi grassi, stadio che pr eparerebbe
ad un assorbimento ulteriore degli stessi. E’ stato dimostrato
che la forma in estere etilico risulta da 10 a 50 v olte piu
resistente ai processi enzimatici rispetto a quella del
trigliceride (Lawson LD et al . 1988; Beckermann B e t al .
1990).

| trigliceridi sono i lipidi pit abbondanti di orig ine
naturale, e costituiscono i grassi animali e gli ol i vegetali.
Servono soprattutto come deposito di energia prodot ta e
immagazzinata a livello di tessuto adiposo (grasso

sottocutaneo). Un trigliceride & un lipide costitui to da una
molecola di glicerolo a cui sono legati 3 acidi gra ssi. |l
glicerolo (1,2,3 propantriolo) € un alcol con tre a tomi di
carbonio, ciascuno con un gruppo ossidrilico, mentr e l'acido
grasso e formato da un gruppo carbossilico e da una catena
idrocarburica. | 3 acidi grassi sono uniti a una mo lecola di
glicerolo per esterificazione, grazie ai gruppi 0SS idrilici
del glicerolo. Spesso i 3 acidi grassi sono differe nti.

Gli acidi grassi sono i lipidi piu semplici e comun i, e
possono differire per la lunghezza e/o il tipo di | egame tra
gli atomi di carbonio, legami, che possono essere t utti
singoli, e allora si parla di acidi grassi saturi, oppure no,
e in questo caso si parla, appunto, di acidi grassi insaturi.
Sono stati isolati, da varie cellule e tessuti, piu di 500
tipi di acidi grassi, e si pud notare che quasi sem pre hanno
un numero pari di atomi di carbonio, solitamente co mpreso tra
12 e 20.

Gli acidi grassi insaturi, in configurazione cis, ¢ reano una
curva. Le curva degli acidi grassi insaturi impedis cono alle
molecole di compattarsi saldamente e di solidificar e a
temperatura ambiente. La maggior parte dei grassi v egetali e

13



composta da oli insaturi, mentre la maggior parte d

animali e satura.

| lipidi ingeriti con gli alimenti hanno un altissi
contenuto energetico e, nellambito dei tre gruppi
macromolecole che compongono gli elementi nutritivi
cellula: grassi (o lipidi), zuccheri (o glucidi), p

protidi), sono quelli in grado di sviluppare durant
catabolismo, la massima quantita di energia. Negli

nell'uomo, il principale utilizzo del grasso € come
energetica per il corpo e come isolante termico.

Da un punto di vista chimico, i lipidi (olii, grass

sono biomolecole eterogene con marcata lipofilia (i

Si distinguono in lipidi idrolizzabili - quelli est

con acidi grassi (come i trigliceridi, le cere, gli

fosfolipidi, i glicolipidi), che sono decomponibili

esterasi — e lipidi non idrolizzabili. Questi, sono
alifatici a lunga catena o steroli ciclici come |l
colesterolo, gli steroidi, gli acidi grassi e tultti

derivati (ad esempio gli eicosanoidi), infine a que

categoria appartengono anche carotenoidi e terpeni.

L'assorbimento dei lipidi nel’'uomo

| lipidi introdotti con gli alimenti, hanno una com
variabile e possono essere ingeriti in forma di gli
steroidi, fosfolipidi, vitamine liposolubili, o alt
Tuttavia, le molecole lipidiche piu abbondanti negl|

fonte principale di energia per il nostro organismo
trigliceridi.

| lipidi, a differenza dei carboidrati, passano imm
attraverso la bocca e lo stomaco e solo quando arri
duodeno inizia la loro digestione. Poiché si tratta
sostanze idrofobe, il primo problema che I'organism
affrontare perché avvenga la loro trasformazione in

piu semplici, € quello di fare in modo che gli enzi
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digestivi, dispersi nel mezzo acquoso, possano adeg
legarsi ad essi. Cio diventa possibile per azione d
biliari secreti dalla bile proveniente dalla cistif

cui proprietd detergenti fanno si che la lipasi giu
contatto con i lipidi insolubili in acqua e si poss

la loro scissione in monogliceridi e acidi grassi.

La bile contiene oltre agli acidi biliari che nel d
immediatamente  nei

trasformano rispettivi  sali, anc

colesterolo, fosfolipidi, pigmenti biliari (prodott
demolizione di porfirine come I'eme). La funzione d
biliari € anche quella di neutralizzare l'aciditd g

(pH=2) e rendere quindi attivi gli enzimi intestina
hanno un pH ottimale intorno a 7. Contemporaneament
dotti pancreatici viene secreta la prolipasi, proen

attivata a lipasi proprio dall’azione dei sali bili

una proteina specifica (colipasi), idrolizza i lega

tra il glicerolo e gli acidi grassi nelle posizioni

dando origine a un 2-monogliceride e ai sali sodici
acidi grassi idrolizzati anche detti saponi.

L'idrolisi metabolica di un trigliceride viene chia

lipolisi. |  2-monogliceridi possono essere  assorbit
direttamente (circa il 70%) o subire 'azione di un

che sposta I' acido grasso dalla posizione 2 alla p

In questo modo il prodotto dell’azione enzimatica p

l'azione della lipasi e generare glicerolo libero ¢

assorbito per diffusione.

La produzione progressiva dei sali degli acidi gras
monogliceridi (anch'essi agenti tensioattivi) rende
'emulsione sempre meno grossolana e la digestione

piu facile.

L'assorbimento degli acidi grassi avviene quasi esc

nel tratto dell'intestino tenue chiamato digiuno e
passaggio dentro le cellule della mucosa avviene pe
diffusione. All'interno delle cellule della mucosa

grassi sono risintetizzati in trigliceridi dagli en

reticolo endoplasmatico, con consumo di energia e f
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di chilomicroni (complessi lipoproteici- VLDL- cost
trigliceridi, fosfolipidi, colesterolo e proteine).
aggregati molecolari sono il mezzo di trasporto usa
trigliceridi per muoversi nella linfa e nel sangue.
biliari utilizzati per emulsionare i trigliceridi,

gli altri lipidi, vengono riassorbiti nell'intestin

riportati al fegato, che rinviandoli successivament

cistifellea, li rimettera in questo modo di nuovo i
circolazione.
| trigliceridi, diversamente dai carboidrati e dagl

amminoacidi, non passano nei vasi sanguigni, ma ven
assorbiti dai vasi linfatici; la linfa assume, per

aspetto lattiginoso e viene chiamato chilo.

Il chilo viene riversato nella vena succlavia avvia
chilomicroni verso il fegato, che, come sempre, € i

raccolta e smistamento di qualsiasi molecola abbia
interesse metabolico.

Di rilevante significato dietologico € il fatto che

acidi grassi insaturi contenuti normalmente nei tri
alimentari, vengono assorbiti molto facilmente quel

(con una isomeria -cis), mentre gli isomeri trans-
soprattutto negli oli di semi in seguito ai trattam
tecnologici subiti) sono assorbiti molto piu lentam
percentuali inferiori.

| trigliceridi contenenti acidi grassi a catena cor
medium chain triglycerides) con un numero di atomi

da 6 a 12 hanno un assorbimento sostanzialmente div
quelli contenenti acidi grassi a catena lunga. Gl
grassi MCT non passano attraverso il sistema linfat
giungono direttamente al fegato attraverso i vasi m

e la vena porta, dopo essere stati completamente id
dalla lipasi pancreatica.

Infine, ricordiamo che si pud avere malassorbimento

per maldigestione, dovuta a deficit o carenza di en

provenienza biliare e pancreatica, oppure per defic
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assorbimento o di trasporto, dovuto questo ad alter

drenaggio linfatico intestinale (M Wipple, Linfange

Funzioni biologiche degli EFA

Negli ultimi anni sono stati condotti vari

sperimentali su modelli animali sia clinici intesi

dimostrare i numerosi effetti benefici dei PUFA n-3

BN

effetto biologico individuato e stato
ipotrigliceridemizzante, per cui tali composti sono
inizialmente utilizzati per il trattamento delle di

Successivamente stati

sono evidenziati  gli

antiaggregante, antiaterotrombotico e, di recente,

antiaritmogeno.

Gli EFA/PUFA agiscono a diversi livelli sull’organi

il complesso delle loro attivita si pud cosi schema

v' azione sulla fluidita delle membrane cellulari

La fluidita delle membrane e determinata dalla
composizione lipidica: un aumento nell'incorporazio

grassi saturi e colesterolo ne aumenta la rigidita.
contrario, I'incorporazione di acidi grassi insatur

catena favorisce la fluiditd dello strato fosfolipi
numero di recettori, la loro affinita per i rispett

e fattori di crescita. La rigidita delle membrane r
invece, il numero e laffinitd dei recettori per i
ligandi come accade per quelli dell'insulina, dove
nell'incorporazione di acidi grassi saturi puo trad
resistenza alllormone, mentre una maggiore fluidita
membrana porta allaumento del numero e dell'affini
recettori per I'insulina, diminuendone la resistenz
Tenendo conto del ruolo centrale dell’insulinoresis
sviluppo del diabete, alcuni studi hanno voluto ver
come i PUFA n-3 potessero influenzare I'azione dell

Nel

concentrazione di

BN

livello dei corrispettivi recettori. ratto e st

evidenziato che un’aumentata
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migliora la fluidita di membrana e quindi l'interaz
l'insulina e il suo recettore (Montori VM et al
guesto, pero, non € stato dimostrato ancora nell’'uo

in letteratura sono presenti dati discordanti, anch

ultime pubblicazioni sembrerebbe che la somministra
PUFA n-3 fino a 3 g/die é sicura ed ha effetto neut

sul’emoglobina glicata sia sulla glicemia a digiun

La crescita e lo sviluppo del cervello durante il p
perinatale e l'adolescenza, & fortemente condiziona
disponibilita di acidi grassi w-3 e
risultasse insufficiente potrebbe essere compromess
formarsi di adeguate connessioni sinaptiche che, po

al definirsi di condizioni neuropsicologiche gravi,
demenza, depressione, schizofrenia, Alzheimer e/o a
neurodegenerative quali corea di Huntington, morbo

Parkinson, degenerazione spino cerebrale ed altro.

v/ Effetto antitrombotico ed emoreologico

Dopo appropriata stimolazione, i PUFA vengono liber
membrane cellulari e, per opera degli enzimi ciclo

e lipoossigenasi, danno origine a metaboliti attivi
eicosanoidi (prostaglandine, trombossani, leucotrie
prodotti biologicamente attivi).

Gli acidi grassi possono quindi intervenire in dive
processi biologici, e spesso con azioni anche oppos
loro.

Come schematicamente rappresentato in
arachidonico derivano il trombossano della serie A2
leucotrieni della serie 4 (LTB4, LTC4, ecc.) e
prostaglandine della serie 2 (PGI2, PGD2, ecc.) for
rispettivamente nelle piastrine, nei leucociti e ne

endoteliali. L'EPA viene metabolizzato, nelle stess
trombossano A3 (TXA3), leucotrieni della serie 5 (L

ecc.) e prostaglandine della serie 3 (PGI3, PGD3, e
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Fig.4. Metabolismo degli EFA e cofattori che aumentano I attivita delle
desaturasi A-5e  A-6, delle elongasi e la formazione delle PGs. (+) i ndica
'aumento delle attivita enzimatiche o incremento d ella formazione del
prodotto, (-) ne indica I'inibizione o il decrement 0.

Mentre gli effetti vasodilatanti e antiaggreganti d elle
prostaglandine della serie 2 e 3 sono considerati e quivalenti,
il TXA2 e i leucotrieni della serie 4, derivati dal l'acido
arachidonico, hanno rispettivamente un effetto
proaggregante/vasocostrittore e proinfiammatorio
complessivamente superiori agli analoghi eicosanoid i derivati
dallEPA 3.
Nella dieta dei paesi occidentali, gli acidi grassi
polinsaturi presenti in maggior quantita sono gli mega-6.
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Infatti, in tali regimi alimentari il rapporto omeg
e attualmente di circa 20:1, mentre sarebbe ottimal
rapporto compreso tra 3:1 e 5:1 (comunque non oltre
Un’aggiunta di omega-3 alla dieta induce un parzial
degli omega-6 nelle membrane cellulari da parte deg
La maggiore assunzione di PUFA n-3 determinerebbe u
nella sintesi degli eicosanoidi per sostituzione a
delle membrane cellulari dell’acido arachidonico co
come substrato dello stesso sistema enzimatico. L'i
insieme di EPA e di DHA da pesce o olio di pesce in
pertanto (Simopoulous AP, 2006):

- una minore produzione di prostaglandina E2 (PGE2);

- lariduzione del tromboxano A2;

- lariduzione della formazione del leucotriene B4;

- un aumento del tromboxano A3;

- laumento della prostaciclina PGIS3;

- l'aumento del leucotriene B5.
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Questo potrebbe in parte spiegare gli effetti biolo gici

favorevoli dei PUFA n-3 rispetto ai PUFA n-6, anche se

probabilmente altri meccanismi sono operanti nel de

un benefico effetto antitrombotico degli omega-3 po

quali:

terminare

linsaturi,

1. potenziamento della fibrinolisi e riduzione del

fibrinogeno;
2. riduzione dell'attivita della lipoproteina (a),

fattore protrombotico oltre che proaterogeno.

I meccanismi elencati in tabella rendono ragione de
effetti  svolti dagli acidi grassi poliinsaturi
sull’aggregazione piastrinica, con relativo allunga

tempo di sanguinamento.

potente

i positivi
n-3

mento del

Effetti antitrombotici degli omega-3 polinsaturi

Riduzione di fattori pro trombotici  Aumento dei

fattori antitrombotici

¢ Trombossano A2 ¢ Prostacicline 13

¢ Numero di piastrine ¢ Fattore di rilasciamento

0 Adesione piastrinica endotelio-derivato (EDRF o NO)
0 Aggregazione piastrinica 0 Fibrinolisi

¢ Fibrinogeno ¢ Tempo di emorragia

¢ Fattore di adesione

piastrinica
¢  Fattore di crescita PDGF
¢ Lipoproteina (a)

Tab.2. Meccanismi d’azione antitrombotici controllati dagl i omega-3
polinsaturi
E stato infine dimostrato che una maggiore incorpor azione dei
PUFA n-3 nella membrana cellulare dei globuli rossi e in grado
di incrementarne la fluidith e quindi la deformabil ita
meccanica ed osmotica, favorendone la circolazione a livello

del microcircolo.
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v Effetti sull'assetto lipidico

Gli effetti degli acidi grassi PUFA n-3 a carico de [
trigliceridi sono stati quelli maggiormente studiat i. Si
attesta una riduzione media della trigliceridemia a ttorno al
30% e l'effetto ipotrigliceridemizzante sembra esse re dose-
dipendente (Mori TA et al, 2001). Il meccanismo alla base

vuole una diminuita sintesi epatica di acidi grassi ,
trigliceridi e VLDL, oltre che un maggiore cataboli smo delle
VLDL in LDL, dal momento che le VLDL ricche in omeg a-3
sarebbero piu suscettibili all'azione delle lipopro teinlipasi.

Di recente & stata anche ipotizzata un’azione sui r ecettori
nucleari PPARs (Perixosome Proliferator Activated R eceptors)
(Poli A, 2002).

Molto discussi sono invece gli effetti dei PUFA n-3 sugli
altri lipidi. Essi incrementano modestamente i live lli delle
HDL grazie alla riduzione degli acidi grassi liberi nel plasma
che causerebbe wun ridotto trasferimento, mediato da lla
Cholesterol Ester Transfer Protein, degli esteri de I
colesterolo dalle HDL alle LDL e VLDL (Rustan AC et al .,
1997).

Molto meno certo é l'effetto degli acidi grassi ome ga- 3 sulle
concentrazioni plasmatiche delle LDL. E’' stato desc ritto un
modesto aumento di tale frazione lipoproteica da as crivere ad

una maggiore dimensione delle singole particelle pi
ad un loro incremento numerico (SuzuKawa M et al
tratta di un effetto antiaterogeno dei PUFA n-3 ten

che solo le LDL piccole e dense sono associate a un

rischio aterogeno.

In ultimo, alcuni recenti studi hanno evidenziato c

n-3 riducono la lipidemia post-prandiale, fattore c

avere un ruolo indipendente nello sviluppo dell’ate

(Nordoy A etal ., 2000).
v’ Effetti sulla pressione arteriosa e sul tono vascol
Gli acidi grassi omega-3 riducono la pressione arte

in soggetti sani, sia in pazienti affetti da iperte
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arteriosa (Bonaa KH et al ., 1990) attraverso

meccanismi:

* soppressione di prostanoidi ad azione vasocostrit

e incrementata produzione e rilascio di eNO (ossido

endoteliale);

« riduzione della concentrazione plasmatica di nora

« regolazione dell’accumulo di calcio nella cellula

« aumentata fluidita delle membrane plasmatiche.

v Azione come inibitori della sintesi di citochine
proinfiammatorie

Gli omega-3 hanno la capacita di sopprimere la prod

citochine (IL-1, IL-2, IL-6 e TNF) sintetizzate dal

T inflammatorie. Alcuni degli effetti benefici asso

PUFA nei processi infiammatori, derivano dalla loro

di sollecitare, invece, la formazione di composti a

inflammatori, quali lipossine, resolvine e la neuro

D1 inoltre, come gia detto in precedenza, dagli aci

omega-3 derivano i leucotrieni della serie 5, che r

quelli della serie 4 (derivati dall’'acido arachidon

dotati di un’azione vasocostrittrice e pro-infamma

pit modesta. Cid pud comportare importanti ricadute

sull’aterosclerosi sia su altre patologie inflammat

(artrite reumatoide, morbo di Crohn, psoriasi, derm

atopica).

Essendo ormai universalmente accettato il ruolo svo

dall'infiammazione nella genesi della placca ateros

nelle condizioni di instabilita e rottura della ste

verosimile pensare che gli acidi grassi omega-3, me

I'attenuazione dei processi inflammatori, possano s

ruolo centrale nella prevenzione sia del

aterosclerotico sia degli eventi acuti connessi all

della placca.
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v’ Effetti antiaterotrombotici

Diversi studi hanno ampiamente dimostrato come la d
endoteliale indotta da molteplici fattori quali tos

fumo di 'eve

stress, sigaretta e dislipidemia, sia

iniziale nello sviluppo dell'aterosclerosi. L’endot

diventa “pro-adesivo” inducendo un’aumentata adesiv
monoliti circolanti che successivamente infiltrano

della parete arteriosa. A questo livello formano la

lipidica, primo evento morfologicamente rilevabile
nell’aterosclerosi (Ross R, 1990).

Diversi sono i fattori che mediano l'interazione en

leucociti, quali alcune chemochine, e nell’evoluzio

lipidica a placca aterosclerotica sono anche implic
numerose citochine. Le placche instabili sono quell

particolarmente ricche in lipidi e a maggior rischi
fissurazione. Queste rappresentano l'ultimo stadio
dell'ateroma che porta fra le altre cose all'infart

le complicanze correlate ad esso, prima fra tutte |

di aritmie fatali.

E’ stato ampiamente dimostrato che i PUFA n-3 si in
positivamente  allinterno  dei  meccanismi  patogeneti
dell'aterosclerosi grazie ai loro effetti ipolipemi
antitrombotici, emoreologici e sull’attivazione end
Questi si avrebbero per merito di una ridotta produ
citochine pro-inflammatorie (IL-1, IL6, TNF

MRNA del PDGF- o e -
cellule muscolari lisce), nonché una ridotta espres
molecole endoteliali di adesione, ed un aumentato r
nitrossido da parte dell’endotelio.

Questi effetti sono tutti correlabili all'incorpora

PUFA n-3 (in particolare di DHA) nelle membrane cel
mentre sono inversamente proporzionali al contenuto

6.

I DHA si concentrerebbe maggiormente nel pool di f
etanolamina, che & notoriamente piu rappresentato n

interna della membrana plasmatica, ossia, in una po
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strategica per alterare e controllare le vie di tra sduzione
del segnale intracellulare (De Caterina R etal ., 1995).

Infine i PUFA n-3 inibiscono il fattore di trascriz ione
nucleare NF-kB che controlla I'espressione coordina ta di
diverse molecole di adesione e chemotattiche, speci fiche per i
leucociti (Collins T et al., 1995).

| fattori riportati contribuiscono sicuramente alla stabilita
della placca e potrebbero giustificare quindi la ri duzione di
eventi cardiovascolari fatali e non fatali osservat a negli
studi clinici di prevenzione primaria e secondaria con PUFA n-
3 (Thies F etal ., 2003).

v/ Effetti antiaritmogeni

Gli acidi grassi poliinsaturi n-3, nati come farmac i da
utilizzare nel controllo delle dislipidemie, hanno
imprevedibilmente  dimostrato  un’efficacia  antiaritm ica,
rappresentando una nuova opzione farmacologia nel t rattamento
delle aritmie ventricolari e quindi della Morte Car diaca
Improvvisa (MCI) nei pazienti affetti da cardiopati a post-
infartuale.

I meccanismi ipotizzati nellindurre una maggiore s tabilita
elettrica di membrana da parte dei PUFA n-3 sarebbe ro
molteplici.

Anzitutto, la produzione di eicosanoidi meno dannos i (TXAS e
LTB5) determina una minore risposta vasocostrittric e e
inflammatoria tessutale e quindi una riduzione del rischio di
infarto che si concretizza anche attraverso una min ore
produzione di radicali superossido che normalmente favoriscono
I'instabilita elettrica delle aree perinfartuali.

Studi condotti mediante I'analisi della variabilita della
frequenza cardiaca (HRV), hanno documentato come la
somministrazione di PUFA n-3 determini un aumento d ella
variabilita della stessa sia in pazienti ad elevato rischio
aritmico (pazienti infartuati, pazienti con insuffi cienza

renale cronica e in dialisi, pazienti diabetici) (L

et al ., 1998; Christensen JH et al
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sani, e come questo sia correlato con le concentraz ioni di EPA

e DHA nelle membrane cellulari piastriniche.

| PUFA n-3 agiscono modulando la conduttanza dei ca nali ionici
di membrana del Na++ e del Ca++, attraverso la modi ficazione
dello stato fisico e, quindi, delle caratteristiche di

fluidita del doppio strato lipidico. Un  meccanismo

recentemente ipotizzato sarebbe rappresentato da
un'alterazione della tensione che i fosfolipidi di membrana
esercitano sul canale stesso, con conseguente cambi amento
conformazionale e alterazione della conduttanza ion ica (Leaf A

et al.a 2002).

Questi effetti sui canali ionici di membrana sono s tati

testati in una serie di lavori sperimentali condott [

prevalentemente su miociti isolati trattati con sos tanze
aritmogene. Analogamente, studi condotti in vivo, h anno
evidenziato un effetto protettivo dei PUFA n-3 cont ro le

aritmie ventricolari fatali indotte dall'ischemia ( Bilman GE
etal .,1999).

v" | PUFA n-3 e le Dislipidemie

Come gia detto sono ormai numerosi i trials basati sulla dieta
mediterranea che hanno dimostrato gli effetti benef iCi
dell'assunzione di pesce sull'assetto lipidico e su | rischio
cardiovascolare. In particolare, e stato dimostrato che per
ottenere una riduzione della trigliceridemia di alm eno il 30%
€ necessario assumere dai 120 ai 320 grammi al gior no di
pesce.

Gli integratori presenti in commercio, che contengo no una
guantitd titolata di PUFA n-3, consentono [Iassunzi one
terapeutica dai 3 ai 4 grammi/die, dose ritenuta ef ficace per
una riduzione adeguata dei trigliceridi nel sangue, come si
dimostra in una review degli studi condotti sull'uo mo (Harris
WS, 1997). E’ stato osservato che una dose media di circa 4
g/die riduce di circa il 20-25% la trigliceridemia e che

esiste una stretta relazione dose-risposta.
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Attualmente, l'uso dei PUFA n-3 e indicato nel trat

delle forme severe di ipertrigliceridemia e nella d

secondaria ad insufficienza renale cronica. In ques
pazienti, l'impiego di altri ipolipedimizzanti € i

dalla presenza di un’alterata funzione renale, ment

n-3, efficaci sull'assetto lipidico, non presentano

collaterali (Ando M etal ., 1999).

v" | PUFA n-3 e la Morte Improvvisa

| dati degli studi osservazionali condotti su popol

elevato consumo di pesce grasso (come gli esquimesi
pescatori delle coste giapponesi, ecc.) hanno messo
evidenza una riduzione della mortalita cardiovascol

eventi ischemici non fatali legati evidentemente al
introduzione dietetica di PUFA n-3.

| risultati dell’'US Physicians’ Health Study hanno

come in soggetti liberi da patologia cardiovascolar
'assunzione di pesce almeno una volta alla settima
associata ad una riduzione del 52% del rischio di m
improvvisa e del 30% di mortalitd totale, mentre ne
variazione significativa era stata osservata per I
(Infarto Miocardio Acuto) non fatale o per la morte
improvvisa (Albert CM etal .,1998).

Sulla base delle evidenze attualmente disponibili,
trovano impiego nella prevenzione non solo secondar

anche primaria della cardiopatia ischemica e della

cardiaca improvvisa (Albert CM et al ., 2002; Hu FB

2002). Per esempio il Lyon Diet Heart € uno studio
prevenzione secondaria, che ha evidenziato I'effett

della dieta di tipo mediterraneo rispetto a quella
“americano”, con una significativa riduzione di tut
endpoint considerati (morte cardiaca e infarto mioc

fatale, morte cardiaca e infarto miocardico fatale

instabile, ictus, scompenso cardiaco, embolia polmo
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periferica, tutti gli eventi precedenti pilu un rico vero
ospedaliero) (de Lorgeril M etal ., 1999).

Lo studio Indian (Singh RB et al., 1997) ha invece dimostrato

che la somministrazione precoce di PUFA n-3 (entro 18 ore dal
ricovero), attraverso olio di pesce o di mostarda, ha un
effetto protettivo nei pazienti con infarto miocard ico acuto.

La riprova dell’'azione antiaritmogena di tali sosta nze ci é
stata fornita dallo studio GISSI-Prevenzione (March ioli R et
al., 2001; Marchioli R et al., 2002) dove sono stati arruolati

11.324 pazienti reduci da un recente IMA, randomizz ati in 4
gruppi per ricevere in aggiunta alla terapia tradiz ionale: 1
g/die di PUFA n-3 (EPA + DHA 850 mg); 300 mg/die di vitamina
E; entrambi i trattamenti; nessun trattamento in es ame.

In particolare, é stata rilevata nel gruppo PUFA n- 3 trattato
con bassi dosaggi di farmaco, una riduzione signifi cativa
della mortalita totale (20%), della mortalita cardi ovascolare
(30%) e della morte improvvisa (45%) ( figura  6), sottolineando

in accordo con i precedenti studi, un effetto prote ttivo
diretto dei PUFA n-3 sul miocardio, anche indipende ntemente

dagli effetti antitrombotico e antiaterogeno dei PU

Morte
Morte cardiovascolare  Morte Morte

IMA nonfatdle |\A nonfatde  totale cardiovascolare
Ictus non fatale  |ctys non fatale

%
5%
=10%
=15%
-15%
=201%
-0 -30%
-3

=E5 peOz
<300, pech, 008 P,

4% =002

Variazioni % dal rischie

Fig.6.  Effetti sulla sopravvivenza indotti dal trattamento
pazienti infartuati. GISSI-Prevenzione (Marchioli e
2002;105:1897-903, mod.).
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Analizzando il beneficio ottenuto in termini di vit e salvate,

su 1.000 pazienti trattati all'anno, in confronto ¢ on altri
trattamenti raccomandati come le statine, appare ev idente
I'efficacia del trattamento con PUFA n-3 nella prev enzione
secondaria della cardiopatia ischemica: 5,7 su 1.00 0 pazienti
all'anno con PUFA n-3 vs. 5,2 su 1.000 pazienti all 'anno con
le statine. In tal senso, fra i farmaci cardiovasco lari e da
sottolineare come solo i B-bloccanti nello scompenso cardiaco
si siano dimostrati superiori ai PUFA n-3 ed alle s tatine
relativamente al numero di soggetti da trattare all 'anno per
salvare una vita (Bucher HC etal ., 2002).
A conferma del crescente interesse scientifico e te rapeutico
intorno agli omega-3 altamente insaturi, le Linee G uida
Dietetiche del’American Heart Association (Penny M . etal .
2002) includono fra le raccomandazioni per la preve nzione
secondaria del post-IMA l'assunzione di 1 grammo/di e di PUFA
n-3, estendendo lindicazione all’assunzione di PUF A n-3 in
forma alimentare o di estratto purificato farmacolo gico, anche
a soggetti senza documentata coronaropatia ( tabella3 ).
Popolazione Raccomandazioni

Assumere pesce grasso almeno due volte alla settimana.
Includere olii e cibi ricchi di acido ALA (olio di lino e soia, semi
di lino e noci)

Pazienti senza documentata CHD

Consumare circa1lg di EPA + DHA a giorno, preferibilmente
Pazienti con documentata CHD provenienti da pesce grasso. Eventual e assunzione di
supplementi di EPA + DHA in base a consiglio medico

Pazienti che necessitano di ridurrei livelli di Da2 a4 gdi EPA + DHA & giorno, assunti in capsule, sotto

trigliceridemia controllo medico

Tab.3 . Raccomandazioni del’AHA per I'assunzione di PUFA n-3 in termini di
prevenzione primaria e secondaria (Kris-Etherton et al., Circulation

2002;106:2747-57, mod.).
I trattamento con PUFA n-3 & incluso anche tra le

raccomandazioni per la prevenzione primaria della M orte
Cardiaca Improvvisa nel post-IMA e nella prevenzion e
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secondaria del post-infarto nel report della Task f orce della
Societa Europea di Cardiologia sulla Morte Cardiaca Improvvisa
(Priori SG et al., 2002; Van de Werf F et al., 2003).

n-6:n- 3 Specific recommendations: % en= % of daily

Source Date . .
ratio energy intake

National Nutrition Council 1989 none 0.5 % en w-3 Icpufa* (1-2g/day)

of Norway

EATO Workshop on w-3hw- 1989 none 0.8g/day EPA/DHA (0.27%en)
Scientific Review 5:1- o
Committee of Canada 1990 g3 w-3 at least 0.5 %en

British Nutrition
Foundation Taskforce

FAO/WHO Expert 5:1-
Committee on Fats and 1994 1'0_1 Consider pre-formed DHA in pregnancy
Oils in Human Nutrition '

UK Committee on Medical

Aspects of Food Policy 1994 none
(COMA)

Ad Hoc Expert Workshop
organised by ISSFAL
Eurodiet Conference,
University of Crete

France: AFFSA,CNERNA &
CNRS

Health Council of the
Netherlands

US National Academy of

Sciences/Institute of 2002 none 130-260mg EPA + DHA/day
Medicine

1992 6:1 EPA0.2-0.5%en:DHA 0.5 %en

Fish twice/wk, one of which should be oily,
min intake EPA/DHA 200mg/day

2000 none EPA+DHA 0.3%en; 0.65g/day min
2000 none 200mg w-3 Icpufa/day
2001 5:1 500mg w-3 Icpufa/day; DHA 120mg minimum

2001 none 200mg w-3 Icpufa/day "adequate" intake

if no CHD, eat (oily) fish 2x/wk; if CHD,
American Heart 2002 none consume 1000mg w-3 Icpufa/day; if high
Association 2 triglycerides. take 2-4g per day, under
medical supervision.

UK Scientific Advisory Fish twice/wk, one of which should be oily,

Committee on Nutrition 2004 none S

(SACN)? min intake EPA/DHA 450mg/day

ISSFAL 2004 none 500mg w-3 Icpufa/day

Australia and New 610mg w-3 Icpufa/day for men; for women-
Zealand Government 2005 none 410mg/day; Linoleic intake 4-10%en; alpha
Recommendations linolenic 0.4-1.0%en

to achieve the dietary reference intake of
450 milligrams of n-3 fatty acids from fish
Health Council of the a day, it is necessary to eat two portions

Netherlands * 2006 none of fish a week, at least one of them being
oily fish (such as salmon, herring or
mackerel)".
Supenc_)r Health Council 2006 none a minimum of 0.3 en% EPA + DHA for adults
of Belgium
Tab.4. Raccomandazioni internazionali sul consumo giornali ero di n-3 PUFA.
* |cpufa = long chain polyunsaturated fatty acids (Health Council of the
Netherlands, 2006; Scientific Advisory Committee on Nutrition, 2004;
American Heart Association Nutrition Committee, Cir culation, 2002)

30



Tuttavia, le raccomandazioni sull'assunzione degli acidi

grassi omega-3 PUFA non sono uniformi. E queste son o state
riassunte nella tabella 4.

Se per aumentare l'assunzione di PUFA n-3 &, in gen erale,
preferibile un approccio dietetico, tuttavia, speci e per i
pazienti con malattia coronarica, & praticamente im possibile
raggiungere con la sola dieta la dose raccomandata di 1 grammo
al giorno; lo stesso dicasi per i pazienti con

ipertrigliceridemia in cui sono consigliate dosi an cora piu
elevate (da 2 a 4 grammi). In tal caso €& consigliat a
'assunzione di PUFA n-3 in forma di supplemento fa rmacologico

ad alta concentrazione di EPA e di DHA.

L'impiego di questi preparati presenta alcuni vanta ggi, tra
cui la certezza del dosaggio somministrato e la mag giore
comodita posologica della cura, che riducono la var iabilita
dellapporto alimentare di PUFA n-3 e favoriscono | a

compliance dei pazienti.

Infatti il contenuto di PUFA n-3 nel pesce varia in rapporto
al tipo di pesce (grasso VS magro), ma anche a variabili
ambientali (pesce di allevamento o di mare, tipo di cottura ed
altro).

v" | PUFA n-3 e il Sistema Nervoso

Lo abbiamo gia detto che il cervello umano ha un el evato
contenuto in acidi grassi, di cui circa il 35% € co stituito da
acidi grassi poliinsaturi, fondamentali per il suo normale

sviluppo e il mantenimento delle sue funzioni.

Insieme all'acido arachidonico (ARA), I'acido docos aesaenoico
o DHA & uno dei principali costituenti delle membra ne
cellulari dei neuroni: in particolare la loro conce ntrazione
risulta essere elevata a livello sinaptico, dove in tervengono
nella trasduzione del segnale attraverso I'attivazi one della
fosfolipasi A2 e di diversi neurotrasmettitori (Has himoto M et
al ., 2002).

E stato inoltre dimostrato che il DHA & fondamental e per lo
sviluppo delle funzioni cognitive. Da studi condott i invivo é
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risultato che la maggiore assunzione di PUFA n-3 é

una piu elevata capacita di apprendimento e di memo
rispetto al gruppo di controllo.

In modelli transgenici di ratto, che assumevano con

omega-3 polinsaturi, & stata dimostrata una maggior
sinaptica e una riduzione della concentrazione di b
amiloide, suggerendo un possibile ruolo di quelle s

nella prevenzione della malattia dell’Alzheimer e d

., 2004).

Infine, bisogna ricordare come le attivita benefich

disturbi cognitivi (Calon F et al

omega-3 sul sistema vascolare si debbano estendere

livello cerebrale, dove i disturbi del microcircolo
associano a ridotte capacita cognitive e al progred
demenza, aspetti frequentemente presenti nel pazien

A conferma dell'importante ruolo svolto dagli acidi
nelle normali funzioni cerebrali vi & inoltre 'evi
soggetti affetti da depressione hanno un minor cont
PUFA n-3 nelle membrane plasmatiche degli eritrocit
et al., 1998), fatto in correlazione diretta con la se
della malattia.

Un aumentato apporto dietetico o farmacologico di P
specie nel paziente anziano che, come € noto, prese
pit comorbilita, potrebbe essere indicato per la pr

il trattamento non solo di malattie cardiovascolari

di malattie neurologiche e mentali.

v'Azione antibatterica, antivirale ed anti-fungina

L'acido linoleico €& in grado di uccidere colture di
Staphylococcus aureus , mentre idrolizzati di olio di lino
(contenenti sia LA che ALA) inattivano S. aureus

resistente.

L'’ALA promuove l'adesione di Lactobacillus casei
favorendo in questo modo la colonizzazione intestin
Lattobacilli che, a loro volta, sopprimono la cresc

batteri patogeni come
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Salmonella typhimurium, Pseudomonas aeroginosa, Clo stridium

difficile , edi Escherichia coli

v' Azione anti-mutagena e anti-cancerogena

E’ ben documentato che certi PUFA, come il GLA, han no azione
anti-mutagena e anti-cancerogena. Studi di solo qua Iche anno
fa hanno infatti rivelato che mutageni e cancerogen i bloccano
le desaturasi A6 e A5 della via metabolica dei PUFA prima

della conversione in cellule maligne (Das Un etal ., 2006). Un
trattamento con GLA si ritiene essere utile per pre venire tali
danni.

| PUFA come criterio tassonomico

La composizione microbica degli acidi grassi polins aturi e
un’informazione tassonomica e fisiologica molto val ida sul
microrganismo in esame, capace di informare anche s ulle sue
relazioni con microrganismi di altri gruppi o di sp ecie
diverse, non deducibili, allo stesso modo, dalle

caratteristiche morfologiche. Per questo motivo i d ati
fisiologici derivanti da un profilo di acidi grassi indagato,
possono essere usati in combinazione con le caratte ristiche
morfologiche per aumentare la specificita di inform azione su
un dato microrganismo isolato. Un’ informazione cer tamente
utile al livello delle sottospecie, laddove le diff erenze
morfologiche sono ben limitate e, talvolta, fuorvia nti.

Prodotti alimentari fortificati con n-3 PUFA
Nel settembre del 2004, la Food and Drug Administra tion (FDA)
ha suggerito delle linee guida per l'uso, il consum 0 e

I'etichettatura  dei prodotti alimentari tradizional [

arricchitt  con omega-3. Contemporaneamente la FDA h a
"riconosciuto come generalmente sicuri" un certo nu mero di oli
ricavati da pesci (ad esempio da specie di salmone, tonno e
acciughe) e da alcune alghe ad alto contenuto di DH A
( Cryptherodinium cohnii ,  Schizochytrium sp.), consentendo la
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fortificazione alimentare con questi prodotti (cfr.
della FDA: http://www.cfsan.fda.gov/ ~ Rdb / OPA-gr
Gli oli microbici e non, possono essere aggiunti di
agli alimenti tradizionali arricchendoli in contenu
grassi polinsaturi, la cui stabilizzazione, comprom
alto indice di

insaturazione, €& aumentata da proces

tecnologici innovativi, prima fra tutti la

microincapsulazione. Un prodotto siffatto é il Meg-
Nutrition Canada, Dartmouth, Nova Scotia, Canada),
di una miscela di microcapsule di raffinati oli di
(acciughe, sardine, sgombri) con il privilegio di u
trascurabile. Tuttavia, esistono anche altre strate
impiegate per ottenere prodotti arricchiti negli om
desiderati.

Nelle tabelle che seguono vi € una lista di prodott
commercializzati fortificati con olio di pesce o di
microbica (per ulteriori informazioni si consulti |

site: http://www.cfsan.fda.gov/rdb/opa-gras.html).
questi hanno gia largo mercato in Paesi come [I'Euro
I'Australia, il Canada ed il Sud America. Gli Stati

sono invece in ritardo riguardo alla commercializza

tali alimenti.
Attualmente tre forme principali di omega-3 PUFA so
utilizzate per la fortificazione dei prodotti alime

da oli vegetali e oli di pesce, e DHA da alghe olea

Le tabelle riportate di seguito presentano un campi
rappresentativo di prodotti fortificati attualmente
disponibili, il loro contenuto in n-3 PUFA, e i Pae

sono venduti. Questo elenco non & esaustivo, ma vuo
piuttosto un'istantanea del mercato attuale; un amp

del numero di prodotti fortificati in n-3 PUFA da s

ed introdurre sul mercato e gia stato reso noto. Ci
risposta alle numerose ricerche sugli omega-3 ad al
insaturazione appoggiate dai recenti annunci della

materia di salute.
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Il gruppo italiano della Parmalat e leader nella pr
commercializzazione di prodotti lattiero-caseari fo
con omega-3, in tutto il mondo (http://www.parmalat
particolare in Europa e Sud America. In generale, i
EPA e DHA per 200 ml di latte fortificato variano d
190 mg, mentre i livelli di ALA in latte ALA-fortif
essere anche molto alto come 800 mg ALA/200 ml di |
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Allegato A al capitolo 1
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Capitolo 2
Gli  acidi

microbica

grassi  polinsaturi di  origine

Le principali fonti naturali di PUFA

EPA, sono attualmente, come gia detto, i pesci gras
salmone, le sardine, le aringhe e gli sgombri (vedi

1). Gli omega-3 commercialmente disponibili sono ric
essenzialmente dall’'olio di pesce. Questo e di qual
variabile, dipende dalla specie ittica, dalla stagi

sito di pescaggio. Inoltre costituiscono uno svanta
contaminazione

rischi di che derivano dallinquinam

ambientale, e rendono necessari costosi processi
purificazione del prodotto finito. Non € possibile

reperire sul mercato prodotti sicuri a base di olio

basso costo, quelli di ottima qualita, sono infatti

per la maggior parte della gente poiché sottoposti

di purificazione complessi, quale la distillazione

Infine, gli oli di pesce, la cui produzione annuale
insufficiente a sostenere da sola
crescente di omega-3, hanno odore e sapore poco gra
La consapevolezza dell'importanza di un adeguato ap
acidi grassi w-3 e
nel reperire soprattutto le forme polinsature, hann
impulso ad una serie di ricerche miranti ad ottener
sostanze da vie alternative, prima fra tutte quella
I'uso di microrganismi oleaginosi.

La produzione di oli microbici €, oggi, gia realta

Di questi si hanno gia applicazioni commerciali in
prodotti nutraceutici e/o farmaceutici destinati al
oltre che come integratori dell’alimentazione anche
in particolare sono usati nelle pratiche di acquico
Recentemente, molto interesse ha suscitato la possi
produrre biodisel da oli (trigliceridi) e alcoli me
transesterificazione di quelli, cio, per la natura

rinnovabile ed ecosostenibile del processo (Miao an

la domanda mondia

»-3, soprattutto DHA e

si, come il
tabella
avati
ita
one e dal
ggio i
ento
di
pertanto
di pesce a
proibitivi
a processi

molecolare.

devoli.

porto di

»-6 nella dieta e le difficolta tecniche

o dato
e tali

che vede

economica.
qualita di
'uomo
animale,
ltura.
bilita di
diante
innovativa,
d Wu, 2006;



Xue etal ., 2006); tuttavia, si tratta di un argomento ancor a

poco esplorato.

La prima produzione commerciale di SCO (single cell oil) ossia

di olio microbico, & stata nel 1985, quando, usando Mucor
circinelloides si produsse un olio ricco in acidi grassi

polinsaturi, in particolare di GLA (C18:3, n-6), ch e si indico
come alternativa al piu costoso olio ottenuto da un a specie

di primula (C. Ratledge, 2005).

L'olio di pesce e soprattutto ricco di DHA, tuttavi a, € poco
indicato per integrare la dieta dei neonati, data | a presenza
di contaminanti ambientali come diossina, PCBs e me talli
pesanti incluso il mercurio che, dalle acque dei ma r possono

accumularsi  nelle carni dei pesci concentrandosi in

particolare nel fegato, oltre che in altri organi.

La necessita di integrare la dieta con DHA preforma to, €
diventata una reale constatazione tra il 1980 e il 1990. Negli
stessi anni una societa commerciale negli Stati Uni ti (Martek
Inc, negli Stati Uniti), stava scoprendo che il DHA era un
componente lipidico essenziale di alcune alghe, che , se
coltivate in fermentatori su scala industriale pote vano
diventare reali produttrici competitive di DHA (Kyl e D.J. et
al ., 1992).

Contemporaneamente, un lavoro giapponese alla fine del 1980,
aveva dimostrato che I'ARA poteva essere ottenuto d a fonti
microbiche poiché, tale PUFA, era il componente ess enziale
dell'olio ricavato da Mortierella alpina (Totani N et al .,
1992).

Attualmente, per la produzione di ARA-SCO sono util izzati
ceppi diversi di M. alpina in processi messi a punto in

Europa, in Cina e in Giappone. Le specifiche di que sti
processi, sono in breve indicati nella tabella 3 . Inoltre, vi

sono almeno tre diversi processi di fermentazione a ttivi per

la produzione di DHA-SCO, ciascuno ottimizzato su u n

microrganismo specifico.
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Le formule destinate all'infanzia, vantano tutte ne lla loro

preparazione un rapporto ARASCO/DHASCO pari a 2:1. Tale
prodotto €& commercializzato con il nome di Formulai d,
incorporato nei preparati destinati all'infanzia in oltre 60
paesi in tutto il mondo. Approssimativamente 1000 t onnellate

Y

di questa miscela microbica €& prodotta per anno e
l'aspettativa € che sara ben superiore alle 1000 to nnellate

negli anni a venire (Kyle DJ, 2005).

Dall’analisi delle caratteristiche dei processi o0gg i gia
utilizzati per produrre oli microbici, emerge chiar amente che
prerogativa necessaria perché un microrganismo poss a essere
impiegato come SCO e che presenti una frazione elev ata di
acido grasso desiderato sul totale degli acidi gras si
prodotti. Caso ottimale, sarebbe se quello desidera to fosse |l
solo acido grasso accumulato nella cellula microbic a in esame,
naturalmente si tratta di una condizione poco reali stica.
Tuttavia, Crypthecodinium cohnii , utilizzato nel processo

Martek, produce un olio di triacilgliceroli in cui il DHA puo
rappresentare fino al 50% gli acidi grassi totali, e,
talvolta, si accumula anche come unico PUFA; infatt i l'unico
altro acido grasso insaturo che potrebbe essere rin venuto &
una relativamente piccola percentuale di acido olei co
(C18:1,n-9).

Gli oli microbici hanno, quindi, caratteristiche un iche e sono
completamente differenti dagli oli ottenuti da pian te o
animali in cui vi sono sempre percentuali di acidi grassi
saturi mescolati con acidi grassi insaturi che debb ono essere

separati dai primi con processi alquanto costosi di
purificazione. Pertanto, ogniqualvolta vi sia neces sita
dietetica per un singolo PUFA, pu0 essere concretam ente

realizzata soltanto ricorrendo agli oli microbici.

Nello spazio di 20 anni, si € dunque passati da un concetto
quasi solo accademico e astratto di SCO alla messa a punto
vera e propria di processi industriali che utilizza no i
microrganismi come fornitori principali di PUFA ome ga-3

destinati all'alimentazione infantile.
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Ricerche recenti confermano  sempre piu il
terapeutico/preventivo che i PUFA omega-3 avrebbero
patologie gravi delluomo adulto, in particolare su
malattie cardiovascolari. Queste scoperte
contemporaneamente l'interesse nei confronti delle

microbiche e dei loro potenziali applicativi.

| microrganismi capaci di produrre PUFA oltre i C20
principalmente microfunghi, batteri e microalghe ma
Tuttavia, i batteri sono i meno impiegati vista la
capacita di accumulare grandi quantita di triacilgl

mentre possono raccogliere nelle loro cellule acidi
inusuali e lipidi in genere non trovati in altri si

selezionare i ceppi piu adatti alla produzione di P
esistono una serie di parametri da considerare, que
includono la velocita specifica di crescita, la qua
biomassa prodotta, il contenuto lipidico totale e |
produzione qualitativa di specifici acidi grassi in

alla produzione lipidica totale. E anche importante

la localizzazione cellulare degli acidi grassi prod

e parte di fosfolipidi, triacilgliceroli, ecc.

| processi che impiegano SCOs, sono stati riuniti i
monografia sull'argomento (Cohen Z et al
desideri approfondire le informazioni su questo tem
quindi indirizzarsi alla monografia citata che rima

la piu recente e completa.

Le ragioni per cui ha senso in futuro incrementare

e luso di PUFA microbici sono diverse; fra queste

schematicamente citiamo:

- la capacita di riuscire a manipolare geneticament
microrganismi e a controllarne le condizioni di cre
rende possibile indirizzare la produzione endogena

grassi verso i prodotti desiderati, ottenendo oli a
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617

PUFA
GLA

DGLA

AA

MA

EPA

ETA
DPA
DHA

Fonti di acidi grassi polinsaturi

Fonte convenzionale

Piante (Evening primrose-
primula- Borragine, Ribes nero)

Latte materno, tessuti animali
pesce ( Scomber scrombrus ), muschi
(Pogonatum urnigerum)

Tessuti animali , pesce ( Brevoortia,

Clupea ), muschi ( Ctenidium molluscum

Tessuti animali

Pesce ( arringhe, menhaden ),
molluschi  (granchio blu, ostrica,
aragosta, mitili)

Tessuti animali

Pesce

Pesce (tonno, arringa, merluzzo,
sardina, salmone, menhaden)
molluschi  (granchio blu, mitili,
aragosta, ostrica)

Fonte microbica

Funghi ( Mucor circinelloides, Mucor mucedo, Mortierella isa bellina,
Mortierella ramanniana, Cunninghamella echinulata, Cunninghamella elegans,
Cunninghamella japonica, Rhizopus arrhizus, Thamnid ium elegans ), alghe
( Spirulina platensis, Chorela vulgaris )
Funghi ( Mortierella spp., specialmente
Saprolegnia ferax )

Mortierella alpina, Conidiobolus nanodes,

Funghi ( Mortierella spp., specialmente Mortierella alpina, Conidiobolus nanodes,

Entomophthora exitalis, Blastocladiella emersonit ), alghe ( Porphyridium cruentum,
Sargassum salicifolium, Euglena gracilis )

Funghi ( Mortierella alpina )

Funghi ( Mortierella alpina, Mortierella elongata, Pythium i rregulare, Pythium

ultimum ), alghe ( Chlorella minutissima, Chlorella minitissima, Monod us subterraneus,
Polysiphonia latifolium, Porhyridium cruentum, Pha eodactylum tricornutum,
Nannochloropsis oculata, Amphidinium carteri, Thala ssiosira pseudonana

( Shewanella putrefaciens)

Funghi ( Mortierella alpina )

Funghi ( Schyzochitrium sp.)

Funghi ( Thraustochytrium aureum, Thraustochytrium roseum, S
Schyzochitrium aggregatum ), alghe (microalga MK8805,
Gyrodinium nelsoni, Amphidinium carteri, Gonyaulaux

(Vibrio spp., Rhodopseudomonas spp.)

), batteri

chyzochitrium SR-21,
Cryptehcodinium cohnii,
polyedra ), batteri
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la produzione in laboratorio elimina le problemat
relative alla purificazione dell’olio di pesce;

- la stabilitd ossidativa dei lipidi microbici in g
e alta se comparata all’olio di pesce;

- i PUFA possono essere prodotti utilizzando materi
selezionate poco costose, con rese sul prodotto mol
riducendo cosi i costi di produzione;

SCOs possono essere coltivate in qualunque moment

dellanno, poiché i processi fermentativi non sono

condizionati dal clima o dalle stagioni;
- la conoscenza dei pathways biochimici e della gen
dei microrganismi puo fornire sempre nuovi strument
definire sistemi di produzione di PUFA che siano se

innovativi ed interessanti.

La biochimica dell'oleagenicita dei microrganismi

Gli organismi viventi accumulano, tutti, lipidi nel
membrane e in compartimenti specializzati, ma solo
accumulano oltre il 20% del peso della biomassa.

| microrganismi, in particolare, sono poi in grado
raccogliere quantita elevate di tali composti in fo
triacilgliceroli che possono rappresentare fino al
biomassa nelle specie piu oleaginose (Ratledge C.
2004).

Le piante, in genere, non sintetizzano PUFA piu lun
atomi di carbonio.

| batteri non producono triacilgliceroli ma  poli
idrossibutirrati e —alcanoati, mentre i lieviti, i

alcune alghe sono geneticamente predisposti ad accu
guantita elevate di lipidi; questa caratteristica p

classificarli come specie oleaginose.

| microrganismi eucarioti, oleaginosi e non oleagin
condividono lo stesso pathway biosintetico degli ac
tuttavia, esiste fra loro una differenza fondamenta
un eccesso di fonte

contraddistingue in presenza di

carbonio. Ponendo i microrganismi in un terreno in
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siano abbondante fonte di carbonio e quantita limit
azoto, quando tutta la fonte di azoto €& stata consu
l'accumulo di carbonio non si interrompe: i microrg
oleaginosi utilizzano la fonte di C per la sintesi

risultando in un eccesso di triacilgliceroli; i mic

non oleaginosi invece convertono il C in polisaccar
(glicogeno, glucani, mannani, ecc.) e non sono pred
accumulare grassi (al massimo possono fino al 10-20

gia detto, poiché il pathway biosintetico degli aci

lo stesso, il motivo di questa differenza e quindi

dell'oleagenicita, si trova altrove ed e probabile

relazione con:

a la produzione di Acetil-CoA nel citosol come precur
la FAS (Fatty Acids Synthetase) e con

b- la produzione di NADPH, usato come riducente nella
degli acidi grassi

a - Produzione di Acetil-CoA come precursore per la

I microrganismi oleaginosi producono Acetil-CoA per

possiedono il complesso della ACL (ATP: citrato lia
che i microrganismi non oleaginosi non sembrano ave
reazione catalizzata € la seguente:

Citrato + CoA + ATP
(enzima: ACL)

Il citrato (acido citrico) & disponibile nel citoso

deriva dal ciclo degli acidi tricarbossilici (TCA ¢

ha luogo nel mitocondrio che questi microrganismi i
eucarioti necessariamente possiedono. Tuttavia, sol
microrganismi oleaginosi riescono ad accumulare aci

in questa fase, perché, nel loro ciclo TCA Iattivi
isocitrato-DH e dipendente da AMP (dipendenza assen
microrganismi non oleaginosi).

Nei microrganismi oleaginosi, avviene per azione de

specifico la seguente reazione:
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Dunque,

AMP - inosina 5’-monofosfato + NH
(enzima: AMP deaminasi)
innesca,

la limitazione della fonte d’'azoto

microrganismi in questione, una cascata di reazioni

alla formazione di Acetil-CoA, infatti si verifican

'aumento dell’attivita della AMP deaminasi;

la riduzione, per conseguenza, della [AMP]

nel mitocondrio);

la riduzione di [AMP] determina uno stop all'attivi
della isocitrato DH;
conseguentemente, si accumula isocitrato che,
equilibrato con acido citrico, la cui concentrazion
aumenta nel mitocondrio;

il citrato viene esportato nel citosol attraverso i
ciclo del citrato/malato (export di citrato, import
malato);

'ACL nel citosol taglia il citrato in Acetil-CoA e

ossalacetato.

MITOCHONDRION

glucose

CYTOSOL

nei
che porta

o:

(anche

cellulare

viene

di

glycalysis -

pyruvate
ATP
oy 1 COyt

ADP+DPi
'transhydrogenase :

3 oxaloacetate

cycle ) MADH

malate

NaDP
NADPH

g citrate

'citrate/malate
oxaloacetate

acetyl-CoA

cycle’
malate

LIPID
BIOSYNTHESIS

Fig.7. Il ciclo del citrato/malato e il ciclo della trans
forniscono i precursori di acetil-CoA e NADPH per |

microrganismi oleaginosi (Ratledge C. etal .,
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L'acetil-CoA é usato per la sintesi degli acidi gra SSi mentre

I'ossalacetato e convertito a malato dalla malato D H.
Tutti i microrganismi che accumulano grassi hanno, dunque,
attivita di ATP: citrato liasi, ma questa non e 'u nico motivo

della loro oleagenicita.

b - Produzione di NADPH come riducente nella sintes i degli

acidi grassi

Alcuni microrganismi con attivita ACL non sono in g rado di
accumulare lipidi (anche se, viceversa, non sono ma i stati
caratterizzati organismi in grado di accumulare lip idi che
fossero privi di attivita ACL). Gli acidi grassi so no
altamente ridotti; di conseguenza occorre un agente riducente,

il NADPH, prodotto principalmente dall’enzima malic o:

malato + NADP * - piruvato + CO >, + NADPH
(enzima: enzima malico)

ENDOPLASMIC RETICULUM 160 = glongases and desalurases —p | CEUFA

CYTOSOL

glycolysis — glucose

( CMT ] MITOCHONDRIAL MEMBRANE
HRTALE MITOCHONDRIAL MATRIX
TCA cycle
Fig.8. L’organizzazione dell'ipotetico “metabolone” lipog enico.
OAA: ossalacetato; AC-CoA: acetil-CoA; Mal-CoA: mal onil-CoA; FAS: fatty acid
synthase; ACL: ATP:citrato liasi; ACC: acetil-CoA c arbossilasi; CMT:
citrato/malato translocasi; ME: enzima malico; PC: piruvato carbosslasi;
MDH: malate deidrogenasi. Giallo: enzimi del ciclo del citrate/malato;

viola: ciclo della transidrogenasi. (Ratledge C. etal ., 2004).
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L’attivita dellenzima malico é stata individuata n
maggior parte dei microrganismi oleaginosi. L'ipote
esista un complesso enzimatico che comprende enzima
ACL e FAS e che consente l'indirizzamento diretto d

CoA verso la sintesi degli acidi grassi.

Poiché I'enzima malico non e stato individuato in t
microrganismi oleaginosi, e pud essere assente in a
lieviti oleaginosi, € stato supposto esista un enzi
alternativo in grado di generare NADPH. Il modello

non é quello di un pool di NADPH che puo essere pro
numero di enzimi

tratterebbe di

certo ad attivita NADPH-generatric

piuttosto, si un’integrazione di sis
adibiti alla produzione di NADPH con “la macchina”

predisposta alla sintesi degli acidi grassi.

La biosintesi degli acidi grassi polinsaturi (PUFA)

La biosintesi degli acidi grassi in quasi tutti gli

culmina con la formazione di acidi grassi C16 o C18
Questi, vengono modificati da una sequenza di desat
elongasi, enzimi, capaci di inserire un range defin
insaturazioni nella molecola cui progressivamente s
aggiunti atomi di carbonio.

Il profilo qualitativo di questa produzione dipende
specie. Nei lieviti oleaginosi, gli acidi grassi tr

di frequente sono rappresentati dall’acido oleico (
dall'acido linoleico (C18:2,n-6), dall’acido palmit

e dal palmitoleico (C16:1), oltre che dai C18:3 o0 a
linolenico che, in genere, rappresentano meno del 1
totale.

Funghi e microalghe sono gli organismi in cui i PUF
rappresentare gli acidi grassi totali con una frazi

il 20%. L’interesse commerciale si & concentrato mo
questi ultimi microrganismi perché geneticamente pr
ad accumulare elevate quantita di quegli acidi gras

polinsaturi di interesse.
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Gli acidi grassi insaturi sono sintetizzati da un

aerobio o altrimenti da uno anaerobio

La sintesi di PUFA é associata ad enzimi legati all

e il sistema di desaturazione, proprio del pathway

composto da una serie di proteine: NAD(P)H-citocrom
reduttasi, acil-CoA desaturasi, acil-ACP desaturasi

lipide desaturasi. Le desaturazioni sono svolte a |

reticolo endoplasmatico, dove gli acidi grassi sono

nei fosfolipidi strutturali.

Endoplasmic reticulum  {ER)

& — 7@ NADPH
| _— ie -

meccanismo

a membrana
aerobio, e
o b5
, acil-
ivello del

inseriti

( Desaturase )

+ 0,

-~ ——e R-CH,-CH,-R'-CoA
':-;/_7"?\:' R-CH=CH-R-CoA + H,(O
e _? .

ER lumen € ——® Cytoplasm

Fig.9. Complesso enzimatico di desaturazione aerobico per

la formazione di

acidi grassi insaturi nei microrganismi (Certik M. etal .,1999).
Il primo doppio legame é introdotto nella posizione A9 O
all'altezza del C9 dei composti saturi, a seguito d ella quale
si forma acido oleico (C18:1,n-9). L'acido oleico ( OA) viene
desaturato dalla desaturasi A12 ad acido linoleico (LA), che
puo essere ulteriormente desaturato ad acido a-linolenico ( o-
LA) per azione della desaturasi A15. | tre acidi grassi OA, LA
e o-LA, sono i precursori rispettivamente delle “casca te” di
sintesi degli w-9 degli w-6 e degli w-3.
Gli steps successivi consistono in una sequenza di passaggi
alternati di desaturazione ed allungamento catalizz ati da

desaturasi diverse ed elongasi specifiche.
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7 x Malonyl-CoA —~—a 4 elongase

FAS » 160 » 18:0
Acetyl-CoA _——r {Palmitic acid) (Stearic acid)
laﬁ desaturase
A15 desaturase A1Z2 desalurase

18:3(9,12,15) -+ 18:2(9,12) 4—18:1(8)
(o - Lincleic acid) (Linoleic acid) {Oleic acid)

i* ==== A6 desaturase =~ -Fl
18:4(6,9,12,15) 18:3(6,9,12)

{y-Linolenic acid)

lq- - -—- Elongaseis - =-- 4 l
20:4{8,11,1417) 20:3(8,11,14)

lﬂ' -=-=-= Abdesalurase—--- F’l
20:5(5,8,11,1417) 20:4(5,8,11,14)

' —————
(Eicosapentaenoic acid) n-3 desalurase (Arachidonic acid)

li ----- Elongaseis ===-= +l

22:5(7,10,13,16,19) 22:4(7,10,13,16)
li ————— Ad desaturase=— == I-l

2246 (4,7,10,13,16,19) 22:5(4,7,10,13,16)
({Docosahexaenoic acid ) |Docosapentaencic acid)

n-3 series n-6 series

Fig.10 . Pathway per la formazione di PUFA w-3/ »-6 nei microrganismi usando
la via della FAS (Ratledge C. etal ., 2004).

La famiglia degli ©»-9 € interamente sintetizzata a partire

dall'acido oleico con la desaturazione di quest'ult imo per
azione della A6 desaturasi, seguita da un passaggio di
allungamento, e da una nuova desaturazione ( A5 desaturasi).

La famiglia degli w-6 deriva dal precursore essenziale acido

linoleico grazie a tre insaturazioni (desaturasi AB, AB, Ad)e
altrettanti steps di allungamento fino all'acido gr asso piu
lungo, il DPA (acido docosapentaenoico, C22:5,n-6).

Per la sintesi della famiglia degli ©-3 esistono due vie
biosintetiche: una temperatura indipendente e [lalt ra
temperatura  dipendente  (quest'ultima solo di  alcuni

microrganismi). La prima consiste di tre desaturazi oni (A6,
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A5, A4) alternate a fasi di allungamento, fino ai prodot ti

finali EPA (C20:5,n-3), DPA (C22:5,n-3) e DHA (C22: 6,n-3). Il
secondo pathway, che é dipendente dalla temperatura , coinvolge

la conversione degli acidi grassi w-6 nei corrispondenti w-3;
il passaggio e catalizzato da desaturasi, probabilm ente Al5e
A17.

COOH

Coe (i e Copl™

20:208  COOH Soneror CooH
_AD%Q ETA(20:4
AS ‘ Al ‘ AS l
COOH GOOH  AMT €O0H
m/\ . = (RARS)
— fow temp) =

AA|
| |

COCH COOH
é‘l .-1“
ceco e ot

Fig.11 . Pathway biosintetico dei PUFA nei microrganismi.
EL - elongasi; A, A5, A6, A9, Al2, Al1l5, Al7 - desaturasi. (Certik M. et
al ., 1999).

Entrambe le serie di PUFA n-6 e n-3 vengono incorpo rate nelle
membrane biologiche, sotto forma di componenti di f osfolipidi
e di glicolipidi. A tale livello competono per lo s tesso
sistema enzimatico. Le vie metaboliche della serie linoleica e
o-linolenica utilizzano, infatti, gli stessi enzimi per le
reazioni di allungamento e desaturazione che dall'a cido
linoleico e a-linolenico conducono, rispettivamente, alla
formazione di acido arachidonico (PUFA n-6) e di ac ido

eicosapentaenoico (PUFA n-3).
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Un elemento caratteristico del pool di acidi grassi trovati in

Schizochytrium sp. e Ulkenia sp., entrambi organismi eucarioti

eterotrofi appartenenti all’ordine dei Thraustochit ridi e la
presenza di un secondo PUFA, oltre al DHA: il DPA- w6 (C22:5,n-
6) (Ratledge C. et al., 2004). Si tratta di un acid 0 grasso
insolito, presente in piccole quantita esclusivame nte nei
lipidi animali e non influisce negativamente sull'a ssorbimento
di DHA dalla dieta. Il motivo per cui questo acido grasso sia
presente solo nel pattern lipidico dei due gruppi m icrobici su
indicati € tuttora sconosciuto, si € solo riusciti a supporre,
possa essere convertito in DHA tramite una specific a n-3
desaturasi.

Il pathway di sintesi dei PUFA nei Traustochitridi sembra
essere una via bacterial-like polyketide synthase o PKS ed é

sostanzialmente differente  da quella degli organism [

eucarioti.

Il microrganismo marino Schizochytrium Sp. usa un sistema PKS-

like che coinvolge anch’esso acetil-CoA e malonil-C 0A ma non
prevede riduzione in situ degli intermedi. Si tratt a di un
sistema anaerobico di sintesi, contrapposto al sist ema
aerobico delle altre cellule eucariotiche. Contempo raneamente
alla sua identificazione in Schizochytrium , Il sistema di
sintesi PKS & stato visto appartenere anche ai batt eri
Shewanella e Moritella marina che producono rispettivamente

EPA e DHA.

Studi hanno evidenziato almeno 11 regioni interne a lle ORFs di
Shewanella e di Schizochytrium che potrebbero essere

potenziali domini enzimatici. Di queste 11, 8 erano

strettamente collegate a proteine PKS batteriche, | e rimanenti

3 appaiono omologhe a proteine del complesso FAS (M etz J. Et
al ., 2001). Gli otto domini PKS coinvolti nella biosi ntesi dei
PUFA sono stati trovati in Schizochytrium sp. in una sequenza
genetica diversa da quella di Shewanella . Codificano per: 3-
chetoacil sintasi (KS) nota come “condensing enzyme ", malonil-
CoA:ACP aciltransferasi (MAT), proteina acil carrie r (ACP), 3-
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chetoacil-ACP reduttasi (KR), aciltransferasi (AT), chain
length factor (CLF), enoil reduttasi (ER) e deidras i/isomerasi
(DH).

Un sistema simile e stato individuato anche in Ulkenia  sp.

La sintesi dellacido docosoesanoico (DHA, C22:6,n- 3) da
acetil-CoA richiede circa 30 distinte attivita enzi matiche e
quasi 70 reazioni. Nella strategia di sintesi del D HA dei
traustochitridi, la biosintesi degli acidi grassi a lunga
catena sembra avvenire con un meccanismo alternativ o nel quale
le catene idrossiliche in allungamento non sono rid otte
progressivamente ad acidi grassi insaturi, come nel le vie
eucariotiche. Il complesso PKSs svolge alcune stess e reazioni
della FAS eucariotica ed utilizza gli stessi domini proteici,
acil vettori di proteine (ACP), e simili siti per | egare
covalentemente le catena idrossiliche in allungamen to,
tuttavia, il ciclo completo di riduzione, disidrata zione, e
ulteriore riduzione, proprio della FAS, e spesso ab breviato,
cosi da produrre intermendi idrocarbonici  altamente

derivatizzati che solitamente contengono molti chet o e idrossi
gruppi, cosi come doppi legami C-C in configurazion e trans. |
prodotti diretti della PKS sono spesso ciclici e de stinati a
formare complessi biochimici, includendo antibiotic i,
aflatossine, e molti altri prodotti secondari (Keat ing T. A.
ret al., 1999).

I meccanismo ( figura 12 ) probabilmente inizia con la
trasformazione di acetil-CoA e malonil-CoA nei risp ettivi
esteri acetil-ACP e malonil-ACP. L’enzima KS li con densa e cio
origina butil-ACP, dopo l'azione delle KR, delle DH e delle
ER. Addizioni successive di malonil-CoA mantengono il doppio
legame introdotto dalla DH

Una isomerasi convertirebbe successivamente il dopp io legame
dalla originale conformazione trans a quella cis e
simultaneamente lo sposterebbe nella posizione 3,4. Ulteriori
aggiunte di malonil-CoA condurrebbero, poi, ad un a llungamento
della catena in cui i doppi legami sono mantenuti s e si

trovano in posizione corretta.
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Fig.12. La via di sintesi PKS di Schizochytrium sp. e probabilmente di altri
traustochitridi, come Ulkenia sp. (Qiu X. Et al., 2001; Qiu X, 2003)
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l S0desahiraze
12:1-8
212 desaturase
18:2-9.12
l £15 desaturase
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l AS dezaturase

20:5-5.8.11,14.17

22:5-7.10,13,16,19 24:5-912.15,18,.21
Ihnlde::al'u rise I Ahdesaturase
! 24:6-6,9,12.15,1821
l Proxidation
Thrausiochytriam Mammals
Fig.13 . Il pathway aerobico ipotetico (desaturazioni ed al lungamenti) per la

biosintesi di DHA (Qiu X, 2003).

Al di la di questo meccanismo, studi diversi, propo ngono
invece, per la sintesi di DHA, un sistema di elonga si e
desaturasi piu simile a quello eucariotico. Tale ip otesi si
basa sulla scoperta di una desaturasi A4 in una specie di
Thraustochytrium che ¢& strettamente collegata sia a
Schizochytrium che ad Ulkenia  (Qiu X. Et al ., 2001; Qiu X,
2003), e rimarcando la stretta similarita tassonomi ca tra
Thraustochytrium e Schizochytrium e il fatto che il profilo di

acidi grassi dei microrganismi in esame é alquanto simile,
avendo entrambi DPA (n-6) piuttosto che DPA (n-3), ha dedotto
che il pathway biosintetico di tali microrganismi f osse lo
stesso.
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Tale  conclusione, potrebbero  spiegare  perché  molti

microrganismi produttori di DHA non sintetizzino ac idi grassi

di lunghezza intermedia. Infatti, il sistema PKS se mbra
funzionare a “grondaia”’. Qui, le unitd fondamentali (malonil-
CoA e aceltil-CoA) entrano da un estremo mentre |l prodotto
finito emerge dal lato opposto. Gli intermedi, prob abilmente,

se ci sono, hon vengono rilasciati dal processo.
Dal punto di vista evolutivo, si tratta di una stra tegia
pensata come un risparmio energetico, perché vi e u na

richiesta ridotta di NADPH come potere riducente.

Modulazione del metabolismo degli EFA

Gli acidi essenziali, LA e ALA, dopo essere stati i ngeriti,
sono metabolizzati dalle stesse desaturasi AB e A5 e dalle
medesime elongasi nei rispettivi metaboliti a lunga catena e
alto grado di insaturazione, competendo I'uno con | ‘altro per

lo stesso pathway enzimatico. Tuttavia, la AB e la A5
desaturasi manifestano una preferenza metabolica pe r gli w-3
piuttosto che per gli w-6. D’altra parte l'acido oleico

(C18:1,n9), che non e un acido grasso essenziale, e anche
metabolizzato dagli stessi enzimi in questione, n6 e Ab
desaturasi. In vista della preferenza di questi enz imi per gli
acidi grassi essenziali LA e ALA, in normali condiz ioni
fisiologiche i metaboliti della serie degli omega-9 sono
formati solo in quantita insignificanti, non a caso , la
presenza di quantita sensibili di omega-9 nelle cel lule e nel

plasma é sintomatico di un deficit di AGE.

Diversi sono i fattori in grado di influenzare le a ttivita
delle desaturasi e delle elongasi. Per esempio gras si saturi,
colesterolo, acidi grassi trans, alcooli, adrenalin a, e
glucocorticoidi possono svolgere attivita inibitori a nei
confronti delle desaturasi A6 e Ab; piridossina, zinco, e
magnesio sono, invece, co-fattori necessari per la normale
attivita della A6 desaturasi; linsulina attiva la B

desaturasi che infatti nei diabetici ha un’attivita
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compromessa; virus oncogenici e radiazioni inibisco nola A6

desaturasi la cui attivita & pure governata dall’av anzare
dell'eta. Totale digiuno, deficit di proteine, diet e ricche di
glucosio possono ridurre l'attivita della A6 desaturasi, per
contro, diete povere di grassi e a ridotto contenut o calorico

la attivano. L’attivita della A6 e della A5 desaturasi sono
fortemente compromesse da patologie come diabete me llito,
ipertensione, iperlipidemia, e sindrome metabolica X. Infine,
acidi grassi in forma trans, saturi e colesterolo p 0Ssono
interferire con il metabolismo degli EFA promuovend o stati di
inflammazione e aterosclerosi coronaria (Lopez-Garc ia E et
al ., 2005; Mozaffarian D et al ., 2004), effetti che i
designano quali agenti pro-inflammatori cui gli EFA e, in
generale, tutti i PUFA vi si contrappongono con pro prieta

anti-infiammatorie.

Il caso dei lieviti oleaginosi: 'accumulo dei lipi di
Tra le circa 600 specie di lieviti conosciuti, meno di 30
accumulano lipidi in una frazione “grassa” misurata oltre il

20% della biomassa.
E’ noto che i lieviti utilizzati comunemente nella produzione

industriale di birra e di prodotti alimentari, come

Saccharomyces  cerevisiae o Candida utilis , producono lipidi
sempre in quantitd minime (5-10% della loro biomass a) anche se
cresciuti nelle stesse condizioni di altre specie d i lieviti,

note oleaginose, come Rhodotorula , Lypomyces o Cryptococcus
che invece arrivano ad accumularne fino al 40-70% i n peso,

secondo la specie.

Nella tabella 7 si riportano i principali generi di lieviti

cui appartengono le specie ritenute oleaginose (Rat ledge C. e
Tan K.H., 1990).

Come detto in un precedente paragrafo, nei lieviti considerati
oleaginosi, la gamma di acidi grassi rappresentata e piuttosto
limitata. Dominano l'acido oleico (C18:1,n-9), lac ido
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linoleico (C18:2,n-6), l'acido palmitico (C16:0) e l'acido
palmitoleico (C16:1,n-7).
Genere Massimo contenuto di lipidi
Candida da 37 a 58%
Cryptococcus da 32 a 65%
Endomycopsis 65%
Hansenula da 22 a 65%
Lipomyces da 63 a 67%
Rhodosporium 51%
Rhodotorula da 28 a 72%
Trichosporon da 33 a 45%
Trigonopsis 40%
Yarrowia 36%

Tab.7. Generi di lieviti oleaginosi e loro massimo contenu to di lipidi.
Genere 16:0 16:1 180 181 182 183 184 20:.0 220 23:.0 240
Candida 1944 05 510 3157 7-17 05 01 0 0 0 0
Cryptococcus 16 1 3 56 0 3 0 7 12 0 0
Endomycopsis 15 0 2 57 24 1 0 0 0 0 0
Hansenula 16 16 0 45 16 5 0 0 0 0 0
Lipomyces 31-37 46 515 4351 36 01 0 0 0 0 0
Rhodosporidium 18 18 3 66 0 0 0 0 0 3 6
Rhodotorula 10-14 29 04 1926 4449 316 O 0 0 0 0
Trichosporon 13 0 22 50 13 0 0 0 0 0 0

Tab.8. Acidi grassi maggiormente rappresentati (%w/w) nell e specie di

lieviti oleaginosi.

Dalla tabella 8 e possibile constatare come i lieviti comuni,
in genere, non contengono acidi grassi inusuali che potrebbero
renderli target potenzialmente interessanti dal pun to di vista
commerciale. Invece funghi e microalghe sono ricchi di acidi
grassi di particolare interesse alimentare, quali a cido -
linolenico (C18:3,n-6), acido eicosapentaenoico (C2 0:5,n-3) e
acido docosaesanoico (C22:6,n-3); motivo per cui I interesse
rimane concentrato di certo su questi ultimi micror ganismi
piuttosto che sui lieviti oleaginosi (Ratledge C., 2004).
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Le principali molecole lipidiche presenti nei lievi ti sono i
triacilgliceroli (TAG) e gli steril-esteri (SE) e v engono
accumulati nella cellula durante la fase di svilupp 0
stazionaria. | TAG hanno una distribuzione dei sost ituenti
acilici molto simile a quella trovata negli oli del le piante,
in particolare la posizione centrale del glicerolo € occupata
quasi esclusivamente da un gruppo acile insaturo. P oiché si
tratta di molecole con carica nulla, esse non posso no far
parte delle membrane cellulari, vengono tuttavia se guestrate
in  particelle lipidiche idrofobiche denominate lipids
particles LP (o lipids bodies).
I lipidi, che si accumulano entro un lievito oleagi noso sotto
forma di microgoccioline, sono composti quasi inter amente da
triacilgliceroli; la loro estrazione porta normalme nte alla
coestrazione di altre frazioni lipidiche (fosfolipi di,
steroli, steril-esteri ed altro) associate alla mem brana
cellulare. Vari studi mostrano spesso nella frazion e di lipide
estratto la presenza di acidi grassi liberi dovuti perd ad una
lipolisi incontrollata che avviene durante il proce SSO
estrattivo.
La tabella seguente mostra i risultati di analisi v olte alla
determinazione dei costituenti dei lipidi presenti in diverse
specie di lieviti oleaginosi.

Genere TAG DAG MAG FFA S SE GL

Cryptococcus 92 25 1 3 1 1 0

Lipomyces 95 1 0 <1 1 0 0

Rhodotorula 67 0 0 4 2 6

Trichosporon 82 1 0 0 10 0

Tab.9. Composizione lipidica (%ow/w) di lieviti oleaginosi selezionati.

TAG: triacilgliceroli; DAG: diacilgliceroli; MAG: m
acidi grassi liberi; S: steroli; SE: steril-esteri;
glicolipidi.

onoacilgliceroli; FFA:
PL.: fosfolipidi; GL.:

Quando si mostra necessario TAG e SE possono essere

idrolizzati e rilasciati sotto forma di steroli,

65



diacilgliceroli (DAG) e acidi grassi, utilizzati ne
biosintesi della membrana plasmatica oppure come ri
energia. Gli steroli incorporati nella membrana pos
modulare le proprieta fisiche del doppio strato, co
esempio la sua fluiditd. Gli acidi grassi derivati
degradazione di TAG e SE possono anche essere reinc
complessi lipidici dopo la loro attivazione con CoA

La via di accumulo dei lipidi prevede il passaggio

tre fasi consecutive: la sintesi, la conservazione
mobilizzazione, processi che richiedono linterazio
diversi componenti cellulari, in particolare la mem
plasmatica, le particelle lipidiche LP e il reticol
endoplasmatico.

La struttura delle LP, nelle quali sono immagazzina

neutri che non sono in grado di integrarsi nelle me
doppio strato, assomiglia a quella delle lipoprotei
mammiferi. Un singolo strato di fosfolipidi costitu
membrana esterna, sotto la quale si trova un piccol
proteico che circonda il nucleo idrofobico formato

SE. In S. cerevisiae
guantita di triacilgliceroli e steril-esteri, mentr
lieviti oleaginosi come Yarrowia lipolytica

una percentuale preponderante di TAG.

La biogenesi delle LP & ancora materia di dispute,

modelli piu accettati € il cosiddetto “modello a ge

che ipotizza la formazione delle LP a partire dalla

figura 14 ).

modello, enzimi specifici ivi localizzati sintetizz

del reticolo endoplasmatico (

neutri, come TAG e SE, che si accumulano allintern
doppio strato fosfolipidico della membrana dell’ER.
accumulo di grasso continua ad estroflettersi dal r
endoplasmatico fino a quando non si stacca una LP m

| lipidi neutri depositati nelle LP possono anzitut

per una rapida risposta ai cambiamenti ambientali ¢
attraverso I'uso degli steroli, dei DAG e degli aci

liberati dalla loro degradazione. Il principale ste
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lieviti, I'ergosterolo, pud essere direttamente inc
nella membrana a doppio strato, i DAG, invece, poss
destinati alla biosintesi dei lipidi.

A

Il

lll uum

Fig.14 . Formazione delle LPs dalla membrana del reticolo

tramite gemmazione.

In origine, le LP erano considerate semplici compar
deposito, ma studi piu recenti indicano come questi

abbiano parte in realtd in svariati processi cellul

esempio, riescono a proteggere alcuni polipeptidi d
degradazione enzimatica del citosol isolandoli nell
idrofobico interno. Nonostante [interessante teori
modello di gemmazione, la genesi delle LP non e anc
esaminata in modo esauriente, e [linsieme degli enz
coinvolti in questo processo deve ancora essere ide
caratterizzato (Czabany T., Athenstaedt K. e Daum G

67

orporato

ono essere

endoplasmatico

timenti di
organelli
ari. Per
alla
‘ambiente
a del
ora stata
imi
ntificato e
, 2007).



Composizione della membrana lipidica dei microorgan ismi

psicrofili

L'acclimatazione e [l'adattamento sono fenomeni di n atura

genetica governati anzitutto dalla necessita di man tenere la

funzionalita della membrana nei microrganismi espos ti a

temperature di sviluppo molto basse. | maggiori eve nti di

adattamento metabolico che si riscontrano in condiz ioni di

psicrofilia sono, infatti, quelli coinvolti nel man tenimento

della fluidita della membrana.

Le basse temperature hanno effetti avversi sul dopp io strato

fosfolipidico che irrigidendosi  perde, anzitutto, |

caratteristica di essere permeabile in modo control lato. Gli

psicrofili, quindi, sono costretti ad iniziare una

combinazione di eventi, inerenti la composizione de lla

membrana, con lo scopo di aumentarne la fluidita, m odificarne

il packing order nonché ridurne il numero di interazioni

(D’Amico S. et al., 2006; Morgan-Kiss R.M. et al., 2006).

Le modalita di adattamento attuate includono schema ticamente:

- lincorporazione di acidi grassi poliinsaturi per i mpedire
lirrigidimento della membrana;

- l'aumento del contenuto di proteine e pigmenti caro tenoidi
non polari (D’Amico S. et al., 2006);

- l'incorporazione di acidi grassi ramificati;

- lincorporazione di acidi grassi ciclici;

- la variazione della proporzione tra acidi grassi co n catena
lunga e acidi grassi con catena corta; questi ultim i hanno
un punto di fusione piu basso rispetto a quello deg li acidi
grassi a catena lunga. Infatti, catene piu lunghe r iescono
facilmente ad espandersi attraverso il doppio strat
promuovendo |l packing delle catene aciliche e rendendo la
membrana simile ad un gel. Al contrario, catene piu corte,
specialmente quelle con meno di 12 atomi di carboni 0, non
manifestano le stesse proprieta e non possono forma re
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interazioni idrofobiche con altri lipidi e proteine

compromettendo, cosi, la fluidita di membrana;

- la variazione della proporzione tra isomeri cis e trans
'aumento di acidi grassi insaturi trans riduce la fluidita
di membrana e viene attuato da enzimi chiamati cis- trans

isomerasi in  un processo dipendente da energia
(Chintalapati S., Kiran M.D. e Shivaji S., 2004).

Nei microorganismi psicrofili in generale, in parti colare nei
lieviti, lintroduzione di doppi legami sulla caten a
dell'acido grasso avviene post-traduzionalmente, at traverso
una via di desaturazione di tipo aerobico che agisc e sui
lipidi di membrana. Si tratta di una reazione catal izzata
dalle gid note desaturasi che introducono un doppio legame
alla volta tramite un evento che necessita di energ ia ed é
specifico sia nei confronti della catena acilica de ['acido
grasso che della posizione del doppio legame. | lie viti
psicrofili che utilizzano una desaturazione degli a cidi grassi

di tipo aerobico hanno un vantaggio rispetto ad una via di
produzione degli acidi grassi di tipo anaerobico, p oiché la

modificazione della catena acilica puo avvenire

indipendentemente dalla sua crescita (Morgan-Kiss R .M. et al.,
2006).

Variazioni marcate riguardanti la composizione dei fosfolipidi

e il grado dinsaturazione degli acidi grassi dei | ieviti
adattati al caldo e al freddo indicano che [abilit a di
alterare questi componenti cellulari pud costituire un

meccanismo di adattamento in particolari ambienti e

condizioni.

E stato dimostrato che esiste diretta correlazione tra
'adattamento alla temperatura e il grado d’insatur azione dei
lipidi di membrana; minore € la temperatura maggior e il grado
d’'insaturazione degli acidi grassi inseriti nei fos folipidi di
membrana. L’alto contenuto di C18:2 e C18:3 nei lie viti
psicrofili permetterebbe alle membrane cellulari di rimanere
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in uno stato sufficientemente fluido,
funzionamento inalterato dei processi metabolici an
temperature che scendono sotto lo zero.

Altri parametri oltre alla temperatura sono capaci

la composizione della membrana lipidica. Questi, in

pH, la composizione del mezzo di coltura, la fase d

e la concentrazione dell'ossigeno disciolto. Quest’
aspetto é di particolare rilevanza nella regolazion
d’'insaturazione dei lipidi alle varie temperature,
solubilita dell'ossigeno diminuisce con la temperat
'ossigeno e necessario nelle reazioni che coinvolg
desaturasi degli acidi grassi negli organismi psicr

(Arthur H. e Watson K, 1976).
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Capitolo 3

Parte prima: la vita nella criosfera

La criosfera € quella parte della Terra dove l'acqu
forma solida, come neve o ghiaccio. Questa comprend
aree di mari e laghi ghiacciati, ghiacciai di monta
intere

lande polari artiche ed antartiche completam

rivestite dal ghiaccio. Viste le condizioni climati
estremamente severe, questi ambienti sono stati con
per molto tempo inospitali e privi di ogni forma di

alternativa, serbatoi temporanei di microrganismi t
accidentalmente in questi luoghi dal vento e dalla
rimasti intrappolati nel ghiaccio (Cowan and Tow 20
Tuttavia, grazie al crescente numero di studi intra
sull’ecologia microbica di questi habitats estremi
focalizzati sulla biodiversita del ghiaccio natural

punto di vista & stato presto sovvertito, dimostran
contrario, che ambienti permanentemente freddi poss
accogliere forme di vita anche in modo stabile. In

modo, la criosfera, che aveva gia acceso interessi
componente fondamentale nel mantenimento del sistem
globale, e stata riscoperta anche come uno dei prin
ecosistemi abitabili della terra, ovvero, luogo cap
accogliere biotopi microbici altamente specializzat
talvolta, altamente localizzati, tutti, caratterizz
mantenimento di uno o piu condizioni ambientali est
temperature, fluttuazioni ampie di temperatura, ess
della materia minerale del suolo, ipersalinita, flu
periodici di radiazioni ad alta energia, bassa disp

di nutrienti).

I microrganismi di questi biotopi cominciarono ad i

i ricercatori/esploratori anzitutto per i motivi ch
garantivano loro la sopravvivenza a temperature tan
(Abyzov, 1993; Ma et al ., 1999, 2000; Christner
., 2001; Reeve

., 2003; Mader et al

2000; Poglazova et al et al

Cimerman et al
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2002, a definire per la prima volta le popolazioni

isolate da habitats eternamente freddi- quali i ghi

Artici ed Antartici, le lande eternamente ghiacciat
Patagonia e gli alti ghiacciai di montagna- come ps
obbligati.

Priscu e Christner nel 2004 calcolarono il numero t

cellule batteriche in Antartide e nei ghiacci della
Groenlandia, questo era pari a 9,61x10

pool di carbonio molto significativo, uguale a 2,65
(1 Pg =10 ® g); essi, furono fra i primi ad intuire che le
popolazioni di psicrofili delle lande ghiacciate ed
rappresentavano uno dei maggiori serbatoi di divers

microbica presente sulla biosfera.

Lieviti psicrofili isolati dai ghiacciai alpini

Si definiscono psicrofili  obbligati organismi avent
optimum di crescita a 15°C, un massimo di tolleranz
ed un minimo di 0°C o forse anche inferiore. Altri

che crescono con valori di temperatura vicini a 0°C
optimum di sviluppo fra 20 e 30°C, sono piuttosto d
psicrofili facoltativi o in altro modo psicrotoller
(Cavicchi & Tortsen, 2000; Raspor & Zupan, 2006). |
psicrofili facoltativi hanno evoluto forme genetich

tolleranza al freddo, ma non si possono considerare

fisiologicamente specializzati quanto gli psicrofil
(Gounot, 1976).

La diversificata vita microbica degli habitats glac
stata ampiamente documentata. Anzitutto popolazioni
sono state isolate dagli strati subglaciali dei ghi
politermali delle regioni Artiche dellAlaska, a No
Canada (Skidmore et al ., 2000, 2005; Bhatia
nonché sulle Alpi della Nuova Zelanda (Foght

Piu recentemente, de Garcia et al
popolazioni vitali e complesse di lieviti dalle acq
scioglimento dei ghiacciai della Patagonia Argentin

di lievito vitali sono state pure isolate dai diver
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di ghiaccio dei ghiacciai Artici delle isole Svalba rt

(Norvegia) (Butinar et al ., 2007). Infine e stato riferito
accuratamente sulla presenza di organismi cellulari “neri”
della specie di Aureobasidium pullulans ., simili ai lieviti per

le loro caratteristiche morfologiche, fra gli strat i basali
dei ghiacciai Artici (Gostincar etal ., 2006).

Per quanto concerne i ghiacciai Alpini dell’Europa

occidentale, le prime popolazioni batteriche vitali sono state
ivi osservate nel 1999 in sedimenti subglaciali pro venienti
dalle Alpi del fronte svizzero (Sharp et al ., 1999). Qualche
hanno dopo, Margesin et al ., confermarono l'evidente presenza

di batteri Gram-positivi e Gram-negativi, cosi come sono gli
stessi lieviti, nei ghiacciai Alpini (Margesin et al ., 2002).
Infine, il Prof Pietro Buzzini nel 2005 riferi dell ‘esistenza
di cellule di lievito vitali nelle acque di sciogli mento dei
ghiacciai Alpini Italiani (Buzzini etal ., 2005). Questi, sono

stati trovati in concentrazioni rilevanti, paragona bili a
quelle dei funghi filamentosi, tuttavia meno signif icative di
quelle dei batteri in generale, che rappresentano | a
popolazione microbica prevalente degli habitats est remi.

La letteratura sin'ora presente, fornisce solo noti zie
parziali in merito alla biodiversita propria della popolazione
di lieviti psicrofili dei ghiacci Alpini cosi, semp re Buzzini
nel 2007 isolo e caratterizzo dal punto di vista mo lecolare i
lieviti psicrofili che aveva isolato dai sedimenti sopra- e
sub-glaciali, dagli strati di ghiaccio e dalle acqu e di
scioglimento di due ghiacciai Alpini Italiani, Forn i e
Sforzellina ( figura 1 ) (Turchetti et al ., 2007). In questo
modo, si scopri che una frazione significativa dei lieviti
isolati, mostrava a 4°C una o0 piu attivita enzimati che
extracellulari (attivita amido-degradante, lipoliti ca,

esterolitica, proteolitica e pectinolitica).

In totale, 106 ceppi furono isolati dai ghiacciai a Ipini, ed
identificati mediante tecniche di MSP-PRC fingerpri nting come
pure attraverso il sequenziamento delle regioni D1/ D2 della
subunita 26S dellrRNA. Le specie, cui i 106 ceppi di lievito
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sono risultate appartenere, erano 10:
Cryptococcus
Cryptococcus terricolus, Mrakia gelida, Naganishia
Rhodotorula glacialis, Rhodotorula
Rhodotorula bacarum, Rhodotorula creatinivora
laryngis.

nuove specie di lievito, che debbono ancora essere
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Fig.1. Localizzazione dei ghiacciai Forni (a) e Scorzellin
sono stati isolati i lieviti psicrofili oggetto di

indicano le aree di campionamento.

Dai 106 lieviti psicrofili appartenenti alla collez
dell'Universita di Perugia, sono stati scelti, in m
40 ceppi, di cui 20 fra gli obbligati e 20 fra i fa

sono divenuti I'oggetto della presente ricerca.

Le risposte genetiche al freddo

Per riuscire a colonizzare con successo ambienti co
estremi per i valori esibiti di temperatura media,
microrganismi psicrofili hanno dovuto evolvere form

di risposte genetiche al freddo, concretizzate in
comportamenti principali: la risposta di stress o0 “
response”, I'acclimatazione e finalmente I'adattame

proprio.
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Il tempo in cui il microrganismo resta esposto ad u na

temperatura di sviluppo “sub-ottimale”, & determina nte per
interpretare l'effetto che quella pud avere sulla f isiologia
microbica. Quando la temperatura vira bruscamente v erso valori
sub-ottimali, allora, il microrganismo risponde sca tenando
reazioni rapide e fortemente dinamiche, vere e prop rie
risposte di stress. Se I'esposizione € invece piu p rolungata,
almeno di un lifetime, allora si attivano quei mecc anismi di
regolazione che “aggiustano” per intero I'espressio ne genetica

e quindi lo stato fisiologico del microrganismo. Qu ando,
infine, il tempo di esposizione dura piu generazion [
consecutive, la naturale selezione evolutiva degli alleli
interviene per aumentare [laffinitd del microrganis mo per
quella specifica nicchia ecologica; questo comporta mento
genetico é detto adattamento (Morgan-Kiss etal ., 2006).

E’ certo che l'abilita dei lieviti a sopravvivere i n ambienti
glaciali ha attirato grandi interessi, ciononostant e, i
meccanismi, genetici 0 non, attraverso i quali tale fenomeno
diventa possibile, non sono ancora stati compresi. Tuttavia,

molti studi sono stati compiuti su questo argomento

focalizzandosi perd sui mesofili, decisamente piu n oti e
versatili degli psicrofili, in particolare sulla sp ecie
Saccharomyces cerevisiae. L'abbassamento della temperatura dai

0°C ottimali a 12°C, modificherebbe il livello tras crizionale

di diversi geni di S. cerevisiae , in particolare di quelli

coinvolti nella regolazione dei trasportatori di nu trienti
limitanti la crescita; nel metabolismo del glicogen o; nella
biogenesi del ribosoma e delle proteine ribosomali. La
biosintesi del metabolita trealosio sembrerebbe pur e coinvolta
nella risposta allo shock termico, sebbene non lo s ia quando
si innescano fenomeni di acclimatazione in sostituz ione di
quelli di adattamento vero e proprio. E’' stato inol tre
verificato il coinvolgimento, nella risposta al fre ddo, di un
ben definito gruppo di geni principalmente implicat 0 nel
metabolismo lipidico in S. cerevisiae . in particolare, la A9
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desaturasi, enzima chiave nella sintesi di acidi gr assi

insaturi ed unica desaturasi nota in S. cerevisiae , & over-
espressa a temperature di sviluppo sub-ottimali (Ma rtin CE et
al ., 2007; Nakagawa Y etal. ,2002; Stukey, JE etal ., 1989).

| cambiamenti nel metabolismo lipidico sono le magg iori
risposte genetiche attraverso cui si attuano l'accl imazione e
'adattamento al freddo nei microrganismi in genera le, cio é
spiegato dalla necessita di mantenere [|'appropriato stato
fisiologico dei lipidi e quindi la funzionalita del le membrane
lipidiche, altrimenti compromesse a temperature vic ine a
quella di congelamento (Los DA et al ., 2004; Morgan-Kiss et
al ., 2006).

Caratteristiche dei  ghiacciai colonizzati dai lievi ti
psicrofili

Il ghiacciaio Forni ( figura 1 ) e il piu grande ghiacciaio

Italiano. Vanta un’estensione di circa 12km 2 di superficie, ha

un’ altezza compresa tra 2600m e 3670m slm mentre | 0 spessore
del ghiaccio & di circa 100m (Merlanti et al ., 1995). Il
ghiacciaio ha raggiunto la sua massima estensione t ra il 1550

e il 1850, dopo questo periodo ha subito un lento e quasi

ininterrotto  ritiro  insieme ad un  assottigliamento

progressivo, conseguenze del continuo aumento della

temperatura media del pianeta. Cosi, tra il 1925 ed il 2005,

il ghiacciaio si e ritirato di almeno 20 metri all anno
assottigliandosi tra il 2000 e il 2005 di almeno 3m per anno.

Il ghiacciaio Sforzellina ( figura 1 ) ha invece una forma
circolare e copre una superficie di circa 0,3 km 2 ha
un'altezza compresa tra 2850 e 3050m sIm, infine il ghiaccio
ha uno spessore di circa 30m (Pavan et al., 2000). Purtroppo,
anche questo ghiacciaio si & progressivamente ridot to nel
corso del 20° secolo subendo un ritiro medio tra il 1925 e il
2005 di almeno 5m all'anno ed un assottigliamento p rogressivo
fino a 1,2m per anno, misurato fra il 2000 ed il 20 05.
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Raccolta dei campioni

Tutti i campionamenti sono stati effettuati dal gru ppo guidato
dal Prof Pietro Buzzini dell’'Universita di Perugia. Sono stati

compiuti nel mese di Agosto, nel corso di 2 anni co nsecutivi
(2004 e 2005), prelevando ogni volta da siti divers i di
campionamento, distanti molti metri 'uno dall’altr 0 e dagli

stessi margini esterni del ghiacciaio.

Con ogni campionamento si estraevano circa 500 g di sedimenti
subglaciali incontaminati che venivano raccolti dop o aver
rimosso almeno 5 cm di ghiaccio di superficie, cosi che fosse
campionata solo la parte fresca ed incontaminata. | sedimenti
subglaciali sono, nello specifico, zone di moviment o fra

strati di ghiaccio contigui. Con ogni spedizione su I

ghiacciaio si estraevano e portavano via fino a 5 k g di
sedimenti subglaciali totali. Inoltre venivano racc olte
aliquote (500 ml) di acque di scioglimento degli st essi, per

un volume totale di 15 L per volta. Sia i sedimenti
subglaciali che le acque di fusione venivano conser vati a 4°C
fino al momento delle analisi di laboratorio, che s i

effettuavano per prassi, sempre entro le 72-96 ore successive.
Infine, effettuando carotaggi in prossimita dei sed imenti
subglaciali fino ad una profondita di circa 30 cm d alla
superficie, venivano prelevati almeno 300 g di camp ioni di
ghiaccio basale. Le carote di ghiaccio erano conser vate a -
18°C in ghiaccio secco ed analizzate in laboratorio entro le

24-30 successive.

Le analisi chimico fisiche effettuate sui campioni di ghiaccio

e sulle acque di scioglimento consistevano anzitutt 0 nel
registrare caratteristiche quali massa secca, pH, ¢ ontenuto di
carbonio, azoto e fosforo, utilizzando procedure co nvenzionali
(Hunt & Wilson, 1986; Mudroch etal 1996).

Analisi microbiologiche

Dal momento che tutti i campionamenti in loco erano stati
effettuati in condizioni accuratamente asettiche, g iunti in
laboratorio, si potevano evitare tutte le altriment i dovute

77



procedure di decontaminazione, che tuttavia, erano
previste solo per le carote di ghiaccio al fine di

la presenza di qualsivoglia microrganismo estraneo

ugualmente
escludere
che avrebbe

potuto contaminare il campione durante le procedure di
perforazione, localizzandosi sulla superficie ester na delle
carote estratte.

L'enumerazione dei lieviti coltivabili & stata poi effettuata
secondo le linee guida suggerite da Buzzini et al . (2005),
facendo uso di tre diversi substrati: Rosa Bengala agar (RB) +
tetraciclina; Dicloran 18% glicerol agar (DG18); Di cloran Rosa
Bengala agar (DRB) + cloramfenicolo.

Per quanto concerne il trattamento dei campioni lig uidi (acque
di fusione o acque raccolte nel corso del perforame nto delle
carote di ghiaccio), questi, venivano anzitutto fil trati
usando pori da 0,22 um di diametro, per poi essere distribuiti
asetticamente e in ugual parti su due diverse petri , incubate
una 4°C e laltra a 20°C, per 12 o per 3 settimane,

rispettivamente.

I campioni di ghiaccio solido (sedimenti sia sovra- che
subglaciali) venivano, invece, diluiti usando una s oluzione
sterile contenete lo 0,1% di sodio pirofosfato. Dil uizioni
seriali erano distribuite su petri in quantita oppo rtune ed
infine le piastre venivano incubate a due diverse t emperature
(4°C e 20°C).

Determinazione delle attivita enzimatiche extracell ulari dei
lieviti isolati

Un totale di 73 ceppi di lievito, rappresentativi d i tutti
quelli isolati, sono stati saggiati per la capacita di
secernere in ambiente extracellulare enzimi ad atti vita
idrolitica (amilasi, proteasi, lipasi, esterasi, pe ctinasi,
cellulasi e chitinasi). Le procedure di analisi son 0 state
descritte da Buzzini & Martini, 2002; Brizzio etal ., 2007; da

de Garc'la et al., 2007.
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Isolamento e preliminare clusterizzazione dei lievi ti isolati

La crescita microbica sulle piastre petri veniva co ntrollata
periodicamente ed ogni colonia di lievito cresciuta trasferita

su terreni di RB, senza tetraciclina, per poterla p urificare.

Le colonie erano selezionate e discriminate sulla b ase delle
loro caratteristiche morfologiche e delle diverse t emperature
di incubazione. Tutti i microrganismi isolati, nel modo
descritto, sono stati depositati nella Industrial Yeasts
Collection DBVPG (www.agr.unipg.it/dbvpg).

In via del tutto preliminare, i lieviti isolati son o stati
registrati  attraverso una serie di prove fenotipich e
convenzionali, basate solo sulle caratteristiche mo rfologiche
macroscopiche e microscopiche mostrate dai ceppi es aminati:
diazonio Blu B (DBB) test, capacita di fermentare i | glucosio,
assimilazione del carbonio (succinato, inulina, glu citolo),
utilizzo del nitrato, e infine capacita di crescere a diverse
temperature (4, 10, 15, 20, 25, 30 e 37 °C), ed eve ntualmente
in assenza di vitamine (Yarrow, 1998).

Identificazione molecolare dei lieviti isolati

Per lidentificazione molecolare dei ceppi di lievi to isolati
dai ghiacciai alpini, i DNA genomico € stato estra tto ed
analizzato mediante tecniche di MSP-PCR finger prin ting
(Libkind etal ., 2003) e in accordo con Sampaio etal . (2001)
e Gadanho & Sampaio (2002), il Prof Buzzini (Turche tti  etal .,
2008) ha clusterizzato i ceppi che presentavano ide ntici
profili di bande separate di DNA, considerandoli ap partenenti
alla medesima specie.

In questo modo, come gia riferito, 106 ceppi di lie vito sono
stati isolati ed identificati, di questi, almeno Il 55%
proveniva da sedimenti subglaciali, che accoglie, i nfatti, la
maggiore popolazione di lieviti vitali estremofili calcolata
da 100 a 1000 volte piu numerosa, in individui, di guella
presente, ad esempio, nelle acque di fusione.

La caratterizzazione dei ceppi mediante MSP-PCR, ha mostrato
29 profili distinti di DNA finger printing. Tutte | e sequenze
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ottenute sono state depositate nella GenBank databa se

(National Center for Biotechnology Information) e s ulla base
delle somiglianze genetiche fra le regioni D1/D2 de lla
subunita 26S dellrRNA, i ceppi di lievito sono sta ti
collocati, in accordo con la classificazione dei ba sidiomiceti
(cui appartengono oltre il 90% dei lieviti identifi cati), fra

gli Imenomiceti, Uredinomiceti e Ustilaginomiceti ( Fell et
al ., 2000).

Non stupisce che sia proprio il genere dei basidiom iceti
quello che ha colonizzato con maggior successo ques te nicchie
ecologiche estreme, poiché si tratta di lieviti dot ati di una
capsula polisaccaridica esterna che fungendo da int erfaccia
tra le cellule e 'ambiente esterno inospitale, di fatto, le
protegge.

Il sequenziamento delle regioni D1/D2 dell'rRNA su bunita 26S
eseguito sui ceppi piu rappresentativi, ha permesso anche che
questi fossero assegnati alle seguenti specie: Aureobasidium
pullulans, Cryptococcus gilvescens, Cryptococcus te rricolus,
Rhodotorula creatinivora, Mrakia gelida, Naganishia globosa,
Rhodotorula  bacarum, Rhodotorula laryngis, Rhodotor ula

glacialis e Rhodotorula psychrophenolica.

La specie piu frequentemente presente € risultata e ssere
quella di Cryptococcus gilvescens (51,2% del totale dei
ceppi), mentre Rhodotorula glacialis e Mrakia gelida
rappresentano il 15,1% e il 13,2% del totale dei ce ppi,
rispettivamente  ( figura 2 ). Sedici ceppi sono stati
identificati come appartenenti alla specie di Rhodotorula
glacialis , cinque a Rhodotorula psychrophenolica . Due ceppi
della collezione, DBVPG 4736 e DBVPG 4804, sono sta ti
classificati con il nome di Naganishia globosa. Quattro ceppi
di lievito, infine, sSono stati classificati come

Leucosporidium sp. ; la loro formale designazione tassonomica e

tuttora in corso.

Nel complesso, € dei sedimenti subglaciali e, in mi nor misura,
delle acque di scioglimento, la maggiore biodiversi ta di
popolazione di lievito trovata.
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Tutti i lieviti isolati sono stati in grado di cres cere a 4,

10 e 15°C, ma nessuno sviluppava a 37°C. Per tultti i ceppi
appartenenti alle specie A. pullulans, C. terricolus e R
laryngis , 30°C rappresenta il limite superiore di temperatu ra
di sviluppo, mentre tutti gli isolati delle specie di C.
gilvescens , N.globosa ,e R.creatinivora crescono a 25 ma non
a 30°C. Il limite superiore di temperatura, per tut ti i ceppi
di R. bacarum, R. glacialis , € R. psychrophenolica e di 20°C,
infine, tutti i ceppi di M. gelida , cosi come quelli
appartenenti al genere Leucosporidium sp. , crescono a 15°C, ma
non a 20°C.
60
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Fig.2 . Frequenza delle specie di lievito trovate nel prese nte studio. (a)
Aureobasidium pullulans ; (b) Rhodotorula creatinivora ; () Rhodotorula
bacarum ; (d) Naganishia globosa; (e) Cryptococcus terricolus ()
Leucosporidium  sp.; (9) Rhodotorula laryngis ; (h) Rhodotorula
psychrophenolica  ; (i) Mrakia gelida ; (j) Rhodotorula glacialis : (K)
Cryptococcus gilvescens
Parte seconda: i lieviti mesofili
| lieviti sono organismi eucarioti filogeneticament e affini ai
funghi filamentosi ma con struttura unicellulare. H anno
generalmente forma ovoidale o sferoidale, tuttavia alcuni si
presentano allungati mentre altri hanno forma di if e
filamentose (pseudomicelio). L'ordine di grandezza e di 5-30pum

in lunghezza e di 1-5um di larghezza.
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In generale sono detti lieviti mesofili quelli aven
optimum di temperatura tra 25 e 30°C, un massimo a
ed un minimo che si aggira intorno a 0°C e +5°C. L’

pH & compreso tra 4 e 4.5 con un minimo ad un valor

3 ed un massimo intorno a 7. Generalmente, i lievit

categoria tollerano bene ambienti con concentrazion

zuccherine del 20 e 25%, al di sopra delle quali si
condizioni per un’elevata pressione osmotica che pr

un rallentamento dello sviluppo e successivamente |
della cellula stessa; solo il genere
grado di sopportare concentrazioni di zuccheri pure
sopra del 60%. | lieviti mesofili, possono pertanto
microrganismi osmofili, non hanno invece caratteris

da poterli considerare anche alofili, cioé, non res
neanche a concentrazioni modeste di sale.

Sono note oltre 800 specie di lieviti con
caratteristiche, e probabilmente molte altre devono

essere scoperte.

Fatta eccezione per gli appartenenti al

Schyzosaccharomyces , che si riproduce per fissione, i lieviti

si riproducono, in genere, per gemmazione.

Fig.3 . Lieviti in gemmazione.

In alcune specie si osserva una riproduzione sessua

prevede la formazione di spore. In base alla morfol
sporificazone si distingue in ascomiceti e basidiom
primi producono spore racchiuse in un corpo fruttif

i secondi formano, invece, spore all’esterno di un

fruttifero detto basidio.
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Budding Yeast

Fission Yeast
Saccharomyces Schizosaccharomyces
cerevisiae pombe
Fig.4 . Lieviti che si riproducono per gemmazione ( S. cerevisiae ) o per
fissione ( S. pombe ).
Le cellule eucariotiche possono esistere in due for me: aploide
o diploide. | lieviti hanno due diverse forme di ce llule
aploidi, chiamate “tipi sessuali” o mating type. Po ssono
quindi esistere: aploidi con mating type a; aploidi con mating
type «o; diploidi a/ Q.
Gli aploidi si dividono mitoticamente per produrre colonie
aploidi stabili, ed aploidi di
mating type opposto  possono
pm..ferat.on coniugare e formare diploidi.
> d“"°'d iy | diploidi si dividono
mitoticamente per formare colonie
meiosis and sporulation diploidi  stabili, entrano in
Hriggermd b\ismrvaﬁom meiosi e quindi  sporificano
producendo 4 spore aploidi o

conjugation (usually
immediately after
spores hatch)

/

\

©

/spores hatch

)

some widely used
strains proliferate
as haploid cells

@

. Ciclo vitale dei lieviti.

Fig.5

La quantita totale di lievito prodotta € dell'ordin

milioni di tonnellate annue.

tetrade. Sia dal punto di vista

economico che quantitativo i

piu
importante gruppo microbico che

lieviti rappresentano |l

sia mai stato commercialmente

utilizzato dall'uomo.

Gli usi industriali piu comuni sono i seguenti:
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¢ produzione di bevande alcoliche (vino, birra, liquo rn e
sidro) ed etanolo per usi industriali ed alimentari ;

¢ produzione di pane e prodotti da forno (500000 ton
annue);

¢ produzione di proteine microbiche (SCP) per aliment azione
umana ed animale;

¢ produzione di enzimi (invertasi), nucleotidi, stero li,
lipidi, coenzimi ed RNA;

¢ produzione di proteine eterologhe mediante la tecno logia
del DNA ricombinante (insulina, interferoni, somato statina
ecc.).

| due generi di lieviti di maggior interesse commer ciale sono

Saccharomyces e Candida ; la specie piu importante e

sicuramente S.cerevisiae . Di elevato interesse sono anche
Kluyveromyces marxianus per la produzione di lievito e alcool

a partire da siero di latte; Endomycopsis fibuligera e Candida
utilis per la produzione di proteine microbiche nel proce SSO
Symba (che prevede l'uso di sottoprodotti della lav orazione
della patata e del mais con il duplice scopo di abb attere |l
BOD - Biological Oxygen Demand- e di produrre SCP - Single
Cell Protein -); Candida utilis , viene pure molto utilizzata

per produrre SCP da altri sottoprodotti, quali borl ande di
distilleria e acque residue delle cartiere (spent s ulphite
liquor); Candida lipolytica , C. tropicalis e C. maltosa sono
state usate per produrre proteine da n-paraffine me ntre

Schvanniomyces sp. prevede 'uso di materiale amidaceo.

| lieviti di interesse industriale vantano un metab olismo
energetico di tipo ossidativo aerobico. Alcuni, com e S.
cerevisiae , posseggono un metabolismo ossidativo accanto ad

uno fermentativo; altri, invece, come Candida , Torulopsis ,

Rhodotorula e Hansenula usano solo un metabolismo ossidativo;
altri ancora, come ad esempio Pichia hanno forte attivita

ossidativa e debole capacita fermentativa.
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A discriminare, li dove é possibile, fra un metabol
ossidativo ad uno fermentativo, € la disponibilita

in coltura. In presenza di ossigeno, il lievito si
attivamente producendo notevole massa cellulare (SC

perd dar luogo a fermentazione alcolica; in assenza

ossigeno il lievito avvia , invece, una fermentazio
alcolica. Questo semplice comportamento nei confron
dell'ossigeno viene sfruttato industrialmente, nel

per la produzione industriale di biomassa di lievit

secondo nell'industria della birra, dell'alcool e i

L'inibizione  della  fermentazione  alcolica da  parte
dell'ossigeno & noto come effetto Pasteur. Una dell
attualmente  sostenute  per spiegare l'azione inibent
dell'ossigeno attribuisce una competizione fra proc

fermentativo e respirazione per il fosfato inorgani

presente nel mezzo onde formare ATP. In altre parol

il processo respiratorio € molto intenso il fosfato

viene immagazzinato nelllATP con notevole diminuzio
disponibile per il processo fermentativo.

La fonte di carbonio pu0 essere costituita da uno z
semplice come il glucosio o il saccarosio, da acidi

aldeidi. Il potere fermento € il rapporto fra il pe

lievito prodotto e quello dello zucchero consumato;
abbondante aerazione tale rapporto € 1/4 (cioé si f
grammo di cellule secche ogni 4 grammi di zucchero
mentre in stretta anaerobiosi tale rapporto & 1/176
concentrazione di glucosio pud controllare lo svilu

lievito, poiché, se la concentrazione del glucosio

valori fisiologici (0.01-0.02%) viene inibita la si

citocromo a e quindi si puo avere produzione di alc

in aerobiosi. Questo fenomeno noto come effetto Cra
spiega perché la produzione industriale di lievito,
biomassa (SCP), si ottiene mediante fermentazione c
mantenendo la concentrazione zuccherina entro i val

indicati.
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L'azoto deve essere somministrato come NH 4% (sali ammoniacali)

0 sotto forma di aminoacidi (miscele), peptoni, ure a o amidi.
Fra le vitamine, la pit importante € la biotina di cui tutti i
lieviti necessitano, quindi l'acido pantotenico, la tiamina,
I'inosite, la piridossina e I'acido nicotinico. Nes sun lievito

ha bisogno di riboflavina.

Parte terza: Schizochytrium limacinum SR21

Schizochytrium limacinum SR21 €& un microrganismo marino
eterotrofo identificato nelle acque delle mangrovie in
prossimita delle isole dello Stato della Micronesia nel
Pacifico occidentale, nel 1994 (IFO 32693). Apparti ene alla
famiglia dei  Thraustochytridae, ordine Labirinthul ida,
dell’American Type Culture Collection (Honda D et.al ,.1998).

Se osservate al microscopio ottico, queste appaiono come
cellule sferiche, di 7-15 pum di diametro dotate di
caratteristici elementi ectoplasmici ben vibili. Pr oducono
zoosporangi di 12-24 pm di diametro che rilasciano 16-64
zoospore ovoidali (6-8,5 pm in lunghezza e 5-7 pm  di
larghezza, con due flagelli laterali). In colture d i acqua di
mare, polline di pino e medium molto nutriente, le cellule
vegetative formano cellule limaciformi ameboidi, co n
pseudopodi, in grado di produrre fino ad 8 zoospore . In
terreno liquido, invece, le cellule vegetative si p resentano
sferiche (7-15 um di diametro), e solitamente formano noti

cluster.

f-\n P
’ flf;g. ,,2;

i y
Fig.6. Cluster di cellule vegetative con elementi ectopla smici.
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Quando sono coltivate su piastra, le colonie si pre sentano

generalmente sferiche, ma si osservano anche coloni e amorfe
con margini molto allungati. Le cellule in stato ve getativo di
Schyzochitrium limacinum SR-21, sono dotate di molti vacuoli

sferici visibili, anche al microscopio ottico.

Fig.7.  Cellule vegetative (2 settimane) contenenti divers i vacuoli sferici
(frecce).

Dopo inoculo in terreno fresco, le dimensioni delle cellule

vegetative aumentano, e si ha divisione nucleare ma non

citochinesi.

Fig.8.  Divisione nucleare senza citochinesi.

Colorando i nuclei con il DAPI e visualizzandoli co n un
microscopio a contrasto (Nomarski) e con un microsc opio a
fluorescenza, € possibile riconoscere la localizzaz ione stessa
dei nuclei.

Fig.9. Localizzazione dei nuclei.

Da sinistra: immagine al microscopio a contrasto, m icroscopio a fluorescenza
ed infine a destra sovrapposizione delle immagini.

Solo quando é stato superato questo stadio si ha ci tochinesi,

quindi le cellule danno vita a zoosporangi (12-24 um di

87



diametro), la parete dei quali, dopo 9-10 ore dall’
processo, € persa e vengono rilasciate dalle 16 all

Zoospore.

Fig.10. Rilascio di 16-64 zoospore dallo zoo sporangio.

Osservando da vicino tutto il processo, ecco quel c
alla cellula vegetativa: trascorse 4-5 ore dall'ino
terreno fresco, le cellule subiscono divisione bina
formare un cluster di 16-32 cellule.

Fig.11. Divisione binaria di una cellula vegetativa, forma
cluster di 16-32 cellule.

inizio del
e 64

he accade
culo in
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zione di un

Fig.12.  Divisione binaria di una cellula vegetativa fino a
un cluster di 16-32 cellule.
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Trascorse circa 15 ore dall'inoculo, diverse cellul e del

cluster rilasciano cellule limaciformi ameboidi, og nuna con
due nuclei (12-20 pm in lunghezza, 5-8 pm in larghezza).
Queste sviluppano pseudopodi e strisciano con movim enti
allungati e curvi sulla superficie. Dopo 30 minuti dal
rilascio, le cellule si assestano, diventano tonde e dopo 3
divisioni cellulari consecutive rilasciano 8 zoospo re ovoidi
piu piccole di quelle rilasciate direttamente dalle cellule
vegetative (4,5-6 um in lunghezza, 3,5-5 um in larghezza).

Fig.13. Cellule ameboidi rilasciano 8 zoospore ovoidi.

Schizochytrium limacinum SR21: un potenziale Single Cell Oil

(SCO).

I ceppo SR21, che appartiene alla specie in esame, ha
suscitato, soprattutto negli ultimi anni, interessi notevoli,
guesto, per la capacita di produrre acidi grassi po linsaturi
(PUFA), fra cui principalmente I'acido docosoesanoi co o DHA
(22:6n-3) ed eicosopentanoico EPA (20:5n-6).

In questo microrganismo gli acidi grassi totali, po SSono
rappresentare per oltre il 50% il peso secco della cellula e

di quelli, ben il 30% circa, & da attribuire al sol 0 contenuto

di DHA (Morita etal .2006). Ulteriori studi morfologici hanno

concorso a dimostrare che i traustochitridi conteng ono
numerosi corpi lipidici nei quali si ritiene si acc umulino gli
alti livelli di DHA. Sebbene la formazione dei corp i lipidici

nelle alghe, cui appartiene anche il genere dei
Labyrinturomycota, non sia stata ancora ben definit a, Si
ritiene che queste strutture siano prodotte tramite gemmazione
dal reticolo endoplasmatico, nel quale, infatti, ri sultano
immerse, suggerendo la stretta correlazione fra que ste ed il
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reticolo endoplasmatico in ogni fase dello sviluppo della

cellula.

| corpi lipidici sono altresi definiti come vescico le
lipidiche e sono assemblaggi proteolipidici, divers i tra loro

in dimensioni, composizione, biogenesi e proprieta cellulari,

con un ruolo importante nellimmagazzinamento e nel

metabolismo lipidico. Date le -caratteristiche di mo lecole
neutre gli acidi grassi nella forma di triacilglice roli e
steroli, sono accumulate nell'ambiente apolare inte rno delle
vescicole, mentre i fosfolipidi, soprattutto fosfat idilcolina,
sono immagazzinati nel doppio strato lipidico che d elimita i

corpi lipidi stessi.

Realizzando una coltura di zoospore con crescita si ncrona, Si
osserva come queste siano equidimensionali fino a 8 ore dopo
linizio  dellincubazione, e diventino eterogenee i n
dimensioni dopo l'ottava ora. Nello stesso tempo |l parametro
che valuta la frazione degli acidi grassi totali su | peso
secco della biomassa cellulare (TFA/DCW, Total Fatt y Acids/Dry
Cell Weight), decresce nelle prime otto ore per poi aumentare
progressivamente fino a raggiungere un valore di O, 25-0,30.
Anche la composizione qualitativa dei lipidi cambia nel tempo:
mentre i triacilgliceroli rappresentano costantemen te, fin dal
primo giorno, per il 70% gli acidi grassi totali, | a
fosfatidilcolina, il principale fosfolipide, tende invece a
decrescere gradualmente (Morita etal ., 2006).

Il profilo degli acidi grassi di SR21 € dominato da tre forme
principali: DHAN-3, EPAN-6 e acido palmitico (C16:0 ).

I DHA e lacido palmitico costituiscono oltre 'S80 % degli
acidi grassi totali con quantita relative che varia no
leggermente nel tempo: nell’arco di 10 giorni, il D HA decresce
in modo appena percettibile, mentre I'acido palmiti CcO aumenta
di poco. La composizione dei lipidi neutri non vari a molto nei
primi 10 giorni ed e, per il 50% circa, formata da solo acido
palmitico saturo mentre, per il 35% circa, da DHA. Al
contrario, la composizione dei fosfolipidi polari ¢ ambia
drasticamente: il DHA passa dal 59,5%, dello stadio di
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zoospora, all'8,7% delle colture di 10 giorni; Il'ac ido
palmitico passa, al contrario, dal 26,4% al 64,1%.

BN

La colorazione con Nile red e stata sfruttata anche

nell’evidenziare le variazioni delle dimensioni dei corpi
lipidici durante un processo fermentativo. In quest 0 modo, é
stato possibile osservare che essi variano da meno dil um,
allo stadio di zoospora, fino a 2-3 um dopo 10 giorni
dall'inoculo.

La colorazione con Neutral red evidenzia, in aggiun ta, che
mentre aumentano le dimensioni dei corpi lipidici, dopo un
giorno, diminuiscono i diametri dei vacuoli. Infine , Il numero

dei corpi lipidici tende ad aumentare dopo sole 4 o re di

coltura, gradualmente, fino alle 12 ore.

Fig.14.  Sviluppo dei corpi lipidici evidenziato con colora zione Nile red.
Zoospore (A,B) dello Schizochytrium limacinum SR21 coltivate per 4 h (C,D),
8 h (E,F), 12 h (G,H), 1 giorno (1,J), 10 giorni (K ,L). Immagine a contrasto
(A,C,E,G,I,K) e immagine a fluorescenza (B,D,F,G,I, K) delle stesse cellule.
Scala barra = 10 um. (Morita etal ., 2006).

91



Fig.15. Colorazione dei vacuoli con Neutral red. (A) Zoosp oredi

Schizochytrium limacinum SR21 coltivate per (B) 4 h, (C) 12 h, (D) 1 giorno

I vacuoli (frecce) diminuiscono in dimensione dopo un giorno di coltura.

Scala barra = 10 um. (Morita etal ., 2006).

| dati riportati suggeriscono l'esistenza di una co rrelazione
tra la formazione di corpi lipidici e la sintesi li pidica
durante la crescita sincrona. Nei periodi successiv i le
cellule diventano eterogenee in dimensione mentre i corpi
lipidici aumentano insieme al rapporto acidi grassi
totali/peso secco della biomassa. Lo studio di Mori ta et al
ha evidenziato, infine, che il rapporto tra acidi g rassi
saturi ed acidi grassi altamente insaturi € di circ a 1:1 sui
lipidi neutri di SR21 e che la variazione del conte nuto in DHA
nei fosfolipidi polari, & capace di condizionare le proprieta

delle membrane lipidiche (Stillwell etal ., 2003).

Parte quarta: le fermentazioni industriali

Sotto un profilo puramente biochimico il termine fe

si riferisce alla produzione di energia in assenza

durante i processi catabolici. Dal punto di vista d
microbiologia industriale, invece, la fermentazione
processo aerobico o anaerobico in cui si creano le
chimico-fisiche necessarie per la biotrasformazione

serie di sostanze primarie in prodotti di interesse
industriale o la biodegradazione di sostanze nocive
prodotti  innocui  attraverso  l'azione  controllata  di
microorganismi, cellule superiori 0 biocatalizzator

enzimi, in un sistema chiamato fermentatore o biore
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| processi fermentativi possono essere sviluppati i
sommerse in un medium liquido o su substrati solidi

fermentazione in stato solido & quella in cui lo sv

microbico e la formazione di prodotto avvengono sul
superficie di substrati solidi. Trova applicazione

paesi orientali in processi alimentari per la produ

salsa di soia, koji, ecc. Piu recentemente € stata

la produzione di enzimi extracellulari e di micotos

punto di vista industriale la fermentazione sommers

lunga la piu usata. A seconda che la si effettui in

chiuso, parzialmente aperto od aperto in continuo,

si possono dividere in: fermentazione discontinua (
discontinua alimentata (fed-batch), continua e cont

riciclo. Le modalitd fermentative batch e fed-batch

senza dubbio quelle industrialmente piu diffuse.

Nel nostro lavoro abbiamo utilizzato, definendoli d

volta sui ceppi di lievito in esame, processi in mo
discontinua.

Il processo batch, é caratterizzato dal fatto che i

chiuso rispetto allo scambio di nutriliti o del bro
colturale con l'esterno, pertanto, dopo l'inoculo n

altro apporto di terreno fresco né fuoriuscita di b
esausto dal fermentatore fino al recupero finale de

Tale sistema, per come €& strutturato, permette
moltiplicazione delle cellule solo per un limitato

tempo, durante il quale si verificano progressivi ¢

della composizione del terreno colturale. Quando lo
cessa, per mancanza di un nutrilita, per accumulo d
prodotto metabolico tossico o per variazioni di pH,

esausto viene raccolto e trattato per il recupero d

di interesse (biomassa o metabolita).

Questo ¢ il sistema fermentativo piu usato nell'ind

la produzione di antibiotici, aminoacidi, enzimi ed
prodotti.

La fase di latenza, lag phase, € il periodo di adat

segue l'inoculo del terreno e che la coltura microb
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inoculata richiede per riorganizzare i suoi costitu enti

molecolari e macromolecolari. Cio, si attua attrave rso la
sintesi o la repressione di enzimi 0 componenti str utturali,
per cui, la durata della fase lag pud essere molto variabile.
Durante questa fase la massa cellulare pud cambiare senza che

ci sia variazione nel numero delle cellule.
Lnx

Stazionaria

Litica

Esponenziale "
alenza tempo
Fig 16. Curvadi sviluppo di un microrganismo nel corso di una fermentazione
discontinua
La fase esponenziale (log o exponential phase), € q uella
propriamente caratterizzata dallo sviluppo cellular e, durante
la quale la velocita specifica di crescita ( U, espressa come
h?) rimane costante ed assume il suo valore massimo. Tale
parametro cinetico esprime la quantita di biomassa generata
nell’unita di tempo dall’'unita di biomassa ed & cor relato al
tempo di raddoppiamento cellulare (t 0):
dx _ p
dt
dx
— = udt
X
integrando, si ottiene la seguente:
x 1 t
j —dx:j Ldt
Xo ¥ to
Inx=Inx, +ult
_Inx-Inxo
t
se t, & il tempo necessario perché X = X o, cioé t=1t

risulta che:
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_In2 _ 0693

4 Ly

Durante la fermentazione la composizione chimica de
colturale cambia per il consumo dei nutriliti, per

di biomassa e per quello dei prodotti metabolici, i
composizione macromolecolare della cellula rimane c
deplezione di un nutrilita essenziale o I'accumulo
metabolita inibente causano il calo della velocita

fino al conseguimento della fase stazionaria dove |

tra morte e sviluppo cellulare, fa si che non si ab
generazione netta di biomassa (u=0). Quantunque la
sia cessata, puo tuttavia esserci ancora metabolism
accumulo di metaboliti o di enzimi nella cellula op
terreno di coltura. Spesso metaboliti secondari, no
essenziali, vengono sintetizzati proprio in questa
sistemi enzimatici che non sono presenti o funziona
precedenti fasi di sviluppo cellulare. Infine, le ¢
capaci di sporulare producono spore in risposta a c
nutritive o a fattori ambientali avversi.

La fase litica segue quella stazionaria ed e caratt

lisi cellulare, evento che determina la diminuzione
biomassa in coltura ed insieme la formazione di un
complesso, ricco dei prodotti della lisi, che pud c

un periodo di sviluppo secondario detto sviluppo cr

Effetto della temperatura sullo sviluppo microbico

Come gia ricordato in uno dei paragrafi precedenti,
composizione del terreno colturale, numerosi sono i
ambientali che possono incidere sia sullo sviluppo

che sulla formazione del prodotto. Dato l'argomento
presente lavoro, ci interessa ricordare che sulla b
temperatura ottimale di crescita, valore cui corris
massima efficienza di crescita, i microrganismi si

classificare in psicrofili (M max al di sotto di
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mesofili ( Mmax fra 30 e 35°C) e termofili ( Mmax &l di sopra di

50°C) ( figura17 ).

psychrophiles mesophiles thermophiles

M/ jpmer

) 10 - 20 30 40 50 60 10
Temperature (°C)

Fig.17 . Effetto della temperatura sullo sviluppo microbico
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Capitolo 4

Metodi di analisi dei lipidi convenzionali e non

L'analisi dei lipidi si compone di tre fasi fondame ntali:
v’ estrazione dei lipidi dalla cellula microbica
v idrolisi e derivatizzazione dei lipidi estratti

v analisi dei lipidi mediante gas-cromatografia.

La scelta del metodo, perché questo sia il piu effi cace
possibile, deve essere necessariamente guidata dall a
conoscenza della composizione e distribuzione lipid ica delle

cellule microbiche in esame.

Esistono in letteratura alcune strategie tradiziona li per
I'estrazione dei lipidi nei lieviti (Folch/Lees/Sta nley,
Bligh/Dyer, Ways/Hanahan). Se i lipidi sono liberi, e facile
immaginarlo, sono prontamente estraibili. Se invece sono
inseriti in membrane, la necessaria estrazione di g uesti dal
double layer rende piu complicata la procedura e I efficienza
del recupero influisce sull'analisi quantitativa e gualitativa
finale.

L'analisi gas-cromatografica richiede la derivatizz azione dei
gruppi carbossilici degli acidi grassi estratti dal primo pool
lipidico complesso. Esistono tre possibili strategi e:
tradizionale (NaOH-KOH/MeOH), mediante catalisi bas ica (NaOH-
KOH/CHN,) oppure con una catalisi acida (14% BF 3s/MeOH) (BMC
biochemistry 2005). Queste, sono state tutte confro ntate sui
nostri campioni per individuare ed adottare finalme nte quella
procedura che risultava la migliore sulla base dell a
sensibilita presentata e della qualita dei cromatog rammi
ottenuti. L'ultima fra le tre indicate, la catalisi acida, e
stata infine da noi scelta come strategia di deriva tizzazione
ottimale poiché dava cromatogrammi piu puliti, picc hi piu
risolti, piu facile attribuzione degli stessi e min ore rumore
di fondo.

I metodi convenzionali per la determinazione dei li pidi nelle

cellule  microbiche, hanno molti passaggi complicati
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L'estrazione, la purificazione, la concentrazione e la

determinazione, che richiedono molto tempo. Tuttavi a il metodo
Folch, che consiste di queste procedure, resta quel lo piu
impiegato.

Dopo le fasi di estrazione e di purificazione i lip idi vengono
generalmente quali-quantificati mediante l'uso di u n gas-
cromatografo.

La gascromatografia

La cromatografia é una tecnica di separazione di va ri
componenti di una miscela. Fu ideata nel 1906 dal r usso
Tswett. La tecnica consiste nello sfruttare la dive rsa
attitudine che ogni molecola o ione possiede nel di stribuirsi

tra due differenti fasi (una stazionaria e una mobi le). Se una
fase viene immobilizzata (fase stazionaria) e I'alt ra viene
fatta scorrere sopra di essa (fase mobile, o “eluen te”), é
possibile condurre I'estrazione in modo continuo. U na specie
chimica fatta passare in un sistema a due fasi si d istribuira
infatti tra le due fasi, in misura proporzionale al la diversa
affinita che possiede per esse, secondo le sue prop rieta
chimico-fisiche. La fase stazionaria pud essere cos tituita da

un solido, oppure un liquido, mentre la fase mobile é

rappresentata da un fluido che scorre sopra la fase

stazionaria, quindi un liquido o un gas.

Il tempo di ritenzione, e il tempo che una sostanza trascorre
nella colonna. Dipende dall'affinita della sostanza per le due
fasi. L'eluente (fase mobile) incontrera una certa difficolta

nel trascinare con sé alcune sostanze, mentre altre ,

relativamente piu affini ad esso e meno verso la fa se
stazionaria, verranno piu facilmente dislocate dall e posizioni
che occupano e trasportate verso la fine della colo nna,
separandosi sempre di piu dalle sostanze maggiormen te
trattenute.

Con il procedere della separazione, le sostanze usc iranno
dalla colonna dopo un certo tempo di ritenzione, du rante il
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quale e fluito un certo volume di solvente (volume

ritenzione). In uscita dalla colonna si disegna il
“cromatogramma” del campione analizzato che riporta
concentrazioni di sostanza in uscita in funzione de

del volume di eluente.

Dal primo esperimento di Cvet la tecnica si € estre

evoluta. Oggi esistono vari tipi di cromatografie,

generalmente classificate in funzione della natura

stazionaria e mobile, inoltre vi € un'ulteriore sud

basata sui meccanismi chimico-fisici che governano
separazione. Si distinguono cosi la cromatografia d

di adsorbimento e ionica, nonché Ia
permeazione di gel o ad esclusione molecolare (impi
separazione dei polimeri in
molecolare).

Esistono poi diverse tecniche cromatografiche: crom

su strato sottle (TLC), cromatografia su carta (PC
cromatografia su colonna a bassa pressione
cromatografia in fase liquida ad elevate prestazion

infine la gas-cromatografia (GC).

La gas-cromatografia € una tecnica in cui la fase m

gas che fluisce attraverso una colonna su cui € pos
stazionaria, la quale pud essere un solido granular
oppure un liquido. Secondo lo stato fisico della fa
stazionaria, la gas-cromatografia si pud suddivider
cromatografia gas solido (GSC) e in cromatografia g

(GLC).

Questo metodo, che ha conosciuto un grande sviluppo

dagli anni ‘60, conserva tuttora una posizione di p

come tecnica analitica. L'unica limitazione della ¢
cromatografia € la necessita di rendere volatili i

analizzare, per cui in alcuni casi essa é soppianta
dal’HPLC.
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I  meccanismi di separazione relativi alla GC sono
essenzialmente due: ripartizione, nel caso che la f ase
stazionaria sia liquida, e adsorbimento, quando é s olida.

Y

Un gas-cromatografo e costituito da alcuni elementi

principali. Anzitutto da un sistema di alimentazion e del gas
di trasporto (carrier), che consiste semplicemente di bombole
di gas inerte (azoto, elio, argon, talvolta idrogen 0), il cui
scopo principale € quello di trascinare i component i della
miscela in analisi lungo la colonna cromatografica. Qualora si
utilizzi un rivelatore a ionizzazione di fiamma (FI D), come

avviene nel nostro caso, € necessario alimentare un

combustibile ed un comburente (ad esempio idrogeno ed aria),
quindi si necessita di un sistema ulteriore e speci fico di
alimentazione del gas comburente. L'iniettore anche detto
camera di iniezione ha come compito quello di assic urare
l'istantanea vaporizzazione del campione. Poiché co n l'uso di
colonne capillari la quantita di campione da iniett are e

dellordine dei nanolitri, sono state messe a punto

particolari tecniche di iniezione, che sfruttano si stemi di
resistenze variabili per fissare la temperatura rit enuta piu
adatta alla vaporizzazione della miscela. L'introdu zione del
campione viene effettuata con una iniezione su un a pposito
disco di gomma al silicone, posto tra una ghiera me tallica e

il dispositivo di attacco alla colonna. Questa colo nna puo
essere di due tipi: impaccata o capillare. L'impacc ata
(diametro interno 2-4 mm, lunghezza 1-4 m), usata n ella gas-
cromatografia classica, comporta una separazione in colonna di
acciaio o di vetro riempita di materiale inerte (su pporto per
la fase stazionaria) sul quale e distribuita una pe llicola
sottile di liquido (fase stazionaria) continuamente

attraversata da un gas (fase mobile) detto gas di t rasporto.

Il processo di separazione €& perd limitato dalla le ntezza
dell'eluizione delle molecole del campione lungo la colonna.
La capillare (diametro interno 0,1-0,8 mm, lunghezz a 10-100
m), ormai di uso comune, rappresenta un’importante innovazione
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per la rapidita di eluizione che offre e per la mig liore

risoluzione che ne deriva. E molto pitl lunga dell’i mpaccata ma
ha un diametro di gran lunga minore, contiene quind i una
guantita inferiore di fase stazionaria, percio la q uantita di
campione da iniettare € molto piu piccola e viene e luita
prima. Le colonne sono alloggiate in una camera ter mostatica,
in genere a circolazione di aria calda. Sistema che assicura
una buona stabilita di temperatura. Infine vi € il rivelatore,
dispositivo in grado di rivelare la presenza di una sostanza
estranea nel gas di trasporto, a valle della colonn a. Questi
si possono dividere in universali e selettivi. | pr imi
consentono di individuare tutte le componenti di un a miscela,

i secondi rivelano solo particolari categorie di co mposti.
Esistono tipi diversi di rivelatori: rivelatore a i onizzazione
di fiamma (FID), rivelatore a cattura di elettroni (ECD),
rivelatore a termoconducibilita (HWD). Quello da no i impiegato

€ un rivelatore a ionizzazione di fiamma (FID). Si tratta di
un rivelatore universale ma distruttivo in quanto i campioni
vengono bruciati per ottenerne la trasformazione in ioni allo
stato gassoso. Il carrier € convogliato verso un ug ello a cui
giungono anche idrogeno ed aria, necessari per alim entare una
piccola fiammella. Una resistenza posta accanto all ‘ugello
provoca l'accensione della fiammella. Quest'ultima si trova
circondata da un collettore cilindrico caricato pos itivamente;

il secondo elettrodo del circuito, quello caricato

negativamente, é costituito dall’'ugello stesso. La microfiamma
provoca una debolissima corrente ionica tra gli ele ttrodi, che
vengono mantenuti sotto una differenza di potenzial e di circa
300V. Questa corrente, elaborata, amplificata e mis urata,
viene inviata ad un opportuno registratore e costit uisce il
cosiddetto rumore di fondo. Quando un componente de lla miscela
raggiunge la fiamma, viene subito ionizzato con con seguente
aumento dell'intensita di corrente e quindi rivelat 0 con un
segnale piu intenso. Come gia detto questo rivelato re é di
tipo universale, sono poche infatti le sostanze che hanno
potenziali di ionizzazione cosi alti da non poter e ssere
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ionizzate nelle normali condizioni di lavoro. La se nsibilita

di questo rivelatore € molto elevata, ordine dei na nogrammi.
Il segnale in uscita dal rivelatore passa infine ad un
registratore che ha il compito di realizzare il tra cciato
cromatografico. | moderni strumenti sono corredati anche di un
integratore che permette il calcolo automatico dell e aree dei
picchi, operazione indispensabile per effettuare an alisi di

tipo quantitativo.

Iniezione miscela in esame

—

i1

registratore-integratore

b bt

iniettore

alimentazione
gas ditrasporto
(carrier)

Fig.1.

colonna

rivelatore

camera termostatata

\

eventuale
alimentazione
gasperil

rivelatore FID

Schema di un gas-cromatografo.

Bombola Generazione Idrogeno

Gas di trasporto

Fig.2.

(al FID)
Desorbitore termico
con autocampionatore

Gascromatografo e convertitore
del segnale in uscita a digitale

Calcolatore per
I'analisi dei dati

Strumento di gas-cromatografia
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Dal cromatogramma €& possibile ricavare: altezza, am
area del picco e tempo di ritenzione. Dati, che per
calcolo di parametri quali selettivita, efficienza

risoluzione della colonna.

Per I'analisi dei lipidi € necessario confrontare |

picchi. Nella nostra analisi abbiamo utilizzato uno
interno, l'acido nonadecanoico metil estere (C19:0)

del suo picco, nota la quantita di questo acido ini
colonna, e stata usata come riferimento per calcola
guantitd delle sostanze cui corrispondevano i picch

interesse.

La spettroscopia di fluorescenza

Fin qui abbiamo descritto quelle procedure convenzi
adottate (e largamente impiegate in questo studio)
determinazione dei lipidi totali presenti in un cam
cellule microbiche. Abbiamo gia ricordato che si tr
tecniche che consistono in molti steps successivi ¢
lunghi.

La spettroscopia di fluorescenza €& una tecnica velo
costo e rappresenta un’ottima alternativa ai proces

cui vengono sottoposti i campioni per la determinaz
lipidi in essi contenuti. La strategia convenzional
l'estrazione dei lipidi dal campione e |la

derivatizzazione utile per la successiva analisi

gascromatografia. In aggiunta richiede necessari st

preparativi che portano inevitabilmente a perdite o
modificazioni di tipo chimico dei lipidi e non cons

una quantificazione accurata né riproducibilita del

La preparazione del campione per una misura di fluo
totalmente esente dai problemi sopra citati ed é di

veloce realizzazione, cosi come risulta molto piu v

misura di luminescenza che non una gascromatografia

Si é quindi cercato di sfruttare la tecnologia basa
spettroscopia di fluorescenza per ricavare indicazi
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qualitative e quantitative necessarie per classific are i

lipidi prodotti dai lieviti. In particolare, si € p ensato di
utilizzare il Nile Red (9-dietilammino-5H-benzo[ oJfenossazin-
5-one), colorante benzofenossazonico di colore ross 0 altamente
fluorescente in soluzioni organiche. Tale composto e gia stato
proposto qualche anno fa per determinare il contenu to lipidico

di lieviti, alghe e ciliati( Cole TA etal ., 1990; Lee SJ, et

al ., 1998) grazie al suo pronunciato solvatocromismo.

Parte di questo lavoro é stata focalizzata sullo st udio e

sull'ottimizzare di un metodo innovativo di analisi che

fornisse attraverso veloci misure di fotoluminescen za la

migliore caratterizzazione possibile del sistema bi ologico.
HyC—\

N N
H,e—/ Q
O

Fig.3 . Formula di struttura del Nile Red.

Nile Red e sue proprieta fotofisiche

Il Nile Red (9-dietilammino-5H-benzo[ oJfenossazin-5-one) € un
colorante intensamente fluorescente ed esibisce pro prieta
uniche che lo rendono un candidato ideale per Ila
determinazione istochimica dei lipidi. E una molec ola
eterociclica neutra ed € solubile in solventi organ ici e in

lipidi ma e anche relativamente solubile in acqua.

Si tratta di un composto che agisce da ‘sonda idrof obica’: la
sua fluorescenza varia a seconda dell'idrofobicita relativa
dell'intorno chimico che lo circonda. Per esempio q uando viene
sciolto in solventi idrocarburici, come in un mezzo di
goccioline di lipidi neutri, quali i triacilglicero li, da una
fluorescenza giallo-oro. Per contro, quando viene s ciolto in
solventi polari come etanolo o in vescicole di fosf olipidi per
esempio la fosfatidilcolina, da fluorescenza rossa. In mezzi
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acquosi la fluorescenza del Nile Red e totalmente s penta.

Sfruttando proprio questo suo spiccato solvatocromi smo, e
possibile utilizzare il Nile Red come colorante sel ettivo per
la determinazione di goccioline di lipidi presenti nel
citoplasma di cellule vive con citofluorimetria di flusso o

microscopia di fluorescenza.

La possibilita di utilizzare il Nile Red in un mezz 0 acquoso
fa si che si possano evitare i solventi organici ch e
potrebbero sciogliere i lipidi che si vogliono anda re a
studiare. Inoltre, come gia detto, il colore della luce emessa
e funzione del tipo di lipide con cui la sonda colo rante
interagisce; in altri termini si potrebbe potenzial mente

riuscire a distinguere fra lipidi neutri e polari.

Lo spostamento del massimo di emissione di questo c omposto

verso lunghezze d'onda maggiori aumenta all’aumenta re della

costante dielettrica del solvente in cui € sciolto,

comportamento che si spiega con la natura polare de llo stato
eccitato del Nile Red, stabilizzato solo da solvent i polari.
Infine ricordiamo che le interazioni fra colorante e solvente

sono principalmente legami a idrogeno.

Spettri di assorbimento

Lo spettrofotometro rende possibile [l'acquisizione degli

spettri di assorbimento elettronico.

| componenti dello spettrofotometro sono:

0

sorgente (S): costituita da due lampade; una lampad a al
tungsteno che opera tra 900 nm e 320 nm ed una a

deuterio che opera tra 320 nm e 190 nm,
monocromatore (M): un reticolo di diffrazione,

campione (C): soluzione contenente il campione da
studiare contenuta in una cuvetta generalmente di

quarzo,

riferimento (rif): il solo solvente posto in una se conda

cuvetta,

rivelatore (R): un tubo fotomoltiplicatore,
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¢ chopper (ch), un dispositivo meccanico che interrom

periodicamente il raggio di luce che esce dal campi

va verso il rivelatore,

O specchi (sp).

Il suo schema di funzionamento € illustrato in

S . S
D2 [ p
S M C < R —
ch P
Fig.4 . Schema a blocchi di uno spettrofotometro
Mediante questo strumento €& possibile misurare I'as
della soluzione contenente il campione da analizzar

funzione della lunghezza d'onda, ovvero, le transiz
elettroniche promosse dall'assorbimento della luce

la specie dallo stato elettronico fondamentale a st
elettronici eccitati. Lo strumento determina l'asso
campione sottraendo alla misura, I'assorbanza del r

Dagli spettri ottenuti €& inoltre possibile risalire
allintensita della banda di assorbimento, espressa
coefficiente di assorbivita molare, e, espresso in

nella legge di Lambert-Beer:

A= =cd
dove A é l'assorbanza del campione, d il cammino ot
cuvetta (solitamente 1 cm) e c la concentrazione mo

campione.

Spettri di emissione e di eccitazione
Lo strumento che permette l'acquisizione degli spet

emissione e di eccitazione si compone, schematicame

¢ sorgente (S): costituita da una lampada allo Xenon,
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¢ due monocromatori; Mex in eccitazione e Mem in

emissione,
¢ due fotomoltiplicatori: R1, per correggere il segna le in
funzione dello spettro di emissione della lampada, e R2,

per la rivelazione del segnale di emissione

dell'analita,
¢ campione (C): soluzione contenente il campione da
studiare contenuta in una cuvetta per

spettrofluorimetro,
¢ chopper (ch),

0 slitte: fenditure la cui apertura puo essere modifi cata,

determinando la banda passante.

Il suo schema di funzionamento & illustrato in figura 5

CPTT

Fig.5 . Schema a blocchi di uno spettrofluorimetro

Per registrare uno spettro di emissione  si posiziona |l
monocromatore di eccitazione ad una determinata lun ghezza
d'onda, che normalmente coincide con I massimo di
assorbimento, e si effettua una scansione di lunghe zze d'onda
con il monocromatore di emissione, registrando la v ariazione
di intensita del segnale di luminescenza in funzion e della

lunghezza d’onda.

Per registrare uno spettro di eccitazione occorre fissare |l
monocromatore di emissione ad una data lunghezza d’ onda in
corrispondenza della banda di emissione del campion e, in
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genere il massimo di emissione o una lunghezza d'on

maggiore, mentre si fa eseguire al monocromatore

eccitazione una scansione di lunghezze d'onda alle

campione da studiare assorbe. |l segnale ottenuto

proporzionale, dopo le dovute correzioni, alla prob
il fotone assorbito di una determinata lunghezza d’
lo stato eccitato responsabile dell’emissione che s

registrando uno spettro appropriato.

(e} e
glit ]
¥- Crive
“——=]
T dit
e

Fig.6.  Viene schematizzato il funzionamento di uno spettro

caso di registrazione di uno spettro di emissione.

Quando si lavora con campioni ad elevato scattering
torbidi, o ad elevata assorbanza alla lunghezza d'o
eccitazione e conveniente effettuare misure in fron
invece che misure classiche in right-angle (RA), in
ottenere misure piu affidabili della luminescenza d

da studiare. In quel caso la luce emessa dal campio
raccolta ad un angolo minore di 90°, tipicamente fr
30°, configurazione che minimizza gli effetti di sc

permette I'acquisizione di spettri di emissione piu

Rendimento quantico di emissione

Una grandezza molto usata in fotofisica €& il rendim
quantico di emissione, o resa quantica di emissione

E’ definito come il rapporto fra il numero di foton

il numero di fotoni assorbiti da una determinata sp
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chimica nello stesso tempo e per una determinata lu nghezza

d’onda di eccitazione:

®e = n° di fotoni emessi / n° di fotoni assorbiti

La sostanza utilizzata come riferimento deve avere la stessa
assorbanza del campione alla lunghezza d'onda di ec citazione e
deve emettere nella stessa zona spettrale in cui em ette il
campione: in questo modo le aree sottese dalle curv e di
emissione ottenute sono misurate nelle stesse condi zioni
sperimentali. Sperimentalmente viene calcolato risp etto ad un
composto di riferimento con ®e noto mediante l'equazione
seguente:

os= ar.(Ar/As).(nr2/ns?2).(Ds/Dr)

dove as e il rendimento quantico del campione da determin are,
@r il rendimento quantico del riferimento, Ar I'asso rbanza del
riferimento  alla lunghezza donda di eccitazione, A S

lassorbanza del campione alla Ilunghezza donda di

eccitazione, ns l'indice di rifrazione del solvente in cui

sciolto il campione, nr lindice di rifrazione in ¢ ui e
sciolto il riferimento, Ds l'area sottesa dalla cur va di
emissione del campione e Dr l'area sottesa dalla cu rva di

emissione del riferimento.

Misure dei tempi di vita degli stati eccitati

Una proprieta fotofisica questa, che puo essere uti lizzata per
distinguere un tipo di lipide da un altro poiché il tempo di
vita dello stato eccitato del Nile Red, cambia a se conda

dell’intorno chimico.

Le misure dei tempi di vita degli stati eccitati so no state
effettuate utilizzando un dispositivo a fotone sing olo, uno
strumento in grado di misurare i tempi di vita degl i stati

luminescenti in un range compreso tra 0.5 ns e 30 ps. La
tecnica si basa sulla probabilita che un singolo fo tone emesso
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da un campione fluorescente venga captato da un opp ortuno

rivelatore ad alta sensibilita.

CPU

Fig.7.  Schema a blocchi di un dispositivo a fotone singolo

Il funzionamento dello strumento si basa sui seguen ti
principi: se in seguito all'impulso di eccitazione emesso
dalla lampada, il campione emette un fotone, il
fotomoltiplicatore Dstop rileva il fotone emesso da | campione

e manda un segnale (segnale di stop) al TAC, che, i n pratica,
funge da cronometro poiché misura lintervallo di t empo
trascorso tra il segnale di start, che corrisponde

all'eccitazione del campione, e il segnale di stop, che
corrisponde all’'emissione di un fotone da parte del campione;
tale intervallo di tempo e tramutato in un segnale elettrico

inviato in seguito all'analizzatore multicanale MCA

N
Y
numero %
- - "'.,.
di colpi R
per canale %,
"
2 "w‘.«"‘-“ﬁ'm,-mh
_—
-
numero del canale
(valori temporali)

Fig.8. Esempio di un profilo di decadimento monoesponenzi ale. | fitting
mono- e bi- esponenziali sono stati ottenuti con un "analisi ai minimi
quadrati e la loro attendibilita viene espressa dal fattore c2, che deve
avere un valore di circa 1 affinché l'interpolazion e sia attendibile.
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| dati ottenuti dall’analizzatore multicanale vengo
seguito inviati al computer che ricostruisce il pro
decadimento come quello riportato in figura 8.

Un decadimento monoesponenziale della curva intensi

segnale contro tempo €& giustificato dalla relazione

=1 oe @9

dove | 4 é l'intensita dello stato eccitato al tempo 0 e
tempo di vita dello stato eccitato, e viene utilizz
stati eccitati che decadono con cinetiche del primo
Esistono casi piu complessi in cui si osservano dec
multiesponenziali o non esponenziali.

Va infine tenuto conto che il tempo di vita di uno
eccitato dipende dalla temperatura, essendo una gra
derivazione cinetica.

Anisotropia di fluorescenza

Le misure di anisotropia di emissione sono utili st
verificare se il colorante si € intercalato o meno
qualche parte della micella. Valori di anisotropia

da zero supportano l'ipotesi che il Nile Red si int
negli strati micellari e che quindi possa essere ef
utilizzato come “probe lipidico”.

Le misure di anisotropia di fluorescenza sono princ
utilizzate per studiare la dinamica di rotazione di
fluoroforo nello spazio ed il trasferimento di ener
eccitazione. La velocita e la liberta di rotazione
condizionate da fattori propri del sistema fluoresc

la sua massa e la sua struttura, e da altri legati
proprieta del mezzo. Per questo I'anisotropia di fl

e tradizionalmente utilizzata per studiare processi
comportino variazioni configurazionali o struttural

per misurare la mobilita di una specifica sonda all

una membrana ed in particolare in sistemi supramole
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L'anisotropia di fluorescenza & una grandezza che p ermette di
quantificare la polarizzazione della fluorescenza p roveniente

da un campione eccitato con luce polarizzata.

Le misure di polarizzazione sono eseguite inserendo due
polarizzatori: uno nel percorso ottico di eccitazio ne e uno in

quello di emissione figura 9.

Absorbing
—1 dipole

Emitting dipole — Ny "

Source /\
Excitation light
polarized along z

=== ———
\

y

Detector

Fig.9 . Funzionamento schematico dello strumento che misura in

anisotropia di fluorescenza

Si misurano le intensita di fluorescenza con il pol arizzatore

di emissione orientato parallelamente (I ) e

perpendicolarmente (I 1 ) al polarizzatore di eccitazione, e

viene valutato il grado di polarizzazione, P.

P=( _-1y) /(0 _*+y)

Spesso perd0 € pil conveniente usare un‘altra relazi one,

I'anisotropia, r, indicata di frequente anche A.

r= (l =-| I ) /(l =+2| Il )
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dove il valore di (I _+ 2l ) e proporzionale alla intensita

emessa totale, indipendentemente dalla direzione di raccolta,
cioé alla somma della componente parallela alla pol arizzazione

di incidenza e delle due componenti perpendicolari ad essa.
L'origine dell'anisotropia di fluorescenza é legata alla
polarizzazione delle transizioni elettroniche nelle molecole:
ad ogni transizione e associato un vettore chiamato momento di
transizione, che possiede wuna determinata orientazi one
rispetto alla struttura della molecola. In generale quando la
disattivazione di uno stato eccitato avviene per Vi a
radiativa, il fotone emesso risulta essere polarizz ato
parallelamente al momento di transizione: se quindi si osserva
una sola molecola, la polarizzazione della luce eme ssa e
parallela alla direzione individuata dalla transizi one

responsabile della fluorescenza.

In generale perd le misure vengono effettuate su un grande
numero di molecole simultaneamente, e per di piu qu este
molecole sono orientate in modo del tutto casuale e sono
libere di ruotare se sono in soluzione. Nonostante cio, se
l'eccitazione viene effettuata con luce polarizzata e
possibile ottenere emissione di luce polarizzata. Q uesto
avviene poiché in tal modo si effettua una eccitazione
selettiva del campione sulla base dell'orientazione dei

momenti di transizione, questo fenomeno é detto fot oselezione.
La probabilitd di eccitare ogni singola molecola di pende
dall'orientazione del momento di transizione rispet to al piano

di polarizzazione della luce di eccitazione: nel ca so di luce
non polarizzata tutte le molecole si trovano nella stessa
situazione. La probabilita di eccitare una singola molecola é
massima quando il piano di polarizzazione della luc e di
eccitazione e parallelo al momento di transizione e d € minimo
guando é ad esso perpendicolare. Utilizzando luce p olarizzata,
verranno eccitati prevalentemente quelli orientati in modo
tale che il momento di transizione risulti parallel o al piano

di polarizzazione della luce di eccitazione. L'emis sione di
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luce a seguito dell’eccitazione avverra pure in mod

polarizzato secondo la direzione individuata dai mo menti di
transizione.

Se si utilizza luce non polarizzata, non osserviamo alcuna
polarizzazione macroscopica, poiché I'emissione com plessiva e
la somma di transizioni orientate in modo casuale.

Una misura di anisotropia di fluorescenza su moleco le
immobilizzate, ad esempio congelando la soluzione, permette di
calcolare l'angolo compreso fra il momento di trans izione
associato ad una qualunque transizione in assorbime nto e
quello relativo alla transizione responsabile dell’ emissione.
Precisamente, se © e l'angolo tra il piano di polarizzazione

della luce incidente e il momento di dipolo della t ransizione
di una particolare molecola, la probabilita di asso rbimento é
proporzionale a cos2 0.

Al contrario, se possono aversi molte collisioni e rotazioni
molecolari disordinate prima dell’emissione, I'orie ntazione
ordinata delle molecole eccitate sara persa e I'emi ssione
osservata non sara polarizzata. I fenomeno viene d etto
depolarizzazione della fluorescenza.

Percid misure di polarizzazione della fluorescenza (o di
anisotropia della fluorescenza) possono fornire inf ormazioni
sulle  velocita dei moti molecolari . Infatti i tempi di vita
caratteristici  della fluorescenza sono dell'ordine di
grandezza dei moti di rotazione delle molecole biol ogiche
tipiche in soluzione acquosa a temperatura ambiente , per cui

le misure sulla perdita di polarizzazione (depolari Zzazione)
della radiazione emessa sono particolarmente utili nello
studio della dinamica molecolare
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Scopo della tesi

Il crescente interesse verso gli acidi grassi polin
appoggiato dal recente significato che hanno acquis
materia di salute e prevenzione di malattie, insiem
difficolta nel reperirli, hanno dato impulso ad una
ricerche concentrate sul bisogno di trovare fonti a

tali sostanze,

in particolare di quelle presenti qu

esclusivamente nei  pesci (acido eicosapentaenoico
docosaesanoico).

Osservatori mondiali dello stato di salute della so

'AHA ( American Health Association)
alcuni anni raccomandato di aumentare l'apporto die
n-3 PUFA anche negli individui sani. In risposta, n
sono stati incorporati in fonti di cibo tradizional
composizione in acidi grassi di oli tradizionali (a

soia e colza) & stata geneticamente modificata prop
offrire fonti piu concentrate in n-3 PUFA, tuttavia
alternativa si € avuta solo con l'avvento delle alg
delle poche fonti terrestri di acido docosaesaenoic
forma concentrata.

| PUFA di maggior valore nutrizionale, verso i qual
l'interesse dell'industria alimentare e farmaceutic
I'acido v-linoleico (GLA, C18:3n-6) e l'acido arachidonico
(ARA, C20:4n-6) fra gli omega-6; I'acido eicosapent

(EPA, C20:5n-3) e I'acido docosaesaenoico (DHA, C22

gli omega-3. La produzione di lipidi con un process
fermentativo che utilizzi microorganismi oleaginosi

tuttavia, promettente anche per quelle applicazioni
industriali legate al settore della bioenergia.

Differenze sul profilo degli acidi grassi sono stat
opportunamente documentate nei lieviti che crescono

., 1976; Mc Murrough |

1976; Watson K

temperature (Arthur H et al

Watson K, 1978; Watson K et al,
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ci0 nonostante, non € ancora stato fatto uno studio
comparativo rigoroso sui comportamenti fisiologici

psicrofili obbligati, facoltativi e mesofili. Il pr

studio ha pertanto voluto anzitutto colmare tale la
confrontando sia i parametri di crescita che la com

lipidica di 26 ceppi di lieviti, rappresentanti di

raggruppate sulla base dei limiti di temperatura in

obbligati, facoltativi e mesofili.

Consapevoli che i microrganismi adattatisi a vivere
freddi

inesplorata di biodiversita potenzialmente applicat

ambienti permanentemente rappresentano una f
studio ha voluto riconoscere, proprio fra quelli, n

da potere impiegare come SCO, per sviluppare proces

competitivi di produzione di oli microbici. L’idea
individuare specie oleaginose fra quelle adattate a
habitats con valori di temperature prossime allo ze
verosimile, essendo noto il ruolo essenziale che ac
altamente polinsaturi, immagazzinati nei fosfolipid
membrana, avrebbero nel mantenimento delle funziona
membrana in ambienti permanentemente freddi.

| tre gruppi di lieviti sono stati coltivati in un

avente un rapporto C:N ottimizzato a favore del pri
diverse temperature, per capire se i parametri di s
'accumulo dei lipidi, la composizione in acidi gra

loro grado di insaturazione potevano dirsi risposte
acclimatazione o di adattamento. Era nostra intenzi

quali forme di adattamento metabolico appoggiano la

di microrganismi psicrofili a sopravvivere in ambie
glaciali, che é frutto di una specializzazione fisi

poco indagata e, inoltre, se potevano essere in rel

I'efficienza della sintesi dei PUFA.

D’altro canto, I'efficienza del processo microbico

€ un parametro da non trascurare, essendo chiaro da
economiche che solo una produzione microbica con al

coefficienti di resa negli acidi grassi di interess
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realmente competere con la quantita di oli prodotti dai semi

delle piante, normalmente utilizzati in ambito indu striale.
Per meglio evidenziare le eventuali potenzialita ap plicative
dei lieviti psicrofili, sarebbe stato utile approfo ndire la

conoscenza di un microrganismo marino eterotrofo,

Schizochytrium  limacinum SR21, notoriamente capace di
accumulare alte percentuali di lipidi nella sua mas sa
microbica (quasi mai inferiore al 20% in peso). Si tratta di
uno dei pochi microrganismi attualmente gia impiega to per la
produzione industriale di DHA attraverso un process o di

fermentazione.

Poiché parte importante delle nostre analisi sarebb e stata,
infine, la quantificazione continua, a diversi temp i di
fermentazione del contenuto lipidico intracellulare di piu
colture anche avviate contemporaneamente, I'aspetto piu
limitante del lavoro sarebbe stato la determinazion e di quel
contenuto con metodo classico ( Folch ), i cui numerosi steps
preparativi non garantiscono la quantificazione acc urata e la
riproducibilita delle misure. Quindi, era necessari 0 provare a
mettere a punto un metodo pio semplice e rapido per la
determinazione quali-quantitativa dei lipidi intrac ellulari,
che caratterizzasse al meglio il nostro sistema e ¢ he poteva
essere utile anche per ulteriori studi come il moni toraggio di
composti o di mutanti che possono influenzare la fo rmazione
dei corpi lipidici. I metodo di analisi ottimale d oveva
risultare facile, veloce e a basso costo; tutte qua litd di una

misura di spettroscopia di fluorescenza.

In conclusione, si puo dire che questo studio é sta to iniziato
con l'obiettivo di contribuire ad aumentare le cono scenze
sulla natura dei meccanismi metabolici che regolano 'accumulo
dei lipidi nelle cellule di lievito, nonché delle r isposte
fisiologiche che permettono ai lieviti psicrofili p rima di

adattarsi, quindi di riuscire a vivere in ecosistem [
permanentemente freddi. Riuscire, nel frattempo, an che a
verificare buone rese in prodotto lipidico di inter esse,
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rappresenterebbe un valore aggiunto per questa rice rca da cui
partire per applicazioni biotecnologiche interessan ti ed

innovative.
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Materiali e metodi

Ceppi e condizioni di coltura

I ceppi di lieviti psicrofili obbligati (o psicrotr ofi) e
psicrofili facoltativi (o psicrotolleranti), impieg ati in
questo studio provengono dalla collezione di lievit i del
Dipartimento di Biologia Vegetale dell’'Universita d i Perugia
(DBVPG) (www.agr.unipg.it/dbvpg), dalla collezione americana
ATCC (American Type Culture Collection), oppure dal le
collezioni del Dipartimento di Scienze Farmaceutich e

dell’'Universita di Bologna.

I 20 ceppi di lieviti psicrofili sono stati isolati da
campioni di ghiaccio, sedimenti e acque di fusione provenienti
da due ghiacciai alpini italiani (Turchetti et al., 2008).
Questi appartengono alle specie Cryptococcus gilvescens :
Rhodotorula creatinivora , Rhodotorula laryngis , Rhodotorula
glacialis , € alla specie yeast-like Aureobasidium pullulans ;
l'identificazione dei ceppi riconosciuti come Leucosporidium

spp. and  Mrakia spp. € tuttora in corso.

| 6 ceppi di lieviti mesofili, appartengono alle di verse
specie di Saccharomyces cerevisiae , Saccharomyces exiguus :
Kluyveromyces marxianus , Pichia farinosa e finalmente

Zygosaccharomyces rouxii

Per meglio comprendere I'efficienza della sintesi d egli acidi
grassi polinsaturi da lieviti, la ricerca e stata a mpliata
inserendo un microrganismo gia commercialmente util izzato per
produrre PUFA. Si tratta del microfungo marino eter otrofo
Schyzochitrium limacinum SR21 che appartiene alla famiglia

delle Thraustochytriidae, ordine Labirinthulida, di proprieta
della American Type Culture Collection (Honda D etal .,1998).
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Ceppo Sigla DBVPG
Psicrofili obbligati

Leucosporidium sp. 4753
Leucosporidium sp. 4799
Rhodotorula creatinovora 4794
Mrakia sp. 4775
Mrakia sp. 4756
Mrakia sp. 4757
Mrakia sp. 4761
Mrakia sp. 4754
Mrakia sp. 4801
Rhodotorula glacialis 4806
Rhodotorula glacialis 4785
Rhodotorula glacialis 4786
Rhodotorula glacialis 4716
Psicrofili facoltativi

Rhodotorula laryngis 4765
Rhodotorula laryngis 4772
Aureobasidium pullulans 4778
Cryptococcus gilvescens 4714
Cryptococcus gilvescens 4720
Cryptococcus gilvescens 4803
Cryptococcus gilvescens 4722

Tab. 1. Elenco dei ceppi di lieviti psicrofili obbligati e facoltativi

utilizzati nello studio.

Ceppo Sigla DBVPG

Saccharomyces boulardii codex

Saccharomyces cerevisiae L19

Saccharomyces exiguus L10

Kluyveromyces marxianus L3

Pichia farinosa L9

Zigosaccharomyces rouxii L20

Tab. 2.  Elenco dei ceppi di lieviti mesofili utilizzati nel lo studio.

Per questo studio & stato messo a punto un terreno di coltura
specifico, ossia, un medium complesso GMY che diver samente dai
terreni normalmente impiegati per coltivare lieviti , vanta un
eccesso di fonte di carbonio a fronte di una carenz a,

opportuna, di fonte azotata.

Tutti i ceppi di lievito inseriti nella ricerca son o stati
prima isolati quindi mantenuti su piastre ( figura 1) e becchi
di clarino di terreno complesso GMY agarizzato (18% wiv),

incubati e conservati a 4°C.
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Il terreno complesso GMY é cosi definito: contiene 40 g/L di

glucosio quale fonte di carbonio, 3 g/L di estratto di lievito
(Difco Laboratories, Sparks, MD, USA) quale unica f onte di
azoto, 8 g/L di KH .PQ, e 0.5 g/L di MgSO 4 - TH >0 (Buzzini P.,
2001); un pH finale corretto a 5.5. Salvo diversa i ndicazione,
tutti i prodotti sono stati ottenuti dalla Sigma-Al drich

(Steinheim, Germania).

| soluti del terreno GMY hanno la seguente composiz ione
percentuale (w/w): 0.79% N, 32.05% C, 9.49% H, che corrisponde
ad un rapporto C:N (w/w) di 40.6:1.

Per poter rendere valida la clusterizzazione inizia le dei
ceppi di lievito in studio fatta sulla base dei div ersi limiti

di temperatura tollerati, sono state osservate le ¢ inetiche di
crescita di ciascun microrganismo in terreno comple sso GMY a
diverse concentrazioni di glucosio e alle diverse t emperature.
Le prove sono state condotte in modalita batch in b eute
agitate mediante un agitatore orbitale refrigerato e non (150
rpm).

Fig.1.  Esempio di colonie di lievito psicrofilo
(Rhodotorula  glacialis DBVPG 4785) su terreno
agarizzato GMY.

Il microfungo Schyzochitrium limacinum SR-21 e stato coltivato
inizialmente in un terreno ben definito (YPD in sea water),
ottenuto usando esclusivamente acqua di mare e che si compone
dei seguenti ingredienti: estratto di lievito, 1 g/ L; peptone

1 g/L e D (+) glucosio 5 g/L. pH ottimale: 7.

Il microrganismo € stato preservato effettuando tra pianti
mensili in terreno fresco agarizzato.
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Prove di crescita in beuta, scale up in fermentator
parametri monitorati

| ceppi di lievito psicrofili obbligati e facoltati

stati coltivati alle due temperature di 4 e 18°C pe
giorni, tempo in cui viene conseguita la fase stazi
crescita. Le beute sono state inoculate, come di co

volivol), a partire da preinoculi in fase esponenzi
crescita coltivati alla temperatura di 4 e 18°C.

| lieviti mesofili sono stati coltivati alle due te

di 18 e di 30°C, per 14 e per 5 giorni, rispettivam
beute, in questo caso, sono state inoculate (10% vo
partire da pre-colture di 5 giorni e sviluppate all
temperatura ottimale di 30°C.

Le cinetiche di crescita sono state seguite lavoran

da 500 ml di volume riempite con 50 ml di terreno ¢
GMY. | preinoculi invece sono stati preparati in be

ml riempite con 10 ml dello stesso terreno compless

Per le prove effettuate in bioreattore, dai ceppi i
sono state ottenute preventivamente delle precoltur
per inoculare beute da 1 L con frangionda riempite
dello stesso terreno. Le colture sono state sempre
per tutto il tempo della prova alle temperature des
in agitazione costante.

Periodicamente, dalle colture in beuta o ugualmente
avviate in fermentatore, campioni di brodo coltural
prelevati, per monitorare la crescita dei ceppi att
seguenti parametri:

- torbidita del brodo colturale tramite misure

spettrofotometriche alla lunghezza d’onda di 600 nm

- numero di cellule mediante camera di Burker e conta
vitalita cellulare su piastra;

- peso secco della biomassa  sviluppata,
gravimetricamente;

- quantita di glucosio rimanente nel mezzo di coltura

HPLC;

124

Vi sono
r 14

onaria di
nsueto (10%

ale di

mperature
ente; le
I/vol) a

do su beute
omplesso
ute da 100

0.

n esame

e impiegate

con 150 ml
mantenute

iderate e

da quelle
e venivano

raverso i

(OD 600);

della

misurata

tramite



- composizione lipidica mediante metodo Folch e successiva

anlisi gascromatografica.

Tutte le misure sono state effettuate dopo 14 giorn i, per le
colture cresciute a 4 e a 18°C, dopo 5 giorni, per quelle

cresciute a 30°C.

Le velocitd specifiche di sviluppo massime sono sta te
calcolate durante la fase di crescita esponenziale, che
graficamente corrisponde alla pendenza del tratto r ettilineo
della curva di crescita su scala semilogaritmica, m ediante la

seguente formula:
Hmax = IN(X 2= X))/t 2t 1)

incuiX ,eX ;sonoivaloridi OD s00 ai tempi t et 4.

Colture del ceppo di psicrofilo obbligato Rhodotorula
glacialis DBVPG 4785 in beute agitate contenenti 4 o 40 g/L di
glucosio sono state avviate per valutare gli effett i della
diversa disponibilita di glucosio sulla cinetica di sviluppo

del ceppo e sulle rese in prodotto lipidico.

Colture batch in bioreattore

Le prove di fermentazione condotte in modalita batc h sul ceppo
selezionato dallo screening iniziale Rhodotorula glacialis
DBVPG 4785, sono state condotte in un bioreattore S ixfors
V3.01 (INFORS, Svizzera) ( figura2 ).

Il bioreattore €& dotato di sei vessel ciascuno con una
capacita massima di 500 mL ed equipaggiati di 2 tur bine
Rushton da 30 mm, pari alla meta del diametro inter no del
vessel e di uno sparger toroidale da 40 mm posto a 15 mm dal
fondo. E dotato inoltre di un software (Iris V5 IRI S Software,
Infors) on-line che provvede al controllo, alla reg olazione e
alla registrazione di diversi parametri durante l'a nalisi
fermentativa: agitazione, temperatura, pH, ossigeno disciolto,
potenziale redox, flusso di gas, livello di schiuma e feeding.
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Fig.2.

Fermentatore Sixfors (A); vessel Sixfors (B)

Il bioreattore & dotato anche di un pH-metro e di p

peristaltiche

per

base, acido e antischiuma.

l'aggiunta automatica all’occorre

Le colture batch sono state condotte in un volume d

GMY di 400

ml.

| vessel riempiti del terreno privo della fonte di

sono  stati

addizionati

d 01

ml  di

(polipropilenglicole) e sono stati sterilizzati in

121°C per
Maillard,

la

30 minuti.

fonte di

carbonio

Per evitare eventuali

e stata

antischiuma

reazioni

sterilizzata

separatamente ed aggiunta successivamente al terren

Al momento dell'inoculo il bioreattore & stato inoc

40 ml

(10% v/v) di una coltura del lievito in esame in fa

esponenziale, cresciuta in beuta nel medesimo terre

temperatura

di studio.

Tutte le colture batch sono state mantenute ad un’a

di 800
atmosferica

aerobiosi.

rom ed un’aerazione di 0.2
per garantire una condizione
Non €& stata utilizzata nessuna

I/min a pressione

costante d

regolazio

automatica del pH né della schiuma. Quando il siste
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utilizzato per lanalisi simultanea di piu colture,
vessel aveva un suo valore impostato di temperatura
questi sono state nello stesso tempo determinate le

di sviluppo e le concentrazioni lipidiche.

Focalizzando I'argomento sul solo ceppo di lievito

ogni
e di
cinetiche

psicrofilo

Rhodotorula glacialis DBVPG 4785, le temperature scelte per lo

studio in bioreattore sono state, -3, 0, 5, 10, 15,

La temperatura € stata mantenuta costante per tutta
della fermentazione; i fermentatori sono stati port
sotto della temperatura ambiente mediante glicole e
raffreddato in termocriostato e immesso nel circuit

di termostatazione dei bioreattori. Per evitare che

di coltura potesse congelare quando la temperatura
3°C, e stato utilizzato NaCl 30g/L. La crescita del
bioreattore é stata seguita monitorando a tempi pre
come di consueto, la torbidita, il peso secco e la
concentrazione di glucosio residuo. Quando la fase

era conseguita, la biomassa veniva raccolta e desti

analisi sulla composizione lipidica delle cellule.

Per  Schyzochitrium limacinum SR-21 sono state
fermentazioni in terreni YPD in acqua di mare con d
disponibilita di carboidrato. Il terreno povero in

aveva un contenuto di 6 g/L di D(+) glucosio che di
pari a 60 g/L nel terreno ricco in fonte di carbon

3). Le condizioni di agitazione ed aerazione (200 rp
NI/min) erano le stesse. Il volume di fermentazione

ml, con un inoculo iniziale al 10% (v/v). Durante i

€ stato costantemente monitorato I'andamento del pH
quanto riguarda il controllo di tutti gli altri par

processo questo é stato effettuato usando gli stess

gli stessi criteri delle fermentazioni compiute sui
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Prove di fermentazione su Schizochytrium limacinum SR21

Terreno povero Terreno ricco

Glucosio 6 g/l 60 g/l
Peptone 149/ 10 g/l
Yeast Extract 1g/ 10 g/l
Temperatura 25°C 25°C
pH iniziale 7 7
Agitazione 200 rpm 0,6 NI/min
Aerazione 200 rpm 0,6 NI/min

Tab.3. Condizioni di coltura per le fermentazioni di S. i

Metodiche analitiche adoperate

macinum SR21.

Misurazione della massa cellulare: torbidita e peso secco

Dopo ogni inoculo in terreno fresco e stato valutat o lo
sviluppo della massa microbica in coltura prelevand o ad
intervalli di tempo definiti piccole aliquote di br odo
trattate per effettuare misure di assorbanza e di p €s0 secco.
Assorbanza. L’aumento dell’assorbanza a 600 nm (A60 0) e stato
valutato utilizzando uno spettrofotometro Beckman D U® 530,
Life Science UV/VIS.

Peso secco. Per misurare I'aumento del peso secco s ono stati
prelevati, direttamente dai bioreattori oppure dall e beute
rispettivamente 10 ml o 2 ml di coltura che venivan o filtrati

su una membrana di nitrocellulosa precedentemente p esata
(porosita di 0.45 um). La biomassa veniva lavata co n acqua
distillata sterile e la membrana posta ad essiccare per 24 ore

a 105°C, ricavandone poi la biomassa netta.

Misurazione del numero di cellule: conta microscopi ca e
conteggio vitale su piastra

Conta microscopica. Il metodo utilizza un particola re vetrino
tarato detto camera Burker utile per il conteggio a I
microscopio dei microrganismi. Una piccola quantita di
sospensione cellulare € stata trasferita sul vetrin o, con il
coprioggetto montato, permettendo il riempimento de lla camera
per capillarita. Ciascun quadrato della camera Burk er, con il
coprioggetto in posizione, ha un volume di 0.1 mm Sodi10 *
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cn?. Essendo 1 cm equivalente a 1 ml la concentrazione di

cellule per ml sara determinata con il seguente cal colo:
Cellule per ml = conteggio medio di cellule per qua drato x

fattore di diluizione x 10 4

Conteggio vitale in piastra. Il metodo & alquanto p reciso ed
implica limpiego di piastre petri contenenti I'opp ortuno
terreno GMY o YPD agarizzato. Al conseguimento dell a fase
stazionaria di crescita sono state contate le unita formanti
colonie (CFU) dei lieviti oppure del microrganismo marino
inoculando le piastre con campioni diluiti del brod o colturale

in modo da ottenere colonie separate del microorgan iISmo in
esame.

Analisi del glucosio con HPLC

Per determinare il glucosio residuo in coltura, 1 m | di brodo
veniva centrifugato (10.000 rpm per 10 minuti) e il surnatante
utilizzato direttamente per I'iniezione in HPLC. Pe r questo
fine e stata impiegata una colonna capillare Aminex HPX-87H ad
esclusione ionica a temperatura ambiente. L’iniezio ne é stata
effettuata mediante un auto campionatore che misura un volume
di iniezione di 10 ul esatti, garantendo cosi [lalta
riproducibilita dei volumi iniettati. L'analisi e s tata
condotta con eluizione isocratica, utilizzando come eluente
acido solforico 0.01 N, preparato con acqua deioniz zata
filtrata impiegando filtri da 0.45 um (Millipore), e velocita

di flusso 0.6 ml/min. L'assegnazione dei picchi € s tata
effettuata sulla base del tempo di ritenzione del g lucosio: RT

= 8.9. La quantificazione delle sostanze e stata es eguita
mediante integrazione dell’area sottesa ai picchi. A tal fine

e stata necessario il riferimento ad una retta di t aratura ( R
+0.999)

Analita  Equazione retta di regressione
glucosio y =20848+139020 x

costruita utilizzando le seguenti concentrazioni di standard
0,0.1,0.5,1.0, 2.0, 5.0, 10.0, 20.0, 30.0 e 40.0 g/L.
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La rivelazione della fonte di carbonio e stata effe ttuata da

un detector ad indice di rifrazione (RID, refractive index
detector ). Il rivelatore ha il compito di misurare la

differenza dell'indice di rifrazione tra la cella c ontenente
il campione e la cella di riferimento che contiene solo
'eluente. Per l'analisi viene utilizzato un fascio di luce
collimato e filtrato che permette di rimuovere la | uce IR che
riscalderebbe il campione. Una volta che I'eluente contenente
I'analita & entrato nella cella di misura, il fasci o di luce
viene deflesso ed inviato ad un fotodiodo che produ ce un
segnale in uscita diverso da quello prodotto dal so lo eluente,
generando un picco sul cromatogramma. Questo rivela tore ha il
vantaggio di non risentire delle variazioni di flus SO in
entrata, sebbene abbia una prestazione fortemente ¢ ondizionata
dalla temperatura in uso e richiede, pertanto, di e ssere

termostatato con cura.

Colorazione dei lipidi intracellulari ed osservazio ne al
microscopio

Per valutare la quantita di “olio” accumulato nelle cellule
microbiche é stato utilizzato un colorante lipofilo , il Sudan

Black B . Nelle cellule colorate dei microorganismi che

contengono inclusioni citoplasmatiche lipidiche, so no ben
visibili al microscopio ottico granuli intracitopla smatici di
colore blu scuro che non sarebbero altrimenti visib il se i
granuli fossero assenti (Thakur M.S., Prapulla S.G. e Karanth
N.G., 1989). Prima dell'osservazione microscopica, le cellule
sono state fissate alla flamma su un apposito vetri no e
ricoperte con una soluzione 3 g/L di Sudan Black B (Sigma
Aldrich) in etanolo 70%. Dopo 10 min il vetrino € s tato lavato
con acqua, lasciato asciugare ed osservato al micro scopio con

obiettivo ad immersione 100X a luce diretta quindi

eventualmente fotografato.

Estrazione ed analisi dei lipidi mediante GC/MS

L'analisi dei lipidi si compone di tre fasi fondame ntali:
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v’ estrazione

AN

idrolisi e derivatizzazione

v' analisi dei lipidi mediante impiego di un gas-

cromatografo
La biomassa delle colture arrivate in fase staziona ria é stata
raccolta per centrifugazione (3000 x g, 5 min, 0°C) , lavata
con acqua distillata sterile ed infine stored a -80 °C per
essere poi sottoposta a liofilizzazione (Lyolab 300 0, Heto-

Holten, Allerod, Denmark).

| lipidi sono stati estratti sequendo |l metodo Folch et al
(1957) dopo avervi apportato alcune modifiche. 50 m | di una
miscela cloroformio/metanolo (2:1 v/v) sono stati a ggiunti per
ogni grammo di biomassa liofilizzata che, dopo l'ag giunta, e
stata lasciata in agitazione orbitale per 16 ore. L ‘estratto
ottenuto & stato filtrato in una colonna con celite e
anidrificante di Na »SQ, rimuovendo in questo modo i detriti

cellulari e 'acqua mentre il solvente €& stato rimo SSO con
Rotovapor. La frazione lipidica ricavata & stata pe sata e
raccolta. Il parametro di resa lipidi/biomassa (Y LX)
calcolato a questo punto, misura i gr di lipidi est ratti per

gr di biomassa secca.

Il profilo degli acidi grassi presenti nell'estratt o lipidico
e stato determinato effettuando un’analisi mediante GC/MS dopo
aver opportunamente trasformato gli acidi grassi ne [
rispettivi metilesteri in accordo con il metodo Morrison e

Smith  (1964). Nel particolare, l'estratto lipidico viene

dissolto in 2 ml di una miscela 1:1 di esano e BF 3 (14% in
metanolo, Sigma-Aldrich) e trasferito in tubi Schle nk. 5 mg di

gliceriltriundecanoato vengono aggiunti al fine di generare lo

standard interno per I'analisi gascromatografica. L a reazione
e condotta in un bagno d'olio termostatato a 100°C per 1 h.
Conclusa la reazione, 2 ml d’'acqua bidistillata son 0 aggiunti

per neutralizzare il BF 3.
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Recuperata la fase organica viene trasferita in un

infine iniettata nello strumento di cromatografia.

Il gas cromatografo impiegato in questo lavoro € lo

tecnico a scopo analitico Hewlett Packard 5890 Seri

basa la sua capacita di indagine sfruttando I'equil
ripartizione di diverse sostanze tra una fase liqui
stazionaria ed una fase gassosa mobile. Il campione

testa alla colonna, & sottoposto al flusso costante

trasporto, l'elio, e viene separato nelle sue compo
funzione di quanto esse sono affini (di solito per

alla fase fissa.

La colonna utilizzata € una HP-5 M.S. (Agilent Tech
diametro interno 0,20 mm, spessore del film 0,5 pm,

30 m), accoppiata ad uno spettrometro di massa a qu
(HP5972 mass selective detector) in modalita EI ion
(energia di ionizzazione 70 eV). L'iniezione é& stat
effettuata a 280°C, lungo la colonna e stato applic
gradiente termico da 80° a 130°C, con un incremento
50°C/min, poi da 130 a 280°C, con un aumento di 5°C
minuti finali di isoterma. Come fase mobile e stato

elio con purezza del 99.999 % ed é stata mantenuta,

analisi, una pressione di testa costante di 9 psi.

Dal confronto del pattern di frammentazione di ogni

ottenuto con la banca dati NISTO5 é stato possibile

caratterizzare la composizione in acidi grassi dei
esaminati. Grazie all'aggiunta dello standard inter
(triundecanoina) € stato possibile inoltre ottenere
determinazione quantitativa dei grassi estratti rap

aree dei picchi.

Per facilitare il confronto delle composizioni lipi
risultate da ogni campione di lievito testato, a ci

questi e stato assegnato dopo averlo opportunamente

un indice di insaturazione (Ul, unsaturation index

che rappresenta il numero di doppi legami presenti
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catena di acido grasso moltiplicato per la sua quan
relativa e si esprime come di seguito:

1xA1 + 2xA2 + 3xA3

Ul =
total fatty acids

Misure di spettroscopia di fluorescenza

Le prove effettuate in spettroscopia di fluorescenz
richiesto i seguenti composti: Nile Red (C20H18N202
standard Fluka, 100 mg, PM 318.37, F 8-10), acetone
PBS (Phosphate Buffer Solution 10 mM, 0.15 M KCI, p
acetonitrile (Uvasol), SDS (Sodio Dodecil Solfato).

Fra I'enorme quantita di coloranti organici & stato

il Nile Red poiché risponde a requisiti precisi per
rivelazione dei lipidii mostra forte colorazione
fluorescenza in presenza di oli, alta solubilita in
sostanze e incapacita di interagire con qualsiasi a
costituente tissutale che non sia gia in soluzione.

inoltre di un colorante che si mostra idoneo ad ess
utilizzato nellambiente acquoso delle cellule poic
dissolve preferenzialmente nei lipidi. 1l Nile Red

altre due caratteristiche particolarmente vantaggio
fluorescenza viene spenta in ambiente acquoso e qui
fluorescenza solo in presenza delle sostanze che si
colorare, infine, il colore della luce emessa varia

dell'idrofobicita del proprio intorno.

| seguenti standard lipidici sono stati scelti per

la relazione fra intensita del segnale fotoluminece
concentrazione di lipide, la capacita del
discriminare il lipide in funzione della sua polari

riproducibilita delle misure.

¢ acido stearico

puriss. p.a. standard per GC, > 99.5 %)
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¢ acido linoleico

o
(acido(9Z,127)-ottadeca-9,12-dienoico, | ” ’
H3(CH2)4CH=CHCH2CH=CH(CH2)7COOH, PM
280.45, Fluka, puriss. p.a. standard per
GC, 299.0 %)
¢ acido o-linolenico =
(acido (97, 12z, 15Z7)-ottadeca-9,12,15-
trienoico, CH3(CH2CH=CH)3(CH2)7COOH, PM e
278.43, Fluka, purum, > 97.0 % (GC))
¢ L- o-fosfatidilcolina HaC, \CHs
N 0
H.C

o | N U
(1,2-diacil-sn-glicero-3-fosfocolina, 0—F—0 0
Sigma, da tuorlo d’'uovo, Type XVI-E, ~ © \—&0

99 % (TLC), polvere liofilizzata)
R1,R2 = residui di acidi grassi

.

0

R1.R; = residui di acidi grassi

Di ciascuno standard €& stata preparata una soluzion e stock,

successivamente diluita per le misure fotofisiche.

La soluzione stock di ciascuno standard €& stata pre parata
sciogliendo 41 mg di lipide in 5 ml di acetone Uvasol (c =
8.202 mg/ml = 0.0288 M). Sono stati in seguito prep arate sei
soluzioni di standard contenenti rispettivamente 5, 10, 20,
30, 40, 50 pl di stock, 3000 ul di PBS e 10 pl di N R. |
bianchi corrispondenti a ciascuna soluzione contene vano la

stessa quantita di PBS e di NR e volumi di acetone

corrispondenti al volume di stock aggiunto. Delle s oluzioni di
standard e dei rispettivi bianchi sono stati regist rati gli
spettri di assorbimento e gli spettri di emissione in  FF

eccitando a 488 nm con slitte di 4 nm.
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Sono stati inoltre registrati gli spettri di eccita zione in RA
a 660nm.

Per le prove sui campioni di lievito, prove di ferm entazione
sono state avviate sul ceppo psicrofilo obbligato Rhodotorula
glacialis DBVPG 4785 e sul facoltativo Cryptococcus gilvescens
DBVPG 4722. Entrambi sono stati coltivati in modali ta batch in
terreno complesso GMY optando per la temperatura di crescita
di 4°C. | microrganismi sono stati seguiti come di consueto,
monitorando la loro cinetica di crescita e misurand oal tf del
processo la concentrazione cellulare, le rese final i in
biomassa secca e lipidi totali. Quindi conseguita | a fase
stazionaria sono stati effettuati prelievi da entra mbe le

colture. Questi sono stati destinati alle misure di

fotoluminescenza.

La soluzione contenente la sonda fluorescente e sta ta
preparata sciogliendo 1 mg di Nile Red in 1 ml di a cetone.
Sono stati registrati spettri di assorbimento e di emissione
di sospensioni cellulari preparate con 100 pl (o vo lumi
opportunamente diluiti) della coltura cellulare in esame, 2 mi
di PBS (Phosphate buffer solution) e 10 pl di soluz ione di NR.

Le misure di assorbimento e di emissione sono state effettuate

nel laboratorio di chimica organica (Dipartimento d i Chimica
“Giacomo Ciamician” Universita di Bologna) del Prof . Luca
Prodi collaborando con il Dott. Massimo Sgarzi e la Dott.ssa

Sara Bonacchi.

Acquisizione degli spettri di assorbimento, di emis sione e di
eccitazione

Per I'acquisizione degli spettri di assorbimento el ettronico é
stato utilizzato uno spettrofotometro UV/Vis Perkin -Elmer 240

a doppio raggio interfacciato ad un computer (CPU).

La registrazione degli spettri di emissione e di ec citazione é
stata effettuata utilizzando uno spettrofluorimetro Perkin
Elmer LS 55 Luminescence Spectrometer , uno spettrofluorimetro
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Perkin

spettrofluorimetro

Elmer LS 50
Edinburgh Analytical
equipaggiato con strumentazione per single photon ¢

Luminescence  Spectrometer

con detector al germanio
Detector per misure nel vicino IR e con uno spettrofluorime
Fluorolog 3 ISA John Yvon — Spex, Instruments S.A., Inc.
Nonostante lo step preparativo che prevedeva il lav
risospensione delle cellule di lievito in un tampon

I'alta densita cellulare rendeva altamente torbidi

motivo per cui € stato conveniente appoggiare con m
front-face (FF) le misure classiche in right-angle

modo da ottenere letture piu affidabili della lumin

campioni in esame minimizzando gli effetti di scatt

acquisendo cosi spettri di emissione piu “puliti”.

Analisi statistica dei dati

Tutti i dati che saranno riportati nel capitolo suc

che riferiscono sulla grandezza delle misure cineti
rese in termini di biomassa cellulare e lipidi prod

profili in acidi grassi di ciascun lievito, risulta
calcolate di almeno tre prove ripetute separatament
medesime condizioni sperimentali.

Le differenze osservate fra le medie di gruppi dive
lieviti (A, B e C) sono state valutate ricorrendo a

Student’'s test. Allinterno dello stesso gruppo di

microrganismi, le differenze fra le medie di esperi

effettuati a differenti valori di temperatura sono

calcolate mediante il test di Student's su campioni
accoppiati. Le differenze sono state considerate
statisticamente significative per P < 0.05.

Le analisi statistiche sono state effettuate usando
Prism 4.0 (Graphpad Software, San Diego, CA).
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Dati sperimentali

Parte prima: lo screening iniziale

Parametri monitorati dei lieviti psicrofili e mesof ili

coltivati in modalita batch

I 20 ceppi di lievito della collezione DBVPG isolat i dai
sedimenti subglaciali e dalle acque di scioglimento dei
ghiacciai alpini Forni e Schorzellina insieme a 6 ¢ eppi di
specie diverse opportunamente scelte di lieviti mes ofili, sono
stati coltivati in modalita batch in terreno comple sso GMY con

un rapporto C:N ottimizzato pari a 40.6:1.

Di tutti i processi sono stati monitorati e confron tati
diversi parametri cinetici e non: la velocita speci fica di
crescita Hmax, | COefficienti di resa biomassa/substrato (Y xis )
e lipidi/substrato (Y us) ed infine sono stati esaminati i

profili lipidici di ciascun lievito effettuando le analisi

quali-quantitative dovute.

Conseguita la fase stazionaria da parte di ogni col tura, la
concentrazione di carboidrato residua nel brodo ven iva
determinata per provare che il conseguimento di que sto stadio
fosse realmente dovuto al consumo della fonte di ca rbonio
disponibile piuttosto che ad altri eventi riconduci bili, per
esempio, alle attivitd metaboliche proprie del micr organismo

in fase esponenziale di crescita.

L’informazione sulla crescita microbica & stata com provata
monitorando costantemente, di tutti i processi, le variazioni
del pH del terreno, l'incremento dell’OD s00 della coltura e del

peso secco della biomassa ed effettuando conteggi d elle CFU su

piastre petri a prestabiliti intervalli di tempo.

Infine, di ogni lievito in studio e a piu tempi fin o]
all'ingresso in stazionaria sono stati osservati i cambiamenti
della morfologia della cellula e la formazione dei corpi
lipidici. Le vescicole lipidiche sono state identif icate

usando opportune sonde fluorescenti.
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Le prove in beuta, che hanno composto lo screening iniziale,

sono state effettuate alle 3 temperature di 4, 18 e 30°C
mentre tutti gli altri parametri del processo veniv ano
mantenuti uguali. Ragione di cio era capire quanto guesta sola
variabile incidesse sulla capacita del microrganism o di
crescere e di accumulare lipidi. Quindi, i ceppi in dagati sono
stati clusterizzati proprio sulla base della loro a bilita a
sviluppare o meno alle 3 diverse temperature specif icate.

Definizione dei 3 gruppi di lieviti: A, Be C

Fra gli psicrofili, 5 ceppi, appartenenti alle spec ie
Leucosporidiella creatinivora e Rhodotorula glacialis e 8
ceppi delle specie riconosciute come Leucosporidium spp. e
Mrakia spp. crescevano a 4°C ma perdevano tale abilita qua ndo
le temperature di coltivazione venivano invece fiss ate a 18 e

a 30°C. | 13 ceppi delle 4 specie su indicate sono tutti degli
psicrofili obbligati. Questi, sono stati raccolti i n un unico
gruppo ovvero, gruppo A

[ Leucosporidium  sp. DBVPG 4753
Leucosporidium  sp. DBVPG 4799
Rhodotorula creatinivora DBVPG 4794
Mrakia sp. DBVPG 4775

Mrakia sp. DBVPG 4756

Mrakia sp. DBVPG 4757

Gruppo A < Mrakia sp. DBVPG 4761
Mrakia sp. DBVPG 4754

sviluppano .
solo a 4°C Mrakia sp. DBVPG 4801
ma non a Rhodotorula  glacialis DBVPG 4806
18°C Rhodotorula  glacialis ~ DBVPG 4785
Rhodotorula  glacialis DBVPG 4786
\ Rhodotorula  glacialis DBVPG 4716
7 ceppi di lievito delle specie Rhodotorula laryngis :
Cryptococcus gilvescens e Aerobasidium pullulans crescevano,
invece, ad entrambe le temperature di 4 e 18 °C ma non a 30°C.
Questi, sono stati raccolti nel gruppo B. Le specie che vi
appartengono sono tutte della categoria dei lieviti psicrofili
facoltativi.
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Rhodotorula  laryngis DBVPG 4765
Rhodotorula  laryngis  DBVPG 4772
Aureobasidium  pullulans  DBVPG 4778

Gruppo B < Cryptococcus  gilvescens  DBVPG 4714
. Cryptococcus  gilvescens  DBVPG 4720
sviluppano a
4°Ceal8°C Cryptococcus  gilvescens  DBVPG 4803
L Cryptococcus  gilvescens  DBVPG 4722
Infine, i 6 mesofili dello studio sono stati coltiv ati con
successo solo alle 2 temperature maggiori di 18 e d i 30°C e
sono stati raccolti nel terzo gruppo: C.
e -
Saccharomyces  boulardii L12

Saccharomyces cerevisiae ~ ATCC 2345
Saccharomyces exiguus L 10

Gruppo C <

sviluppano a Pichia farinosa DBVPG 3626
18°C e a 30°C

Kluyveromyces  marxianus L 3

Zygosaccharomyces  rouxii DBVPG 6399

-
Tutte le colture sono state seguite, monitorando I’ ORo, fino
al conseguimento della fase stazionaria di crescita . A questo
punto, detto punto finale ( tf ) del processo batch, il campione
veniva raccolto e destinato alle misure sul contenu to

lipidico.

Il glucosio residuo, qui misurato, risultava sempre
generalmente assente o inferiore a 0,3 gL 1,

La conta della vitalita cellulare, eseguita ai due tempi di
inoculo (  t0) e finale, dimostrava che a fine processo Il

numero di cellule vitali erano in media comprese fr a3,0x10 %e
1,8x10 ° e che avevano subito un incremento medio rispetto

all'inoculo di un fattore pari a 10 2. indipendentemente dalla

temperatura cui il lievito veniva coltivato.

Pertanto, si pud dichiarare che in merito al consum o di
glucosio disponibile e all'incremento del numero di cellule,
le differenze osservate fra i tre gruppi A, B e C e fra i
componenti di ogni gruppo in funzione della tempera tura di

crescita, non sono risultate significative.
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La cinetica dello sviluppo batch a 4, 18 e 30°C.

La cinetica di crescita di ogni microrganismo € sta
monitorando la variazione dell’OD s00 della coltura dal
e convalidando ogni punto che via via disegnava la

sviluppo del microorganismo mediante misura del pes
della biomassa. Dai dati sul

liofilizzato, infatti,

ricavava una seconda curva di crescita che doveva e
rapportabile a quella prodotta dalla misura dell’OD

Ogni prova e stata ripetuta in triplo cosi che per
lievito si confrontassero 3 cinetiche di crescita,

nelle stesse condizioni sperimentali.

Quando si analizza la cinetica di crescita degli ps
obbligati che crescono solo alla temperatura piu ba
tre stabilite, si nota che la fase esponenziale ini

allo stesso modo, ovvero, dopo almeno 72 ore dall’i
beuta. Tuttavia, al di la di questa somiglianza net
chiaro che la cinetica di sviluppo a 4°C & un compo
specie-specifico (genere-specifico nel caso di quei

i quali manca tuttora la classificazione di specie

Leucosporidium sp. e Mrakia  sp.). Infatti, raggruppando i
microorganismi secondo la specificazione che di lor o ha
riconosciuto il Prof. Buzzini, diventa possibile in dividuare
una similarita sia nella cinetica di crescita (per esempio nei
tempi di inizio e fine della fase esponenziale e ne i valori
della @ a) che nellandamento della curva di sviluppo del
microrganismo.  Pertanto, al conseguimento della fas

stazionaria risulta somigliante, per ceppi della st essa
specie, la resa in biomassa prodotta, pur verifican do,
talvolta, qualche piccola eccezione.

Nelle figure successive sono riportati gli andamenti di

crescita di 2 specie diverse di psicrofili obbligat ia4°C. Le

tre linee di tre diversi colori rappresentano tre p rove

ripetute nelle stesse condizioni sperimentali.
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Mrakia sp. DBVPG 4756

OLes00 (£
65 -
55 -
45 |
35 -
——4°C(D)
25 -
—8—4°C (2
15 | / @
5 - 4°C (3)
‘ l.\ l\ T T T T T 1
5
100 200 300 400 500 600
Tempo (h)
Fig.1.  Curva di crescita del ceppo psicrofilo obbligato Mrakia sp. DBVPG
4756 coltivato in modalita batch in beuta a 4°C.
Rhodotorula glacialis DBVPG 4756
OLe00 [E
65 - ——4°C (1)
55 —8—4°C (2)
45 -
4 (3) —————a————8
35 -
25 -
15 - .
i i
> . ""'V/A\( T T T T 1
5
100 200 300 400 500 600
Tempo (h)
Fig . 2. Curva di crescita del ceppo psicrofilo obbligato Rhodotorula
glacialis DBVPG 4786 coltivato in modalita batch in beuta a 4°C.
Raggiunta la fase stazionaria, gli psicrofili obbli gati
conseguono valori mediamente molto elevati di densi ta ottica e
di peso secco, caratteristica che appare piu eviden te quando
guesti dati vengono confrontati con quelli ricavati sia dagli
psicrotrofi che dai mesofili, indipendentemente dal la
temperatura cui i lieviti, dei gruppi B e C, sono ¢ oltivati (4
e 18°C i primi, 18 e 30°C i secondi). Questi dati s ono
riportati nella tabella 1  ; dalla loro analisi € possibile gia
prevedere quali saranno i coefficienti di resa in b lomassa che

saranno presentati solo nel paragrafo successivo.
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Gruppo Strain

Leucosporidium  sp. DBVPG 4753
Leucosporidium  sp. DBVPG 4799
Rhodotorula creatinivora DBVPG 4794

Mrakia sp. DBVPG 4775
Mrakia sp. DBVPG 4756
Mrakia sp. DBVPG 4757
< Mrakia sp. DBVPG 4761
Mrakia sp. DBVPG 4754
Mrakia sp. DBVPG 4801

Rhodotorula glacialis DBVPG 4806
Rhodotorula glacialis DBVPG 4785
Rhodotorula glacialis DBVPG 4786
Rhodotorula glacialis DBVPG 4716
MEDIA®
DEV.ST®@

Rhodotorula laryngis DBVPG 4765
Rhodotorula laryngis DBVPG 4772
Aureobasidium pullulans DBVPG 4778

m Cryptococcus gilvescens DBVPG 4714
Cryptococcus gilvescens DBVPG 4720
Cryptococcus gilvescens DBVPG 4803
Cryptococcus gilvescens DBVPG 4722

MEDIA®
DEV.ST®
Saccharomyces cerevisiae L12
Saccharomyces cerevisiae ATCC 2345
O Saccharomyces exiguus L 10
Kluyveromyces marxianus L3
Pichia farinosa DBVPG 3626
Zygosaccharomyces rouxii DBVPG 6399
MEDIA®
DEV.ST®

@ media di valori di una colonna (p<0,05); per ogni
di almeno 3 esperimenti, deviazione standard almeno

OD600

4°C
38,33
35,80
46,95
35,39
40,53
40,53
41,92
38,60
40,22
35,10
36,87
39,27
30,97
38,50
3,90
23,30
20,47
16,18
31,46
30,46
36,82
45,15
29,12
10,00

18°C

29,39
31,65
12,05
22,55
21,86
16,80
15,28
21,37
7,26
7,12
5,56
3,06
18,93
19,32
1,7
9,28
7,86

30°C

12,69
10,48
6,90
18,00
25,38
12,74
14,37
6,49

DW
4°C 18°C 30°C
10,48 - -
11,98 - -
11,59 - -
13,17 - -
11,19 - -
11,76 - -
11,88 - -
11,22 - -
11,45 - -
10,36 - -
15,84 - -
13,23 - -
15,50 - -
12,28
1,72
9,55 8,80 -
7,96 8,63 -
725 7,97 -
7,07 8,35 -
891 10,15 -
12,58 6,56 -
12,26 7,43 -
9,37 8,27
2,26 1,13

- 4,11 5,48

- 3,27 3,46

- 1,01 2,29

- 6,45 8,53

- 3,82 5,96

- 2,42 3,56

3,51 4,88
166 2,25

ceppo il valore riportato & una media
inferiore a 0.04.

Tab.1. Elenco dei valori di OD

tempo finale della fermentazione batch per i gruppi

Anche gli psicrofili facoltativi (

fig.3

somiglianza generale nei parametri cinetici, quando

s00 € peso secco (DW: dry weight) misurati al

A, BeC.

e fig. 4) mostrano una

considerare le stesse specie di microrganismi e la

temperatura (4 o 18°C). Infatti, la cinetica di svi
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psicrotrofi coltivati a 18°C e sensibilmente divers a rispetto
a quella degli stessi a 4°C.

Cryptococcus gilvescens DBVPG 4714
70 -
60 - +—4°C (1) 4°C (2)
50 - —&—4°C (3) 18°C (1)
S 4  —=-18C(@Q) —e—18C(3)
a
o) A—,
0 100 200 300 400 500 600
Tempo (h)
Fig.3.  Curva di crescita del ceppo psicrofilo facoltativo Cryptococcus
gilvescens  DBVPG 4714 coltivato in modalita batch in beuta a 4eal8°C.
Rhodotorula laryngis DBVPG 4765
70 - *—4°C(1) 4°C(2)
60 | —a—4°C(3) 18°C (1)
o 071 —m-18C(Q) —e—18°C (3)
o
© 40 -
a
o

600

Fig.4.  Curva di crescita del ceppo psicrofilo facoltativo Rhodotorula

laryngis DBVPG 4765 coltivato in modalita batch in beuta a 4 e a 18°C.
Anzitutto la fase di lag si accorcia a sole 24 ore rispetto
alle 72 ore dei 4°C. Percio un microorganismo psicr otrofo che
cresce ad entrambe le temperature, a 18°C inizia la sua fase
esponenziale dopo un tempo di adattamento minore ri spetto a
quello necessario a 4°C. Al di la della cinetica pi u spinta, a
18°C accade che le rese in biomassa siano mediament e piu basse
rispetto a quelle che si ottengono a 4°C, tuttavia, per alcune
specie la differenza sembra essere meno evidente ch e per altre

mentre  Rhodotorula laryngis rappresenta l'eccezione in tutto
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il gruppo B, infatti ha, in merito alle rese in bio massa
prodotta, un comportamento esattamente contrario pr oducendo di

piu alla temperatura piu alta.

Saccharomyces cerevisiae L12
20 -
18 -
16 | —e—18°C (1) 18°C (2)
14 | —a—18°C (3) 30°C (1)
OLg00 12 | —=—30°C (2) —e—30°C (3)

10

8
. A—A—A
4
2
0 10 20 30 40 50 60 70
Tempo (h)
Fig.5.  Curva di crescita del ceppo di lievito mesofilo Saccharomyces
cerevisiae  L12 coltivato in modalita batch in beutaa 18 e a 30°C.
2 - Kluiveromyces ma  rxianus L3
24 -
22 -
20 - ‘fAQ
18 -
oL 16 -
600 14 |
12
10 —e—18°C (1) 18°C (2)
g —A—18°C (3) 30°C (1)
4 —m—30°C (2) —e—30°C (3)
2
O T T T T T 1
0 10 20 30 40 50 60 70
Tempo (h)
Fig.6.  Curva di crescita del ceppo di lievito mesofilo Kluiveromyces
marxianus L3 coltivato in modalita batch in beutaa 18 e a 3 0°C.
I lieviti mesofili ( fig.5 e fig.6 ) inseriti nello studio come
elementi di confronto, poiché piu noti degli psicro fili, hanno
mostrato dinamiche di sviluppo diverse a 18 e 30°C e, sempre,
specie specifiche. Per questo gruppo le densita ott iche e il
peso della biomassa liofilizzata, al tempo finale, sono
risultati quasi sempre mediamente piu alti alla mag giore delle
due temperature di crescita sperimentate con l'ecce zione di
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Kluiveromyces
diverse, raggiungeva all'ingresso in stazionaria, a
le temperature, circa lo stesso prodotto in biomass

Velocita specifica di crescita p
Il confronto delle velocita specifiche di crescita
coefficienti di resa in biomassa (Y
C alle diverse temperature € stato sintetizzato nel
2. La u  max di ogni ceppo, in ogni condizione di temperatura, €
stata calcolata nel pieno della fase logaritmica di

il valore riportato in tabella € il risultato medio

prove ripetute, mentre, per calcolare il coefficien

di ogni coltura, é stato atteso il raggiungimento d

stazionaria.

In merito alla resa Y WIS
comportamento dei singoli ceppi all'interno di ogni

per una stessa temperatura, non € mai parso tale da
con buona ragione considerare specie specifico. Tut
si va a considerare la temperatura come variabile,
possono fare alcune considerazioni interessanti. An

nota che la p max Media esibita da tutti i lieviti cresciuti a

4°C (gruppo A e B) é di 0,039h 1, senza differenze
significative fra gli psicrofili obbligati e facolt ativi.
D’altro canto, quando questi ultimi sono fatti cres cere a 18°C
piuttosto che a 4°C, la loro u max Media diventa 0,087h 1.
significativamente piu alta di quella osservata a 4 °C.

Lo stesso comportamento € riproposto dai lieviti me sofili
(gruppo C), dei quali, la velocita specifica di cre scita pure
aumenta alla maggiore delle 2 temperature di cresci ta
sperimentate (U max Media pari a 0,147h 1 al8Cea 0,261h * a
30°C).

Infine se si considera la stessa temperatura di 18° C, gli
psicrofili facoltativi crescono a velocita signific ativamente

inferiori se confrontati con i mesofili (4

0,147h | rispettivamente).
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Gruppo Strain puax(h 1)@ Y xis®

4°C  18°C 30°C 4°C 18°C 30°C

Leucosporidium  sp. DBVPG 4753 0.022 R R 0.30 R R
Leucosporidium  sp. DBVPG 4799 0.032 - - 0.34 - -
Rhodotorula creatinivora DBVPG 4794 0.035 - - 0.33 - -
Mrakia sp. DBVPG 4775 0.039 - - 0.37 - -
Mrakia sp. DBVPG 4756 0.035 - - 0.32 - -
Mrakia sp. DBVPG 4757 0.033 - - 0.33 - -
< Mrakia sp. DBVPG 4761 0.054 - - 0.34 - -
Mrakia sp. DBVPG 4754 0.036 - - 0.32 - -
Mrakia sp. DBVPG 4801 0.038 - - 0.33 - -
Rhodotorula glacialis DBVPG 4806 0.051 - - 0.29 - -
Rhodotorula glacialis DBVPG 4785 0.053 - - 0.45 - -
Rhodotorula glacialis DBVPG 4786 0.046 - - 0.38 - -
Rhodotorula glacialis DBVPG 4716 0.036 - - 0.44 - -
MEDIA® 0.039 0.35
DEV. ST 0.009 0.05
Rhodotorula laryngis DBVPG 4765 0.037 0.060 _ 030 0.28 _
Rhodotorula laryngis DBVPG 4772 0.025 0.035 - 0.25 0.26 -
Aureobasidium pullulans DBVPG 4778 0.045 0.064 - 0.21 0.23 -
m Cryptococcus gilvescens DBVPG 4714 0.032 0.156 - 0.23 0.24 -
Cryptococcus gilvescens DBVPG 4720 0.037 0.127 - 0.29 0.29 -
Cryptococcus gilvescens DBVPG 4803 0.046 0.087 - 036 0.21 -
Cryptococcus gilvescens DBVPG 4722 0.053 0.077 - 035 0.21 -
MEDIA® 0.039 0.087 0.28 0.24
DEV. ST 0.010 0.041 0.06 0.03
Saccharomyces cerevisiae L12 _ 0.140 0.249 _ 013 017
Saccharomyces cerevisiae ATCC 2345 - 0.151 0.267 - 0.10 0.11
O Saccharomyces exiguus L 10 - 0.147 0.323 - 0.07 0.07
Kluyveromyces marxianus L3 - 0.175 0.233 - 0.20 0.26
Pichia farinosa DBVPG 3626 - 0.171 0.305 - 0.19 0.18
Zygosaccharomyces rouxii DBVPG 6399 - 0.099 0.192 - 0.18 0.11
MEDIA® 0.147 0.261 0.15 0.15
DEV. ST 0.027 0.048 0.05 0.07
@ Media dei valori di 3 esperimenti; per ogni ceppo, la deviazione standard & sempre
almeno minore a 0.05 h 1
® Media dei valori di 3 esperimenti; per ogni ceppo, la deviazione standard & sempre
almeno minore a 0.04.
© Media dei valori della colonna (t-test, p < 0.05).
Tab.2. Confronto della velocita specifiche di crescita e d elle rese in
biomassa/substrato fra lieviti psicrofili obbligati (A), facoltativi (B) e
mesofili (C), coltivati in terreno complesso GMY a 4,18 e 30°C.
A fronte di quanto appena detto, se si raffrontano adesso le
rese in biomassa dei tre gruppi, si notera che prop rio gli
psicrofili obbligati (gruppo A), che alla loro temp eratura di
sviluppo (4°C) mostrano il piu basso valore in velo cita di
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crescita, rivelano pure il piu alto valore in bioma
prodotta per stessa quantita di substrato consumato

il valor medio della loro Y
dei mesofili che hanno una resa uguale a 0.15 ad en
temperature di crescita (18 o 30°C). Il valor medio

degli psicrofili facoltativi (gruppo B), che cresco

che a 18°C, non e significativamente differente all
temperature (0.28 e 0.24, rispettivamente) tuttavia
confronta a 4°C il dato di questi con quello esibit

gruppo si notera che gli psicrofili obbligati hanno

medio di resa in biomassa decisamente superiore ben
condizioni di crescita siano le stesse di quelle de

(0.35 e 0.28, rispettivamente). Questi, sono dati t
esposti in tabella 2
Resa in lipidi (Y Lx ) € composizione degli estratti

| lipidi totali sono stati estratti solo quando ven
raggiunta la fase stazionaria della coltura batch,

2 giorni di fermentazione per i mesofili e dopo 14

gli psicrofili obbligati e facoltativi. Per ogni ¢

ciascuno dei 3 gruppi I'estrazione dei lipidi & sta

tre volte separatamente.

Il rapporto medio misurato lipidi/biomassa (Y

ceppo di psicrofilo obbligato e facoltativo e per o
mesofilo in esame, e stato valutato all'interno di

e per i gruppi B e C anche in funzione della temper
crescita.

Infine, ad ogni gruppo € stato assegnato un valore
unico, cosi che risultassero piu immediate le event
differenze di comportamento in merito allaccumulo

totali, fra i diversi gruppi di lieviti A, B e C,
indipendentemente dalla temperatura, e anche, in fu
della temperatura sul comportamento di ogni categor

3).
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Gruppo Strain Yoo ur ®
4°C 18°C 30°C 4°C 18°C 30°C
Leucosporidium  sp. DBVPG 4753 0.28 - - 1.02 - -
Leucosporidium  sp. DBVPG 4799 0.58 - - 1.06 - -
Rhodotorula creatinivora DBVPG 4794 0.46 - - 0.95 - -
Mrakia sp. DBVPG 4775 0.25 - - 1.55 - -
Mrakia sp. DBVPG 4756 0.17 - - 1.46 - -
Mrakia sp. DBVPG 4757 0.34 - - 1.21 - -
< Mrakia sp. DBVPG 4761 0.34 - - 1.50 - -
Mrakia sp. DBVPG 4754 0.19 - - 1.44 - -
Mrakia sp. DBVPG 4801 0.13 - - 0.92 - -
Rhodotorula glacialis DBVPG 4806 0.42 - - 1.05 - -
Rhodotorula glacialis DBVPG 4785 0.21 - - 1.30 - -
Rhodotorula glacialis DBVPG 4786 0.17 - - 1.78 - -
Rhodotorula glacialis DBVPG 4716 0.08 - - 0.86 - -
MEDIA® 0.28 1.24
DEV. ST 0.15 0.29
Rhodotorula laryngis DBVPG 4765 0.07 0.14 - 1.03 1.06 -
Rhodotorula laryngis DBVPG 4772 0.28 0.43 - 0.97 0.90 R
Aureobasidium pullulans DBVPG 4778 0.34 0.10 - 091 1.06 -
m Cryptococcus gilvescens DBVPG 4714 0.33 0.27 - 090 071 -
Cryptococcus gilvescens DBVPG 4720 0.21 0.27 - 0.82 082 -
Cryptococcus gilvescens DBVPG 4803 0.34 0.22 - 1.01 0.74 -
Cryptococcus gilvescens DBVPG 4722 0.26 0.36 - 091 083 -
MEDIA® 026 025 0.94 0.88
DEV. ST 0.09 0.11 0.07 0.14
Saccharomyces cerevisiae L12 _ 0.44 0.21 - 0.59 0.73
Saccharomyces cerevisiae ATCC 2345 - 0.20 0.34 R 0.62 0.60
Saccharomyces exiguus L 10 - 0.72 0.1 - 055 0.63
O Kluyveromyces marxianus L3 - 021 012 R 098 0.75
Pichia farinosa DBVPG 3626 - 0.57 0.29 R 086 077
Zygosaccharomyces rouxii DBVPG 6399 - 043 031 R 089 0.76
MEDIA® 043 0.30 0.75 0.71
DEV. ST 0.20 0.13 0.18 0.07

® Media dei valori di 3 esperimenti; per ogni ceppo,
minore a 0.04.
© Media dei valori della colonna (t-test, p < 0.05).

la deviazione standard & sempre almeno

Tab.3. Confronto del rapporto lipidi totali estratti per g
(Y ux) e indice di insaturazione (Ul) fra lieviti psicro
(gruppo A), facoltativi (gruppo B) e mesofili (grup

stazionaria. Terreno complesso GMY.
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Il valor medio dei due coefficienti di resa in prod otto

lipidico Y ux dei gruppi A e B, calcolati entrambi quando 4°C e

la temperatura di crescita comune delle due serie, sono 0.27 e
0.26 rispettivamente; e chiaro che la differenza fr a i due
valori medi riportati & statisticamente non rilevan te. La

stessa osservazione emerge quando si confrontano i

coefficienti di resa Y ux che risultano dagli psicrofili

facoltativi (gruppo B) cresciuti a 4°C e a 18°C; i due
risultati, 0.26 a 4°C e 0.25 a 18°C, sono infatti s imili. A
questo punto, sembrerebbe che la variabile temperat ura, sia
determinante solo per i mesofili, nei quali la Y ux media che
risulta alle due temperature confrontate di 18 e di 30°C é
rispettivamente  0.43 e 0.30. Questo risultato misur a
quellaumento significativo che si ha in estratto | ipidico dai
mesofili quando sono coltivati a 30°C piuttosto che a
temperatura inferiore. Infine, quando si stabilisco no i 18°C
come comune temperatura di crescita, la differenza fra le rese

in lipidi totali Y ux dei due gruppi B e C non risulta affatto

significativa, questo, per il comportamento ceppo s pecifico
dei singoli componenti delle due categorie di lievi ti
raffrontate, che si riflette su un valore di deviaz ione
standard troppo elevato. Del resto, se questa anali si fosse
estesa anche al gruppo A e se si considerassero tut teetrele
temperature, si noterebbe che la capacita di accumu lare lipidi

nella cellula microbica e da considerarsi una carat teristica

perfino ceppo specifica.

La composizione relativa (%) degli acidi grassi com ponenti le
frazioni lipidiche estratte con metodo Folch da tutti i
singoli ceppi di lievito dello studio e a tutte le temperature
di crescita (4, 18 e 30°C), e stata determinata ana lizzando i
cromatogrammi degli estratti; i dati acquisiti, son 0 riportati

nella tabella che segue.
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TGT

Gruppo

Tab.4.

Strain

Leucosporidium sp. DBVPG 4753
Leucosporidium sp. DBVPG 4799

R. creatinivora DBVPG 4794

Mrakia sp. DBVPG 4775

Mrakia sp. DBVPG 4756

Mrakia sp. DBVPG 4757

Mrakia sp. DBVPG 4761

Mrakia sp. DBVPG 4754

Mrakia sp. DBVPG 4801

R. glacialis DBVPG 4806

R. glacialis DBVPG 4785

R. glacialis DBVPG 4786

R. glacialis DBVPG 4716

Media ®
SD

.laryngis DBVPG 4765
.laryngis DBVPG 4772
.pullulans DBVPG 4778

. gilvescens DBVPG 4720
.gilvescens DBVPG 4803

R
R
A
C. gilvescens DBVPG 4714
C
C
C. gilvescens DBVPG 4722

cerevisiae L 12
cerevisiae ATCC 2345
exiguus L 10
marxianus L 3
farinosa DBVPG 3626
rouxii DBVPG 6399

Media ®
SD

Media ®
SD

4°C
16
10
2,6
03
0,6
0,0
0,2
0,7
00
53
48
2,2
03
15
17
08
09
0,0
09
2.2
0,7
00

08
0,73

c14®

18°C  30°C
0,0 -
0,9 -
0,0 -
1,0 -
1,1 -
0,6 -
0,0 -
0,5

0,52
31 1,6
2,4 1,2
36 43
1,1 1,8
0,7 0,9
1,7 1,2
2,1 1,8
1,2 1,2

Ogni dato % per ogni ceppo € la media di 3 prove ri

Media dei valori di una colonna per uno stesso grup

Composizione relativa (%) in acidi grassi degli est
mesofili (gruppo C), in fase stazionaria, coltivati

4°C
185
171
255
157
19,0
20,5
16,9
183
236
22,1
145
139
255
193
3,9
26,0
226
225
26,3
26,2
210
171
231
3,40

c16®

18°C

23,3
29,1
14,2
19,0
18,5
18,0
20,7
20,4
4,70
24,1
21,0
28,9
25,2
20,4
16,9

22,8
4,2

30°C

21,0
21,7
20,3
26,9
23,5
17,5

21,8
3.2

4°C
3,0
2,2
3,0
3,5
2,2
12
2,9
3,2
2,7
2,5
1,4
0,7
1,8
2,3
0,9
18
0,7
0,0
0,2
0,0
0,4
0,0

0,4
0,66

c16:1 @
18°C  30°C  4°C
- - 03
- - 06
- - 19
- - 47
- - 9,0
- - 33
- - 10
- - 68
- - 16
- - 14
- - 2,6
- - 54
- - 10,8
38
33
0,0 - 1,2
19 - 79
0,9 - 41
04 - 15,1
0,0 - 19,1
0,0 - 8,9
0,0 - 28
05 84
0,72 6,6
31,1 403 -
32,2 286 -
21,9 354 -
11,2 9,0 -
2,6 25 -
12,1 9,9 -
18,5 209
11,9 156

c18@

18°C

21
14
1,7
114
112
115
18
59
51
119
134
157
8,2
8,3
11,2
115
29

3.9
16,2
14,1
16,8
8,5
115
118
49

petute separatamente; standard deviation almeno min

po (p < 0.05).

ratti lipidici ricavati dagli psicrofili obbligati
in GMY medium, a 4, 18 e 30°C.

c181 @
30°C 4°C 18°C

583 -
605 -
525 -
287 -
237 -
454 -
365 -
274 -
579 -
454 -
394 -
155 -
434 -
411
143

394
416
579

458
448
611

239 644
22,7 559
373 65,0
690 721

417
169

584
10,2
252
28,6
232
29,6
52,2
38,8
32,9
10,8

ore a0.5.

30°C

32,2
31,0
22,1
29,8
53,9
52,3
36,7
131

c182 @

4°C
12,9
121 -
34 -
17,8 -
157 -
14,9 -
173 -
16,7 -
109 -
115 -
212 -
24,6 -
142 -
148
52

18°C

c183®@

30°C 4°C
- 4,9
- 65 -

- 11,0 -

- 291 -

- 29,2 -

- 147 -

- 25,2 -

- 266 -

- 3,4 -

- 111 -

- 154 -

- 373 -

- 4,1 -

16,9
114

18°C

30,85,8
23,3218
13,@2,2

- 0,(,0
- 28 00
- 2,4 0,0

32,6 3,0
29829
314 45
11,154

- 0,00,0
- 0,00,0
- 0,00,0
- 0,0 0,0

24,5
51
- 00
- 00
- 45
-14,9
- 156
"18,7

13,7
9,6

9,0
8,4

0,7

127

- 0,0
0,0

0,0
00 -
23 -00
83 - 87
104 - 0,0
6,7 0,0
47

4,4

(gruppo A), facoltativi (gruppo B) e dai

0,4
114

15
3,5

30°C

0,0
0,0
0,0
6,2
0,0
0,0
10
25




Desiderando rendere piu semplice I'analisi della gr

dati raccolta, I'informazione piu importante circa
insaturazione degli acidi grassi di ogni ceppo, € S
riassunta in un indice unico e chiaro, chiamato ind

insaturazione (Ul) (

numero di insaturazioni presenti negli acidi grassi

moltiplicato per la loro quantita relativa: maggior

valore, maggiore ¢ il grado di insaturazione medio

grassi del microrganismo.

Alla luce dell’analisi dei dati, alcune considerazi

essere estese a tutti i lieviti inseriti nello stud
prescindendo sia dalla categoria di appartenenza di

dalla temperatura di crescita. Innanzitutto, in tut
lieviti sono stati trovati solo acidi grassi linear

saturi che insaturi, che con una lunghezza di caten

fra 14 e 18 atomi di carbonio, rappresentano sempre
97,6% degli acidi grassi totali presenti. Inoltre,

relativa di acidi grassi insaturi oltre il palmitol
(C16:1,n-9), l'oleico (C18:1,n-9), il linoleico (C1

I" o-linolenico (C18:3,n-3) si pud considerare trascura
sebbene sia tuttavia la componente qualitativamente
importante.

Se si fa un confronto fra categorie, si notera che

psicrofili obbligati e facoltativi che crescono all
temperatura di 4°C esibiscono diversi valori dell’i

ovvero, 1.24 gli obbligati e 0.94 i facoltativi. Se
questo dato lo si valuta assieme al profilo degli e
lipidici dei due gruppi, si vedra pure che quella d

dovuta soprattutto al diverso numero di doppi legam

sugli acidi grassi con 18 atomi di carbonio. Nel gr

acidi grassi C18:2 e C18:3 rappresentano rispettiva
14.8 ed il 16.9%, mentre nel gruppo B, queste perce
restituite al 24.5 e allo 0.7%. La differenza nei r
contenuti in particolare di acido
molto, per l'apprezzabile grado di insaturazione di
acido grasso, sulla differenza finale negli indici
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quantita relativa di C18:1, invece, non si puo dire

in modo apprezzabile fra i due gruppi di psicrofili

e facoltativi.

Qualora poi, si considerasse solo il gruppo B con
temperatura unica variabile, si noterebbero prima d
differenze sulla composizione in acidi grassi dei c¢
cresciuti a temperature diverse, 4 e 18°C. Soprattu
diverso il contenuto di C18:1, maggiore a 18°C piut

4 (58.4 e 41.7%, rispettivamente) e di C18:2, per c

vale il contrario, € maggiore a 4°C (24.5%) mentre

18 (13.7%). Allo stesso modo, non sono state notate
consistenti sul profilo degli acidi grassi dei liev
mesofili quando sono coltivati alle due temperature

30°C.

Sicuramente considerevoli sono state le diversita c
nella composizione quali-quantitativa dei lipidi de
mesofili (gruppo C) e psicrofili facoltativi (grupp
quando, entrambe le categorie sono state coltivate
temperatura comune di 18°C. | mesofili sono piu ric
contenuto percentuale di acidi grassi saturi rispet
psicrofili  facoltativi (36.3 e 26.8%, sono i valori
rispettivi) e, per di piu, risulta minore la lunghe

della catena dell’acido grasso. Considerando la ser

dei C:16 (C16:0 e C16:1) riconosciuti sul cromatogr
lieviti dei gruppi in esame, questa raggiunge il 41

acidi grassi totali nel gruppo C per poi dimezzarsi

B (20.8%); mentre la serie per intero dei C18 (C18:
C18:2 e C18:3), a prescindere dal loro grado di ins
rappresenta il 54.9% degli acidi grassi totali nei

il 78.4% di quelli degli psicrotrofi, gruppo B. Inf
entrambi i raggruppamenti cresciuti a 18°, l'acido
predominante risulta il monoinsaturo acido oleico (

capostipite della serie degli omega-6, che tocca pe

del 58.4% nel gruppo B e del 32.9% nel gruppo C. Ne

psicrofili facoltativi il contenuto di acido oleico
riduce al 41.7% a fronte di un aumento notevole del
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immediatamente piu insaturo (C18:2), che viene rapp
con un 24.5% invece che con il 13.7% dei 18°C. L'ac
e pure lacido grasso piu abbondante negli psicrofi
obbligati, tuttavia in questo gruppo segue per abbo
I'acido a-linolenico con 3 insaturazioni
relativa del 16.9% piuttosto che l'acido C18:2 (14.

invece e, negli psicrofili facoltativi che crescono

€ una presenza

secondo acido grasso piu abbondante (24.5%) dopo, a

I'oleico. Per contro, non vi e differenza significa

contenuto percentuale di acidi grassi C18 nei mesof
cresciuti a 18 piuttosto che a 30°C. Tuttavia, i me

raffrontati con gli psicrofili, a prescindere dai 1

30°C, vantano quantita particolarmente elevate di C

e C18:0 e particolarmente basse di C18:2 ( tabella 4

Con l'obiettivo di capire se le differenze nella co

lipidica fra le cellule di lievito psicrofile e mes
fossero espressione di specifici adattamenti metabo
ambienti diversi, i dati, prima separati fra i tre

e C, sono stati riassunti in due medie; I'una rifer

gruppo degli psicrofili (obbligati e facoltativi),

quello dei mesofili. In questo confronto, la temper
tenuta quale unica variabile.

Anzitutto, é stato osservato che la lunghezza media
catena carboniosa degli acidi grassi € minore nei m

C16
rispettivamente il 42.0 e il 21.9% degli acidi gras

negli  psicrofili. | totali realizzano, infatti,
in toto mentre i C18 totali raggiungono il 54.6% ne
mesofili e il 76.8% negli altri. Per quanto riguard

di insaturazione, questo ha valori maggiori negli p

dove é mediamente pari a 1.07, che nei mesofili il

e invece valutato 0.74. Nel patrticolare, i C18:2 e

sono relativamente piu abbondanti negli psicrofili
8.7%) che nei mesofili dove il loro contenuto perce
riduce sensibilmente (6.85 e 1.2%). In questi ultim

come gia precedentemente ricordato, il maggior cont
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allindice di insaturazione e dato dal ricco conten uto in
acido palmitoleico (C16:1) che da solo rappresenta il 19.7%
degli acidi grassi totali, quando e appena I'1.4% n egli
psicrofili. Infine, per quanto concerne la componen te satura
pil rappresentativa, non sono state evidenziate dif ferenze
consistenti sul C16:0, mentre l'acido oleico, C18:0 , e
decisamente piu abbondante nei lieviti mesofili (11 .6%), meno
negli psicrofili (5.5%).

Parte seconda: prove di fermentazione in

bioreattore

Nella seconda fase del lavoro sono state messe a pu nto due
prove di fermentazione in bioreattore.

La prima é stata definita su un ceppo di lievito ps icrofilo
obbligato, Rhodotorula glacialis DBVPG 4785, scelto tra quelli

che dallo studio preliminare avevano dato rese lipi diche,
guantitative e qualitative, migliori. Si tratta di una prova
realizzata sperimentando diverse temperature di cre scita. La
seconda ha coinvolto un microfungo marino della fam iglia dei
Thraustochytridi, genere Schizochytrium |, specie limacinum
ceppo SR-21. S. limacinum sviluppa alla temperatura ottimale

di 25°C in aerazione costante. Questo organismo € s tato scelto
come parametro di riferimento utile, essendo dispon ibile
un’ampia letteratura riguardante il suo normale imp iego per la
produzione industriale di acidi grassi.

L'effetto del rapporto C:N sulla cinetica di cresci ta e
sulllaccumulo dei lipidi in Rhodotorula glacialis DBVPG 4785
Per meglio comprendere come un rapporto C:N corrett amente
definito poteva condizionare la cinetica di crescit a e
'accumulo dei lipidi di un lievito psicrofilo, R glacialis
DBVPG 4785 e stato coltivato alla temperatura di 10 °C in
terreno GMY contenente 4 o 30 g/L di glucosio, corr ispondenti

a rapporti C:N (w/v) di 8:1 e di 40:1 rispettivamen
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Crescita su terreno GMY a basso C:N

La coltura contenente 4 g/L di glucosio & cresciuta con una

-1

velocita specifica di crescita di 0.046 h ed ha esaurito la

fonte di carbonio disponibile quando erano trascors e circa 48h
dall'inoculo. In corrispondenza dell’esaurimento de | glucosio,
la coltura é entrata in fase stazionaria relativame nte alla
concentrazione di cellule (2.1 -108 cells/ml) e allandamento
del peso secco (3.6 g/L), confermata anche dai valo ri di
torbidita (OD s00 5.66) (  figura 7 ). Il coefficiente di resa
biomassa/substrato (Y x/s) € stato calcolato essere 0.8, mentre
il coefficiente di resa lipidi/lbiomassa (Y Ux) e
lipidi/substrato (Y Us ) rispettivamente uguali a 0.126 e 0.125.
30 ~  4.5E+08
— 4.0E+08
25
-~ 3.5E+08
20 | o " 3.0E+08
_ ~ 2.5E+08
15 | —e=glucosio B
2.0E+08
e cells/ml
10 ' 1.5E+08
| 1.0E+08
5  5.0E+07
) 50 100
glucosio (g/L), tempo (h) cells/ml
OD600
Fig.7 . Cinetica di crescita di Rhodotorula glacialis DBVPG 4785 in terreno

GMY contenente 4g/L di glucosio.

Fig.8. Cellule di Rhodotorula glacialis
DBVPG 4785 in crescita in terreno GMY a
basso C:N. Cellule fissate e colorate

con Sudan Black B per identificare le

lipid particles (in blu).
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Crescita su terreno GMY ad alto C:N

La coltura contenente 30 g/L di glucosio é cresciut a con una
velocita specifica di crescita di 0.041 h 1. La coltura &
entrata in fase stazionaria (determinata sulla base della
concentrazione stazionaria del numero di cellule) a 72h
dall'inoculo, quando erano presenti 2.5 -10® cells/ml, il peso

secco era 6.8 g/L ed erano ancora disponibili circa 20 g/l di
glucosio. Dopo le 72 h, si & avuta progressiva dimi nuzione
della concentrazione di glucosio che é stato esauri to dopo
167h. Nonostante questa fase sia stata caratterizza ta
dallaumento del peso secco (fino a 12.7 g/L) e del la
torbidita della coltura (fino a 28.9), non si € oss ervato un
significativo aumento della concentrazione cellular e (3.1 -108
cells/ml) ( figura 9 ). Dopo 167 h, il coefficiente Y xis €era
complessivamente pari a 0.39, mentre i coefficienti Yux eY us

erano rispettivamente 0.44 e 0.19.

30 - - 4.5E+08
| 4.0E+08
25 -
- 3.5E+08
20 - 3.0E+08
- 2.5E+08
15 -
00600 | 2.0E+08
10 glucosio - 1.5E+08
| 1.0E+08
5 et |5 /M
| 5.0E+07
0 0.0E+00
0 50 100 150 200
glucosio (g/L), tempo (h) cells/ml
0D60C
Fig.9. Cinetica di crescita di Rhodotorula glacialis DBVPG 4785 in terreno
GMY contenente 30g/L di glucosio.
Coerentemente con il maggiore coefficiente Y ux , Faccumulo di
lipid particles allinterno delle cellule appariva evidente
anche all'esame microscopico ( figura10 ).
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Fig.10. Cellule di Rhodotorula  glacialis DBVPG 4785 in crescita in terreno

GMY ad alto C:N dopo 48 h ( A),72h( B) e 100 h ( O). Cellule fissate e

colorate con Sudan Black B per I'identificazione de lle lipid particles.
Colture batch di Rhodotorula glacialis DBVPG 4785 a diverse
temperature: cinetica di crescita, accumulo dei lip idi e

profilo degli acidi grassi

Al fine di valutare gli effetti della temperatura s ulla
cinetica di crescita e sullaccumulo dei lipidi di R
glacialis DBVPG 4785, il ceppo € stato coltivato in

bioreattore in terreno definito GMY contenente 40 g /L di
glucosio, corrispondenti ad un rapporto C:N di 52:1 , alle
temperature di -3, 0, 5, 10, 15, 20 e 25°C.

Non si e verificata crescita alcuna quando la tempe ratura e
stata fissata a 25°C, tuttavia R. glacialis 4785 e cresciuto
abbondantemente a tutti gli altri valori sperimenta ti seppur
con cinetiche e tempi diversi. L'incremento del pes 0 secco
della coltura, intendendo con cio riferire sulla du rata del
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processo fermentativo fino allingresso in fase sta

si e protratto da un minimo di 68h a 15°C ad un mas

328h a -3°C ed e terminato, a prescindere dalla tem

in corrispondenza dell’esaurimento della fonte di c

(figura 11

Fig.11.
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1), quindi diminuisce con il diminuire della
1 a-3°C( figural2 ).

-5

R. glacialis
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DBVPG 4785 in terreno GMY.

159

25

iu alta a

ocita specifica di



A differenza di quanto e stato osservato per la u | a resa in

biomassa (Y xs) € risultata pressoché la stessa a tutte le

temperature, infatti, a fine crescita il coefficien te Y ys
manifesta valori compresi tra 0.40 e 0.45 ( tabella 5 ) mentre

il peso della biomassa liofilizzata varia da 15.5 a 16.6 g/L,
evidentemente senza differenze significative. 1l co efficiente
Yux € stato misurato fra un minimo di 0.50 e un massim o di
0.67, mentre il coefficiente Y us Si sposta da 0.22 a 0.28, cio
nonostante per nessuno dei due rapporti di resa € s tato
possibile ipotizzare un effetto esatto della temper atura sulla
capacita della cellula di produrre e di accumulare lipidi
(tabella5 ).

T Hmah ™) Y s Y ux Y us

-3 0.010 0.43 0.50 0.22
0 0.019 0.45 0.55 0.25
0.023 0.41 0.67 0.28
10 0.045 0.41 0.59 0.24
15 0.050 0.40 0.65 0.26
20 0.042 0.041 0.57 0.25
Tab.5. Velocita specifica di crescita (1 max), coefficiente di resa
biomassa/substrato (Y xis) (Wiw), lipidi/biomassa (Y ux ) (Wiw) e
lipidi/substrato (Y us ) (wiw) di Rhodotorula glacialis DBVPG 4785

in terreno GMY a -3, 0, 5, 10, 15 e 20°C.

Composizione della frazione lipidica recuperata da Rhodotorula
glacialis DBVPG 4785 a diverse temperature

La composizione degli acidi grassi presenti nelle f razioni
lipidiche recuperate a fine fermentazione é stata d eterminata
mediante analisi effettuate con lo strumento GC-MS. Nei
campioni analizzati di R. glacialis DBVPG 4785, a prescindere
dalla temperatura, sono sempre stati riconosciuti g li acidi
grassi: C10, C11, C12, C14, C16, Cl6:1, C18, C18:1, C18:2,
C18:3, C20, C20:1, C22, C24. 7 di questi, da soli,

rappresentano circa il 99% degli acidi grassi total [
recuperati. Si tratta di quelli che hanno una lungh ezza di
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catena che va dai 14 ai 18 atomi di C, possono esse re sia
saturi che insaturi fino a 3 insaturazioni. Sebbene presenti
in percentuali meno importanti, gli acidi grassi C2 0:4, C22:0
e C22:6 sono stati comunque considerati per l'alto valore
nutraceutico che € loro riconosciuto e per evidenzi are il
fatto che sono prodotti dal ceppo di R. glacialis in esame
solo alle piu basse temperature sperimentate.

Infine, calcolato sulla base della concentrazione r elativa
degli acidi grassi, un indice di insaturazione (Ul) che
riferisce sul grado di insaturazione delle frazioni lipidiche
estratte, & stato assegnato al microrganismo per og ni valore
di temperatura ( tab. 6 e fig. 11 ) quindi, sono stati

confrontati fra loro.

Cl4 Cl6 Ci6:1 Cl18 C18:1 C18:2 C(C18:3 C(C20:4 C22:0 C226 Ul

T
-3 22 133 13 50 311 162 283 24 0,1 0,2 1,59
0 43 182 10 4,7 39,7 182 129 09 - - 1,19
47 21,7 11 48 444 16,7 6,6 - - - 0,99
10 47 211 16 6,7 443 17,7 38 - - - 0,93
15 69 249 21 75 370 172 44 - - - 0,87
120 -
100 - B C22:6
W C22:0
‘% 80 - O Cc20:4
é mCi18:3
S 60 w C18:2
2 mCi8:1
S a0 mCis
D mCi16:1
©
<) 20 mCl6
S mci4
0
3 0 4 10 15
T(°C)
Tab.6 e Fig. 13 . Composizione relativa (%) degli acidi grassi e ind ice di
insaturazione (Ul) di Rhodotorula glacialis DBVPG 4785 in fase stazionaria

dopo crescita in terreno GMY a -3, 0, 5, 10, 15°C.
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Si osserva che, al diminuire della temperatura, la misura

dell'insaturazione degli acidi grassi aumenta
progressivamente, salendo da 0.87 a 15°C fino a 1.5 9 a -3°C;
comportamento questo, dovuto principalmente all’inc remento nel
contenuto di acido linolenico (C18:3) prodotto in

concentrazione crescente passando dai 15 (4.4%) ai -3°C (oltre

il 28%). Al contrario, il contenuto relativo di aci do oleico
(C18:1) sembrerebbe ridursi a -3°C quando, a partir e da una
concentrazione relativa di circa il 44% diventa ugu ale al
31.1%. Infine, si nota che Il'acido linoleico (C18:2 ) resta
pressoché invariato, mediamente intorno al 17%, non ostante il

variare invece della temperatura.

Tutto quanto €& stato appena detto si traduce poi,
sostanzialmente, in un allungamento della lunghezza media
delle catene degli acidi grassi mano a mano che la temperatura
cui il ceppo e coltivato viene diminuita: gli acidi grassi C16
e C18 rappresentano rispettivamente il 27 e 66% del totale
recuperato a 15°C, diventando il 15 e I'81% a -3°C (figura
14).
120 -
100 - —
— 80 -
A
o
> 60 -
5 B C22 tot
S 40 m C20 tot
% = C18 tot
S 90 . .  C16 tot
., N N
-3 0 4 10 15
T(°C)
Fig.14. Composizione relativa (%) degli acidi grassi C16, C18,C20e C22
totali presenti negli estratti lipidici di Rhodotorula glacialis DBVPG 4785
in fase stazionaria dopo crescita in terreno GMY a -3, 0, 5, 10, 15°C.
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La fermentazione batch di Rhodotorula glacialis

3°C

Dei processi di fermentazione messi a punto sul cep
glacialis alle diverse temperature, il piu interessante e
senza dubbio quello che é stato seguito al limite d
Interessante dal momento che, fino ad oggi, i lavor
riportano di fermentazioni condotte a temperature i

anche prossime, a 0°C sono praticamente assenti.

BN

La cinetica di sviluppo del microrganismo a -3°C e
osservata nel paragrafo precedente dove €& stata anc
confrontata con quelle osservate a temperature supe

Ad intervalli prestabiliti durante il processo ferm

in particolare durante la fase di crescita esponenz

stazionaria, sono state prelevate aliquote di brodo

dal bioreattore ed analizzate per osservare se € cO
variavano nel tempo, sia I'accumulo dei lipidi nell

microbica che la composizione relativa degli acidi

nelle frazioni estratte di volta in volta.

Rhodotorula glacialis
-3°C.

Dopo deplezione della fonte di carbonio il microrga
in fase stazionaria. L’accumulo dei lipidi, localiz
particles lipids della cellula, avviene progressiva

dall'inizio dell’'esponenziale fino all'ingresso in
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stazionaria, dove, si mantiene costante. E’ evident

questo punto del processo, tarda fase logaritmica d

e inizio stazionaria, si realizza I massimo accumu

lipidi nella cellula.

Nelle figure successive é riportata I'informazione

lipidi totali (g/L) che di volta in volta sono stat

dalla cellula microbica in funzione del tempo di
fermentazione.

0OD600,
glucosio (g/L)
N
al

—e— OD600
—&— glucosio
—a— lipid g/L

e che a

i sviluppo

lo di

riguardo ai

t (giorni)

Fig.16.  Curva di crescita di Rhodotorula glacialis
glucosio e andamento dell’'accumulo dei lipidi nelle

terreno MGY a -3°C in bioreattore.

20

T
O Fr N W M~ O O N

lipidi tot
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25 - — T e 1
20 - _ ] T
2 _ 1
3 15 - T+
= ODwW g/L O lipid g/L 4
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5 7 HH :
0 1 2 2 2 3 4 7 8 9 12 14 15 16 18 21
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Fig.17. Crescita della biomassa liofilizzata di
4785 e lipidi totali (g/L) estratti dal lievito a t

fermentazione a -3°C in bioreattore.
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L'analisi dei cromatogrammi di ogni singola frazion

ha rivelato che unitamente al progressivo accumular
lipidi nella cellula, si verifica anche un incremen
significativo della componente insatura degli acidi
che, sostanzialmente, si realizza a spese di quella

invece diminuisce con altrettanta coerenza fino all

in stazionaria del lievito.

Tale comportamento si riflette sull'indice di insat

che aumenta durante tutta la fase logaritmica di cr
passando da 0.82, a 4 giorni dallinoculo quando vi
l'ingresso in esponenziale, a 1.61 a 15 giorni, ovv

fase esponenziale di crescita (
intervallo di tempo si osserva quasi un dimezzament
contenuto percentuale di C16 totali, saturi ed insa
contemporaneamente un aumento significativo in conc
relativa di C18 totali che da circa il 67% arrivano

fase logaritmica di crescita a rappresentare gli ac

totali recuperati per piu dell'80%.

Quanto detto suggerisce quindi che a fine fase loga
verifica, per lo psicrofilo obbligato in studio, il

accumulo di lipidi nella cellula, specificamente ne
particelle lipidiche, nello stesso tempo si ottiene

massimo grado di insaturazione dagli acidi grassi e

In altri termini la tarda fase esponenziale di cres

in cui si ha la massima frazio

considerare il punto

possibile recuperabile di acidi grassi polinsaturi.

tabella 7 ).

e estratta
si dei
to
grassi
satura che

'ingresso

urazione
escita
e
ero, tarda
Nello stesso
o nel
turi, e
entrazione
a fine

idi grassi

ritmica si
massimo
lle
anche |l
stratti.
cita si puo

ne

21
1,61

T (giorni) 4 7 9 12 15 18
Ul 082 119 148 158 161 1,57
C16 tot 29,56 25,80 22,82 17,00 15,96 14,65 15,69

C18 tot

67,32 70,81 75,26 81,00 80,57 82,56 81,31

Tab.7.
C16 totali e C18 totali recuperati a tempi diversi

Indice di insaturazione (Ul) e contenuto relativo d

Rhodotorula glacialis DBVPG 4785 a -3°C.
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Fig.18 . Progressivo calo della frazione satura degli acidi grassi recuperati
durante la fase esponenziale di crescita di Rhodotorula glacialis DBVPG 4785

in bioreattore a -3°C.
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Fig.19.  Aumento progressivo della frazione insatura degli a cidi grassi
recuperati durante la fase esponenziale di crescita di  Rhodotorula glacialis
DBVPG 4785 in bioreattore a -3°C.

Prove di fermentazione in bioreattore di Schizochytrium
limacinum  SR-21

Il microfungo Schizochytrium limacinum SR-21 é ad oggi, fra i
microrganismi piu utilizzati per la sintesi industr iale di
lipidi microbici ad alto contenuto di acidi grassi

polinsaturi. E’ stato inserito nello studio per ver ificarne le
caratteristiche produttive, per conoscere il modo i n cui, nei
microfunghi in genere, avviene Ilaccumulo dei lipid [
evidenziando le differenze rispetto ai lieviti psic rofili,

infine, perché fosse un utile riferimento per megli o valutare
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le potenzialitd applicative, in questo settore, dei lieviti
psicrofili.

Cinetica di sviluppo

Effettuando prelievi di campione a tempi diversi, opo
I'inoculo che da inizio al processo fermentativo, & stata
definita la curva di crescita di Schizochytrium limacinum SR-
21 basandosi sulla variazione nel tempo della torbi dita della
coltura e contemporaneamente avvalorando i risultat [
attraverso l'osservazione dell'incremento del peso secco della
biomassa.

In prove preliminari di fermentazione avevamo confr ontato le
cinetiche di crescita del microrganismo su terreni aventi
concentrazioni diverse di carboidrato. Ogni prova ¢ onservava
sempre lo stesso rapporto C/N, (gia ottimizzato da studi
ampiamente documentati). Queste prove avevano decre tato quale
ottimale la condizione in cui il microorganismo cre sceva nel
terreno piu “ricco” in fonte di carbonio, quando i valori
finali conseguiti in peso di biomassa e lipidi tota li erano i

piu alti possibili. Inoltre si osservava che il rap porto fra
questi risultati e quelli ottenuti da terreni piu p overi in
disponibilita ~ di  carboidrato  rispecchiava sempre la

proporzione stabilita inizialmente fra le concentra zioni di
glucosio; per esempio era pari a 1:10 se i terreni avevano
rispettivamente 6 e 60 g/L di glucosio.

In terreno ricco la fase esponenziale di crescita i nizia dopo
circa 30 ore di lag e si presenta con un aumento de ciso di OD

e del peso secco della coltura. L'incremento é cost ante fino a
fine fase esponenziale, quando si conseguono i valo ri finali

di 25,3 e di circa 16 g/L di biomassa secca, rispet tivamente.
Nello stesso tempo, la diminuzione della concentraz ione di
glucosio nel terreno di coltura e progressiva e, to tale, a
fine fase logaritmica. Il pH della coltura, pure co stantemente
monitorato durante tutta la durata del processo fer mentativo,
resta pressoché invariato, oscillando intorno a val ori di
neutralita. Alla luce di quanto detto, € plausibile ritenere
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che il microfungo in studio, come osservato anche p er i

lieviti, entri in stazionaria per deplezione della fonte di
carbonio. La temperatura di crescita ottimale del m icrofungo e
di 25°C.

Fig.20 . Cellule in proliferazione di

Schizochytrium limacinum SR-21 osservate al
microscopio Nikon Eclipse E-600 (Nikon, HBO,
100W).
Misurata in condizioni ideali la p max di crescita e pari a
0.051 h *, mentre i coefficienti di resa in biomassa (Y xis) €
lipidi totali (Y us) per consumo di substrato, a fine fase
esponenziale, si presentano rispettivamente uguali a 0.330 e
0.120. Cosi come accade per i lieviti, la frazione di olio
microbico della cellula aumenta durante lintera fa se di
sviluppo logaritmico (Y ux Ccirca uguale a 0.4) e lo stesso
succede per quella parte di lipidi che si compone d i acidi
grassi polinsaturi.
. Curva di crescita di Schizochytrium limacinum SR-21
ORyp, cONSumo
di glucosio e 50 glucosio 2
incremento del 240 L 20
peso secco di 2 S
o L (]
S. limacinum 830 55
) o
i %]
SR-21in YPD 020 L 10
dificato e o
mod “10 5
acqua di mare. |
Temperatura 0 0
25°C. 0 50 100 150 200

tempo (ore)
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Fig. 22.
acidi grassi totali (TFA)/lipidi totali;

Andamento del rapporto lipidi totali/DW;

incremento della biomassa secca (DW)

% lipidi/DCW

diS. limacinum 18 - T 40
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L'analisi degli acidi grassi componenti i lipidi re cuperati
dalla biomassa liofilizzata, e stata eseguita ad in tervalli di
tempo prestabiliti lungo il processo, ovvero a 24, 95 e 142
ore dall'inoculo, tempi corrispondenti ad inizio, p iena e fine
fase esponenziale di crescita. L'esame gas cromatog rafico
delle frazioni estratte ha rivelato la presenza di acidi
grassi a lunga catena e ad alto grado di insaturazi one, quali
il C20:4,n-6 (ARA) il C22:5n-3 (EPA) e soprattutto il
C22:6,n-3 (DHA). Questi PUFA sono stati rilevati so lo dopo 95
ore di processo, ovvero da piena fase logaritmica d i sviluppo
e, fino allingresso in stazionaria (142 ore), arri cchiscono
sempre di pit la componente grassa del microfungo ( tabella8 ).
Di seguito, vengono proposti i due profili di compo sizione
delle frazioni lipidiche recuperate dal microfungo coltivato
su terreni con diversa concentrazione di carboidrat o,
rispettivamente povero, con 6g/L, e ricco con 60g/L
L’intenzione €& evidenziare quanto importante sia de cidere
sulla disponibilita di carboidrato in una prova di
fermentazione, poiché, condiziona in modo marcato i | profilo
lipidico del microrganismo, sia nel tipo di acidi g rassi che
in quantita accumulata ( tab. 8 e fig. 23 ). Focalizzando

I'attenzione solo sugli acidi grassi di maggiore in

I o-ALA, 'EPA e il DHA, questi sono prodotti e accumu
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nella cellula del microfungo solo quando il terreno dispone di
carboidrato in eccesso ( figura24 ).
Infine, chiaramente, il contenuto relativo di ogni acido
grasso si ridefinisce, aumenta o diminuisce, in fun zione
dell’eta della coltura ossia, del momento in cui la prova di
fermentazione e valutata.
terreno tempo
(ore) C14:0 C150 C16:0 C17:.0 C180 C181 C182 C183 C20:.0 C20:4 C20:5 C22:6
24 359 4,41 48,60 19,39 8,21 15,80
povero 95 3,59 4,65 45,12 0,86 13,79 13,28 13,61 0,85 4,25
142 0,63 0,89 31,93 0,33 1541 27,18 21,40 0,52 1,72
24 1,17 32,55 0,44 1871 21,80 22,45 2,88
ricco 95 1,21 1553 19,89 2,47 6,85 12,20 21,36 3,40 0,20 12,39 2,38
142 1,08 21,72 1613 2,40 6,62 11,34 16,74 1,16 17,65 2,97
Tab.8. Acidi grassi che compongono le frazioni lipidiche r ecuperate da S.
limacinum  SR-21 coltivato su YPD modificato e acqua di mare ¢ on diverso
contenuto di carboidrato: povero con 6g/L e ricco ¢ on 60g/L.

Analisi in tre tempi diversi del processo fermentat ivo in bioreattore.

m C22:6n-3
W C20:5n-3
@ C20:4n-6
W C20:0
0 C18:3n-3
0 C18:2n-6
mC18:1n-9
mC18:0
OCc17:0
mC16:0
@ C15:0
mC14:0
OC13:.0

S. limacinum SR21

100 -
90 -
80 -
70 -
60 -
50 -
40 -
30 -
20 -
10 -
0,
24 ‘ 95 ‘142 24 ‘95

povero

Analisi dei profili lipidici di

‘ 142

ricco

Fig.23.

tempi diversi durante il processo fermentativo di

Composizione in acidi grassi delle frazioni lipidic he recuperate a 3

S. limacinum SR-21,
coltivato su terreni diversi in contenuto di glucos io, 6 0 60g/L

rispettivamente terreno povero e ricco.
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Omegeé 3 polinsaturi recuperati da Schizochytrium limacinum

Sk- 21
25 4
20 | @ C22:6n-3
W C20:5n-3
15 @ C18:3n-3
%
10 ~
5 -
0 \ \ \ \
24 95 142 24 95 142
povero ricco
Fig.24 . Variazione nel tempo delle percentuali recuperate d i o-ALA (C18:3,
n-3), EPA (C20:5,n-3) e DHA (C22:6,n-3) dal microfu ngo S. limacinum SR-21
coltivato in terreno povero e ricco di fonte di car bonio.

Parte terza: Nile Red e misure di fotofisica

Misure relative agli standard lipidici

Come gia detto nel capitolo dedicato ai materiali e ai metodi
impiegati in questo lavoro, come standard lipidici per le
misure da effettuare in fluorescenza  sono stati

strategicamente scelti I'acido stearico (C18:0), il linoleico
(C18:2), l'acido o-linolenico (C18:3) e il fosfolipide o-
fosfatidilcolina.

Di ciascuno standard, a partire dalla rispettiva so luzione
stock (vedi materiali e metodi) sono state prepara te 6
diverse soluzioni a diverse concentrazioni, contene nti 5, 10,

20, 30,40 e 50 ul di stock.

Delle soluzioni di standard e dei rispettivi bianch i sono
stati registrati gli spettri di assorbimento e gli spettri di
emissione in FF eccitando a 488 nm ( figura25 ).
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Fig.25. Esempio di uno spettro di emissione in FF dei vari campioni di acido

stearico; eccitazione a 488nm.

Sono stati inoltre registrati gli spettri di eccita zione in RA
a 660nm.

Plottando ogni volta [lintensita di emissione a var ie
lunghezze d’'onda in funzione del volume di standard aggiunto

si ottiene 'andamento dei due parametri messi in r elazione. |

dati di emissione sono ottenuti sottraendo sempre a llo spettro

di emissione dei campioni lo spettro di emissione d ei
rispettivi bianchi. Nella maggior parte dei casi I andamento
si é rivelato lineare tranne che per l'acido steari co, in

relazione al quale sono state tracciate due rette

dall'interpolazione dei dati sperimentali; l'asciss a di
intersezione rivela il volume di acido stearico che

corrisponde alla sua cmc (concentrazione critica micellare),

(circa 26 ) ( figura26 ). In questo caso bisogna assicurarsi

di preparare campioni di standard che siano sopra | a cmc in
modo da essere sicuri della presenza di micelle. Pe rla
maggior parte dei lipidi le cmc sono nell’ordine de I mM e
quindi vanno preparate soluzioni standard a concent razione
almeno pari a 10 2 M.
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Fig.26.

Fig.27.
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Fig.28.
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le+b

Be+b

Ge+5 - b

de+h o

2e+h L)
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ul fosfatidilcolina

Fig.29.  Andamento dell’emissione di fluorescenza in funzion

60

e del volume di

fosfatidilcolina contenuto, A =637 nm (massimo in emissione), (R=0.9918).

Sono infine state eseguite misure con volumi cresce nti di Nile
Red aggiunti a soluzioni contenenti 100 pl ciascuna di
soluzione di standard, quindi, sono stati di volta in volta
riportati gli andamenti dellintensitd di emissione in
funzione del volume di soluzione di Nile Red aggiun to. Le
prove effettuate con acido stearico e acido linolei co, hanno
entrambe suggerito I'esistenza di una concentrazion e massima
di Nile Red cui corrisponde il massimo di emissione da parte
della soluzione contenente l'uno o l'altro standard ad una
data concentrazione (pari a 30 pl di Nile Red in en trambi i
casi) ( figure 30 e 31). Ne consegue che la quantita di
colorante massima da utilizzare per il nostro siste ma é di 30
ul di soluzione di Nile Red. E chiaro come l'aumento del
colorante aumenti l'intensita di emissione dei camp ioni e di
conseguenza aumenti la sensibilita del metodo.

Nei casi invece dell'acido linolenico e del fosfoli pide
fosfatidilcolina, tale massima concentrazione della sonda
fluorescente non é stata individuata, si € sempre o sservato
invece un incremento in tale intensita dipendente d ai volumi

aggiunti di Nile Red ( figure 32 e 33).
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Fig.30.
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Andamento dell'intensita di emissione a 630 nm dell

100 pl di acido linoleico in funzione del volume di

aggiunto.

Nel caso della fosfatidilcolina, infine, sono stati

a soluzione con

soluzione di Nile Red

acquisiti

i0 in

anche gli spettri di anisotropia in stato stazionar

modalita di

FF e in

RA (dati sperimentali non riportati). |

risultati in
uniformi rispetto a quelli ottenuti in

facile interpreatazione.
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Fig.32 . Andamento dell'intensita di emissione a 622 nm dell

100 ul di acido linoleico in funzione del volume di

aggiunto.
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Fig.33.  Andamento dell'intensita di emissione a 614 nm dell
100 pl di acido linoleico in funzione del volume di

aggiunto.

Caratterizzazione degli standard lipidici

a soluzione con

soluzione di Nile Red

Lo studio a questo punto ha voluto effettuare misur e di
anisotropia di emissione in RA alla lunghezza d’onda massima

di emissione relativa e calcolare le rese quantiche per
ciascuno standard lipidico (acido stearico, linolei co, o-
linolenico e fosfatidilcolina), differenziando le m isure per
concentrazioni di standard. Si tratta di dati alqua nto
complessi che non sono stati riportati nello specif ico in
questo documento. Tuttavia, vale la pena riportare guanto é
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stato concluso da queste misure, ovvero che i valor
anisotropia di emissione non possono venire utilizz
proprieta per distinguere fra un lipide e I'altro

tutti molto simili fra loro.

Sono pure state effettuate misure sui tempi di vita
campioni lipidici studiati (dati non riportati in q
sede).

Mettendo in grafico i tempi di vita ottenuti per ca
contenenti le stesse quantita di lipidi differenti

con diversa polarita, si ottengono gli andamenti es

interessanti mostrati in figura  34.
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Fig.34 . Andamenti dei tempi di vita in funzione della polar
(PC: fosfatidilcolina, ALA: acido
acido stearico); le linee collegano campioni conten
differenti standard: la linea nera si riferisce ai
di soluzione standard, la rossa a quelli con 80 pl
320 pl.

E’ evidente che questa € una proprieta fotofisica c
essere utilizzata per distinguere un tipo di lipide
altro. Dai dati ottenuti si pud vedere che lipidi p

la fosfatidilcolina danno tempi di vita piu lunghi
conseguenza rese quantiche maggiori rispetto ai lip
Inoltre si manifesta una crescente diminuzione del
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vita passando dall’ALA, il piu polare dei lipidi ne utri,
all'SA, il piu apolare del gruppo.
Infine vengono riportati in due grafici riassuntivi i dati di
intensita di emissione contro i microlitri di stand ard
lipidico presenti nei campioni analizzati e gli and amenti dei
massimi di emissione in funzione della polarita dei lipidi.
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Fig. 35. Andamenti delle emissioni di fluorescenza a 610 nm in funzione del

volume di soluzione standard contenuto nei campioni

E’ owio che lintensitd di emissione massima varia
concentrazione dello standard e in un modo dipenden
sua stessa natura.

Se si combinano le misure delle quattro prove allor
risultato netto € il grafico successivo.
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Fig.36. Il grafico mostra il massimo di emissione di ciascu n lipide a

1846 differenti concentrazioni in
: funzione della sua polarita;
. g . in giallo, rosso e verde sono
Bes5 | i riportati i dati dei campioni
° contenenti rispettivamente 20,
{oses 40 e 320 pl di soluzione
- ° standard.
0 A ° 2
PIC AII_A Ll,ﬁ sl,t
polarita decrescente i A
Infine sono stati
riportati in figura 35 i wvalori di lunghezza d'onda
corrispondenti al massimo di emissione della sonda in funzione
della polarita del lipide.
Fig.37. In grafico sono 6115
riportati i valori di 5110 4
lunghezza d’'onda cui si ha il .
massimo di  emissione  dei
campioni lipidici, in funzione E e
della polarita dei lipidi F
analizzati; i dati Si " emso ©
riferiscono a campioni 5085
contenenti 320 pl di soluzione 508.0 4 o o
standard. cors . . . .
PC ALA LA SA

polarita decrescente

Misure sui campioni di lievito psicrofilo obbligato

Rhodotorula glacialis DBVPG 4785 e facoltativo Cryptococcus

gilvescens DBVPG 4722.

Purtroppo la parte riguardante le misure sui campio ni di

lievito € ancora in itinere. Sin‘ora sono stati ott enuti
ancora pochi dati seppure incoraggianti; in questo documento
ci limitiamo pertanto a riportare solo quanto fino a questo

punto e stato raccolto ed esaminato.
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Prove di fermentazione a 4°C sono state effettuate sul ceppo

di lievito psicrofilo obbligato Rhodotorula glacialis DBVPG
4785 e sul facoltativo Cryptococcus gilvescens DBVPG 4722.
Conseguita la fase stazionaria, quando, come era st ato
verificato, la resa produttiva in biomassa e in lip idi é
massima, sono stati effettuati prelievi da entrambe le colture

destinandoli alle misure di fotofisica.

Sono state effettuate prove di misure di assorbimen to e di
emissione su due sospensioni cellulari preparate co n 100 ul
delle rispettive colture di uno o dell’altro dei du e ceppi di
lievito, 2 ml PBS e 10 pl di Nile Red ( figura 38)

Di seguito, per semplicitd, sono riportati prevalen temente i
dati che riferiscono delle prove effettuate sul cep po di
Rhodotorula glacialis DBVPG 4785. | 100 pl di coltura di
Rhodotorula glacialis DBVPG 4785 avevano una concentrazione di

3.0E10 7 cellule in fase stazionaria.

210
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2.00 4 k\_

1.85 wm
| i

1.80

0 400 500 600 700 800 s0 1000 1100

Al nm
Fig.38 . Spettro di assorbimento del ceppo di lievito psicro filo  Rhodotorula
glacialis DBVPG 4785.

L'emissione e stata registrata subito dopo l'iniezi one di Nile
Red e dopo 5 minuti dall'aggiunta, tempi in cui lI'e fficienza
di emissione di fluorescenza da parte della sonda e massima.
La rivelazione lipidica con Nile Red, viene comunem ente
misurata con un’eccitazione di 488-490 nm, interval o in cui
cade il massimo di emissione della sonda quando int eragisce
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con lipidi neutri; allaumento della polarita del | ipide il
da maggiori

massimo di emissione si sposta verso lunghezze d'on
, 2004). Lo spettro di emissione corretto
'aggiunta

(Kimura K et al
viene ricavato sottraendo gli spettri prima e dopo
del Nile Red. L'intensita di fluorescenza viene ric avata dal
picco dello spettro corretto.
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Fig.39. Confronto fra gli spettri di emissione senza NR ( =), subito dopo
I'aggiunta di NR ( - ), e dopo 5 minuti dall'aggiunta (---). Rhodotorula
glacialis DBVPG4785 (a) e Cryptococcus gilvescens DBVPG 4722 (b).
E’' stata effettuata una seconda prova, preparando s oluzioni
contenenti 20 ul di lievito e 2 ml di PBS, aggiunge ndo la
stessa quantita di Nile Red. Una terza prova €& stat a
oe3mldi
di sonda

effettuata con soluzioni contenenti 10 pl di lievit
con la stessa concentrazione

PBS, sempre

fluorescente.
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Misure di assorbimento e di emissione su Rhodotorula glacialis

DBVPG 4785

Sono state preparate soluzioni a differente concent razione di
lievito (5, 10, 20, 30, 40, 50 ul in 3 ml di PBS) quindi sono
stati registrati gli spettri di assorbimento delle 6
sospensioni cellulari prima e dopo I'aggiunta di 10 ul di NR,
e gli spettri di emissione eccitando a 488 nm ( figura40 ).
14 204,
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L Py Fig.40.  Confronto fra gli spettri di
:g Ia:,r-'.’;\\\ (c) assorbimento di Rhodotorula
80 fi N
i \\.'-\\ glacialis DBVPG 4785 prima (a) e
Hs A
f N dopo (b) laggiunta di NR, e
804 20 F o~ W o , . ,
f FoN W variazione dell'intensita di
i emissione al variare della
concentrazione di lievito (c); i
numeri in grassetto corrispondono
ai  ul di lievito contenuti nelle
. soluzioni.
750 aon
Dalle misure dei tempi di vita dello stato eccitato su questi
campioni €& stato possibile osservare un decadimento
biesponenziale dello stato eccitato con 1 =3.8 ns e con 1% =
9.9 ns per tutte le soluzioni.
Infine, per rendere minimi gli effetti di scatterin g legati
alla torbidita delle soluzioni sono state effettuat e misure di
emissione in front-face ( FF) e utilizzando questi dati € stata
costruita una curva di intensita di emissione massi ma (I em max)
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vs i ul di lievito ( ul pevps 4785). La relazione € mostrata in

figura 41
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Fig.41. Dipendenza dell'intensita di emissione massima
dai volumi di Rhodotorula glacialis DBVPG 4785;
in rosso e riportata la curva che
meglio interpola i dati sperimentali (R = 0.9954).

Per ultimo sono state effettuate misure di anisotro pia di
emissione, eccitando a 488 nm, e di eccitazione, fi ssando la
lunghezza d’onda del monocromatore di emissione a 5 92 nm.
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Discussione

La crescita microbica e il risultato netto di un nu mero molto
alto di reazioni enzimatiche, ciascuna condizionata da diversi
fattori: la temperatura € fra | piu determinanti e

un’eventuale diminuzione di questo parametro condiz iona
esponenzialmente la velocita di qualsiasi reazione biochimica
(D’Amico etal ., 2006; Price P etal ., 2004).

Detto questo, non sorprende che I'acclimatazione de i lieviti
psicrofili facoltativi e dei mesofili a temperature minori di
quella che é loro ottimale ne influenzi in modo dec isivo la
velocita specifica di crescita (U max 1), La p media di
entrambi i gruppi di lieviti, infatti, € maggiore a lla piu
alta delle due temperature di crescita sperimentate (18 e

30°C, rispettivamente). Per contro, sia gli psicrof ili

facoltativi che i mesofili presentano all'ingresso in fase
stazionaria rese medie in biomassa (Y x/s) hon condizionate
dalla temperatura. Tuttavia, differenze nei coeffic ienti di
conversione dei nutriliti in biomassa sono piu evid enti quando
si confrontano i valori medi della Y xs di tutte e tre le
categorie di lieviti esaminate, psicrofili obbligat i e
facoltativi e mesofili, ed & probabile che risultin o0 da
diverse caratteristiche di adattamento. | risultati mostrati

nel capitolo precedente riferiscono che gli psicrof ili
obbligati hanno le piu alte rese in biomassa, segui ti dagli
psicrofili facoltativi e quindi dai mesofili. E' po ssibile

corroborare  tale  comportamento marcando la  maggiore

disponibilita di enzimi adenilico ciclasi recenteme nte
osservata nei microorganismi prsicrofili (Napolitan o MJ et
al ., 2005).

E’ stato verificato che solo un numero esiguo di i eviti
mesofili & capace di accumulare nella cellula alte quantita di
lipidi neutri. Questi sono naturalmente impiegati
nellimmagazzinamento dell'energia (Gill CO et al ., 1977,
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Evans CT and Ratledge C, 1983; Granger LM et al ., 1993;

Ratledge C, 2002). Ora, la maggior parte dei lipidi neutri si
presenta come triacilgliceroli e sterilsteri che, p rivi di
carica, non possono far parte delle membrane cellul ari. Essi
vengono tuttavia sequestrati in  particelle lipidich e
idrofobiche denominate lipids particles LP (0o lipids bodies )
dove sono utilizzati piuttosto come “storage” di pr ecursori
utili alla sintesi delle membrane lipidiche che com e vera e
propria riserva di energia libera della cellula (Cz abany T et

al ., 2007.; Daum G et al ., 2007; Wagner A and G Daum, 2005;
Wynn JP etal ., 2001).

E' noto che quando la temperatura di sviluppo di un

microrganismo, eucariote o procariote, & spostata v erso valori
subottimali, cid che accade &€ un aumento marcato de | rapporto
lipidi/proteine, conseguente ad un dirottamento pre ferenziale
del carbonio disponibile nella direzione della sint esi
lipidica. A basse temperature di crescita, la maggi ore
disponibilita di lipidi &, infatti, necessaria per mantenere
lo stato fisiologico funzionale delle membrane ment re 'evento
proliferativo & piu contenuto (Guschina IA and JL H arwood,
2006). | risultati ottenuti quando abbiamo valutato 'accumulo
dei lipidi nelle nostre cellule di lievito, sono st ati solo
parzialmente coerenti con quanto appena osservato. Infatti,
hanno indicato che Il'acclimatazione dei mesofili da i 30 ai
18°C e certamente la causa che determina I'aumento della loro
resa lipidica (Y Ux ), tuttavia non accadeva la stessa cosa

negli psicrofili facoltativi, in cui pure veniva gi udicata la
risposta di acclimatazione dai 18 ai 4°C, notando p ero che, in
questo caso, il contenuto di olio microbico nella ¢ ellula
restava pressoché lo stesso. Infine, simili coeffic ienti di
resa’Y Lx, SOno stati osservati quando venivano confrontati gli

psicrofili obbligati e facoltativi.

Tale nota non permette, quindi, di dedurre con cert ezza che
'accumulo dei lipidi nella cellula sia un evento ¢ apace di
rispondere all'abbassamento della temperatura di cr escita dei

microrganismi in esame, d’altro canto non pud nemme no essere
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considerato un carattere distintivo dell’adattament 0 dei
microrganismi ad ambienti permanentemente freddi.

E' noto che [Iabbassamento della temperatura

lirrigidimento delle membrane fosfolipidiche e che tale
effetto & deleterio per la sopravvivenza della cell ula.
Pertanto, la necessita di una risposta che vada ad agire sulla
fisiologia della membrana del microrganismo, quando guesto si
trova al freddo, € generalmente disciplinata dalla necessita
di mantenerne la funzionalita (Los DA and N Murata, 2004;
Morgan-Kiss RM  etal ., 2006).

Per regolare la fluiditd di membrana i lieviti psic rofili,
facoltativi e obbligati, sfruttano diversi cambiame nti nella
composizione delle membrane lipidiche. Questi consi stono
nell'incorporazione di acidi grassi piu insaturi o a catena
piu corta ma anche con maggiore ramificazione, oppu re ciclici
(Chintalapati S etal ., 2004; Feller G, 2007; White PL etal .,
2000). L'aumento dell'insaturazione dei lipidi di m embrana é
fra le strategie di acclimatazione e/o di adattamen to al
freddo meglio studiate (Russell NJ, 1997; Guschina IA and JL
Harwood, 2006; Morgan-Kiss RM et al ., 2006). Evidentemente la
presenza di acidi grassi polinsaturi € fondamentale per il
microrganismo psicrofilo che cresce a temperature a nche molto
basse, addirittura glaciali.

Differenze nella composizione e nel grado di insatu razione
degli acidi grassi di membrana tra microrganismi ps icrofili e
mesofili sono gia state esplorate, sotto alcuni pun ti di
vista, a partire dal 1973 (McMurrough | and AH Rose , 1973;
Arthur H and K Watson, 1976; Watson K, 1978; Watson K etal .
1978). Tuttavia, non € mai stato realizzato finora uno studio
comparativo esaustivo, in merito a questo argomento , che
coinvolgesse diverse e numerose specie di lieviti m esofili e
psicrofili.

Le analisi dei profili lipidici, risultati dai molt eplici
cromatogrammi registrati nel corso del nostro studi 0, hanno
rivelato che, in ogni caso, prescindendo dalla temp eratura, la
somma degli acidi grassi saturi e insaturi C14 e C1 8 ha sempre
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rappresentato piu del 98% di quelli totalmente estr
negli psicrofili che nei mesofili. Inoltre, hanno ¢

che non I'accumulo dei lipidi nella cellula, come i
avevamo immaginato, quanto piuttosto I'aumento del
insaturazione degli acidi grassi disponibili sarebb
maggiori meccanismi coinvolti nelladattamento meta
delle cellule di lievito ad ambienti permanentement

A conferma di questo, vi e il dato che in sei dei s

di psicrofili facoltativi, I'acido linoleico (C18:2

e l'acido grasso piu insaturo prodotto da questa ca

pit abbondante a 4°C piuttosto che a 18°C e cio awv
(C18:1,n-9).

A12 desaturasi, che converte I'acido oleico nel

scapito dell'acido oleico L’attivazion
dell’enzima
linole

precursore della serie degli omega-6 o acido

potrebbe essere uno dei meccanismi che, attraverso

mantenimento  della fluidita della membrana lipidica

concorrono all’acclimatazione del microrganismo a b

temperature. 1l maggior contenuto di acido linoleic
riflette di conseguenza nel piu alto valore medio ¢
l'indice di insaturazione Ul nel gruppo dei facolta

Tuttavia, sono gli psicrofili obbligati i piu ricch
contenuto di acidi grassi insaturi. Al loro alto in
insaturazione contribuisce principalmente l'acido
(C18:3,n-3), precursore della serie degli omega-3,
forma a scapito dell’acido grasso meno insaturo di
doppio legame (C18:2,n-6), I'acido linoleico. Infat
o-linolenico si recupera da tutti i ceppi di psicrof
obbligati coltivati a 4°C, nei quali puo rappresent

37,3% il totale degli acidi grassi. Invece, lo stes

del tutto assente e comunque mai superiore in conte
2,8%, negli psicrofili facoltativi, anche se la tem

crescita di questi € la stessa degli psicrofili obb

| facoltativi, di fatto, pur avendo evoluto forme g
tolleranza al freddo, non si possono dire fisiologi
specializzati quanto gli psicrofili obbligati: la n
acido o-linolenico  evoca

quantita  di una
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adattamento che e propria degli psicrofili obbligat
probabilmente in relazione con l'alta attivita dell
desaturasi.
L'acido

i lieviti mesofili, con I'eccezione di
L3.

Nella maggior parte dei mesofili, cosi come accade
psicrofili facoltativi, l'indice di insaturazione a

decisione quando diminuisce la temperatura di

osservazione che € coerente con dati gia pubblicati
lieviti mesofili in merito a questo tema (McMurroug

Rose, 1973; Arthur H and K Watson, 1976; Watson K,
1978).

statistico fatto per campioni accoppiati all'intern

Watson K et al ., Nonostante cio, |l
categoria o dei mesofili o degli psicrofili facolta

ha confermato l'esistenza di una relazione signific
l'andamento dei valori
in dubbio

laumento del grado di insaturazione degli acidi gr

la temperatura di crescita e

insaturazione. Questo risultato ha messo

considerarsi una risposta di acclimatazione general
lieviti quando sono esposti a basse temperature di
Tuttavia, se invece che in relazione con la variabi
temperatura si analizza la variazione dell'indice m
insaturazione di gruppi di lieviti diversi cresciut

stessa temperatura, allora, I'indice piu alto si ri

difficolta, quello degli psicrofili obbligati, segu

vicini facoltativi e da ultimi dai mesofili. Osserv

conferma quanto la misura dell'insaturazione degli

grassi sia importante nell’adattamento, correlata c

capacita dei lieviti psicrofili di sopravvivere e d
proliferare in ambienti glaciali.

Alcuni recenti studi hanno riportato che la rispost
adattamento di diversi organismi a temperature di ¢
basse si concretizza nella riduzione della lunghezz
della catena degli acidi grassi (Bahrndorff S

Chintalapati S, 2004; Guschina IA and JL Harwood, 2
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Cambiamenti nella lunghezza dell'acido grasso, vist
conseguenza della diminuzione della temperatura di
non sono stati osservati né nei mesofili né negli p
facoltativi in esame in questo studio, tuttavia, €
constatato un maggior contenuto relativo di acidi g
brevi nel gruppo dei mesofili piuttosto che nei lie

psicrofili. Alla luce di cio, € apparentemente da e

qualsiasi ruolo degli acidi grassi a corta catena n

meccanismi di adattamento e/o di acclimatazione al
lieviti. Al contrario, sembra sia proprio la produz
acidi grassi con una maggiore lunghezza media
caratteristica di adattamento propria dei lieviti i

ambienti permanentemente freddi. Da un altro punto

l'allungamento della catena carboniosa deve verific

poiché laumento di C oltre il Cl6 € necessario per
l'introduzione di ulteriori doppi legami da parte d
desaturasi A12 e A15.

E’ ben noto che, fino ad oggi, fonte quasi esclusiv
grassi polinsaturi omega-3, in particolare di quell
insaturi quali ARA, EPA e DHA, siano i pesci grassi
processi di purificazione necessari per ottenere un
pesce di buona qualitd e per eliminare il piu possi
metalli pesanti, inevitabilmente presenti nelle lor
sono estremamente costosi, pertanto, individuare un
alternativa, eventualmente biotecnologica, alla pro
attuale di omega-3 e anche di omega-6, € di grande
Qualora si confermassero produttori di olio microbi
contenuto di acidi grassi polinsaturi, i lieviti ps
potrebbero risultare utili proprio per questo scopo
ipotesi applicativa sarebbe una possibile concretiz
concetto innovativo di SCO (single cell oil) che pr
'uso della cellula microbica come produttrice di |
l'altro, ipotesi anche sopportata da alcune caratte
che nei lieviti psicrofili si sono rivelate effetti

relazione con la temperatura di crescita.
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E' evidente che esiste un adattamento continuo del
microrganismo alle condizioni di vita esterne, soll ecitato dai
cambiamenti inesorabili dell’ambiente in cui vive. In merito
alla temperatura di sopravvivenza, il range tollera to da un
microrganismo puo essere pil 0 meno ampio e questo dipende da
quanto sono estese le oscillazioni di temperatura n el suo
habitat naturale. Pertanto, dopo una scala temporal e di molte
generazioni, gli psicrofili obbligati hanno dovuto evolvere
caratteristiche fisiologiche adatte ad un habitat
permanentemente freddo. | facoltativi sembrano inve ce essersi
adattati ad ambienti non permanentemente freddi,
presumibilmente caratterizzati da oscillazioni piu ampie. Per
questo potrebbero, forse, sconfinare in campi di ap plicazione
comuni ai lieviti mesofili, pur distinguendosi da q uesti
ultimi per una specializzazione biochimica e fisiol ogica al
freddo potenzialmente applicativa. Tuttavia, sono ¢ li
psicrofili obbligati i principali oggetti di intere sse laddove
si vogliano studiare o utilizzare i comportamenti f isiologici
che si sono definiti in condizioni di psicrofilia e strema.

| risultati riportati in questo documento sembrano tutti
confermare che la classificazione nei tre gruppi A, B e C dei
lieviti, fatta solo sulla base dei limiti di temper atura di
sopravvivenza, sia in buon accordo con le differenz e che sono
state poi osservate in termini di efficienza di con versione
dei nutrienti in biomassa e di composizione in acid i grassi
delle frazioni lipidiche recuperate. La produzione di elevate

quantita di acidi grassi polinsaturi, come I
€ mostrata, per esempio, una specializzazione funzi
tipica solo degli psicrofili obbligati, ben adattat

a 4°C.

Queste premesse ci hanno suggerito l'idea che se fo
riusciti ad avviare su uno psicrofilo obbligato pro
fermentazione a temperature inferiori ai 4°C, per e

0°C o anche minori, avriemmo potuto forse indurre, p

di dal

'aumento dell'insaturazione nei gia presenti precu

meccanismi acclimatazione innescati microrga
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linoleico e a-linolenico, recuperando in questo modo acidi

grassi polinsaturi omega-6 e omega-3; ottimisticame nte 'EPA,
il DHA o 'ARA.

Con questo proposito €& stato scelto un ceppo di lie vito
psicrofilo obbligato, Rhodotorula glacialis DBVPG 4785, che,
per caratteristiche produttive e per cinetica di cr escita, era
fra i piu appropriati per la prova di fermentazione a bassa

temperatura che si voleva mettere a punto.

Rhodotorula glacialis DBVPG 4785 e in grado di accumulare

lipidi quando é coltivato in eccesso di fonte di ca rbonio.
Infatti, se in limitazione di carbonio I'accumulo d ei lipidi
nelle lipids particles (LP) é risultato modesto, I utilizzo di

un terreno di crescita con un rapporto C:N molto sb ilanciato a
favore di C (40:1) ha permesso di ottenere biomassa con un
contenuto di lipidi del 44%. Tuttavia, un accumulo ancora
superiore e risultato dalle prove effettuate in bio reattore,
per le quali e stato definito un terreno con un rap porto C:N
di 52:1. In queste condizioni, la biomassa ottenuta risultava
costituita da lipidi per oltre il 50%, qualita che faceva si
fosse possibile definire il ceppo in esame di Rhodotorula
glacialis, un lievito oleaginoso, capace di una resa di

conversione del glucosio in lipidi di almeno il 25% e,
analogamente ai microrganismi oleaginosi, di accumu lare i
lipidi prodotti nelle vescicole specializzate al te rmine della
fase di crescita esponenziale. Infatti, sia le osse rvazioni
microscopiche effettuate con un apposito staining d elle
particelle lipidiche, sia l'andamento della concent razione
cellulare e del consumo di glucosio durante le colt ure batch,
confermavano che il ceppo accumulava lipidi quando,
presumibilmente a causa di una limitazione di un co mponente
del terreno, non si trovava piu nelle condizioni di dividersi,
tuttavia, continuava a metabolizzare I'eccesso di f onte di
carbonio, indirizzando il nutrilita, di preferenza, verso la

via di sintesi lipidica.
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Queste osservazioni consentono di ipotizzare che se si

utilizzasse un mezzo di coltura in maggior misura s bilanciato
verso la fonte di carbonio, la quantita di questo ¢ onvogliata
verso la sintesi di lipidi possa aumentare ulterior mente,
raggiungendo un accumulo di “olio microbico” ed una resa di

conversione del glucosio ancora maggiori.

Le colture batch condotte a diverse temperature,

nell'intervallo compreso tra 25 e -3°C, hanno dimos trato che
Rhodotorula glacialis cresce abbondantemente a tutte le
temperature comprese tra 20 e -3°C, presentando res e di
biomassa e produzione di lipidi molto simili; tutta via, la
velocita di crescita risulta fortemente influenzata dalla
temperatura. A 15°C sono stati osservati la maggior e velocita
di crescita del microrganismo (1 = 0.050 h-1) e tem pi piu
rapidi di consumo del glucosio e di accumulo dei i pidi. Il
fatto, fra [laltro sorprendente, che il ceppo cresc a
efficientemente a temperature prossime a quella amb iente,
nonostante sia stato isolato da un habitat glaciale , € di
grande importanza qualora si voglia provare ad impi egarlo

nella produzione industriale di lipidi microbici.

La composizione degli acidi grassi delle frazioni | ipidiche di
Rhodotorula glacialis DBVPG 4785 raccolte al momento
dell’esaurimento della fonte di carbonio & stata de terminata,

come di consueto, mediante GC-MS.

A tutte le temperature, eccezion fatta per il -3°C, e stato
confermato che la somma degli acidi grassi, saturi e non, con
catene lunghe 14, 16 e 18 atomi di carbonio, rappre senta piu
del 99% del totale recuperato. Gli acidi grassi pre senti in
maggiore quantita sono, in qualunque condizione, i C18,
soprattutto nella forma dellacido oleico (C18:1,n- 9),
tuttavia, sono pure abbondantemente rappresentati | 'acido
palmitico (C16:0) e 'acido linoleico (C18:2,n-6). L'acido o-
linolenico (C18:3,n-3) da cui parte la sintesi endo gena degli
acidi grassi polinsaturi degli omega-3, & prodotto in grandi
gquantita solo alle temperature di 0°C e -3°C, quand 0 raggiunge
una presenza relativa del 28.3, mentre tende ad ess ere
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prodotto sempre meno allaumentare della temperatur a (4.4% a

15°C).

L'alta percentuale di acido a-linolenico, che si realizza al

diminuire della temperatura, si suppone sia a spese degli
acidi grassi oleico e linoleico. Tale comportamento denota che
'enzima A15 desaturasi che aggiunge un doppio legame
allacido linoleico  procurando I a-linolenico,  sebbene
presente, non sia attivo alle alte temperature. Qui ndi, oltre
che una forma di specializzazione propria degli psi crofili
obbligati, la desaturasi A15 puoO essere considerata parte di

un meccanismo di acclimatazione che ne controlla |l

funzionamento, attivandola solo se & utile al micro rganismo,
ovvero, quando con 'aumento dell'insaturazione gar antisce il
mantenimento della buona funzionalita di membrana a nche a
temperature glaciali. E' possibile che a tale mecca nismo
partecipino anche le desaturasi e le elongasi local izzate piu

a valle nella via biosintetica degli acidi grassi, dalle cui
attivita sono prodotti i componenti a lunga catena elo alta
insaturazione quali il C20:4 (SDA e/lo ARA), il C22: 0 e
soprattutto il C22:6 (DHA). E’ interessante notare infatti che
guesti acidi grassi compaiono solo alle piu basse t emperature
sperimentate, 0 e -3°C, lo fanno, fra laltro, in m odo
progressivo, aumentando il loro contenuto relativo al

diminuire della temperatura.

Infine, se si considera l'andamento dell'indice di

insaturazione, che riassume in un unico valore I'in formazione
su quanto sia insatura la frazione degli acidi gras Si
estratta, allora si vedra che aumenta sempre al dim inuire
della temperatura, facendo intuire I'esistenza di u na diretta
correlazione tra I'adattamento del microrganismo a temperature
di vita molto basse e il grado d'insaturazione degl i acidi

grassi, soprattutto localizzati nelle membrane.

La seconda parte di questa ricerca ha cosi permesso di
approfondire ancora di piu le conoscenze sulla fisi ologia di
un lievito psicrofilo isolato da un ambiente glacia le com’é
Rhodotorula  glacialis DBVPG 4785. Le specializzazioni
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funzionali che sono state verificate — la capacita di

accumulare quantitd considerevoli di lipidi produce ndo anche
acidi grassi di alto valore nutraceutico, di mostra re alte
rese in biomassa e un’oleagenicita caratteristica, anche a
temperature non esclusivamente glaciali - rendono i I
microrganismo in esame interessante da un punto di vista
industriale dato il suo potenziale utilizzo, in qua litd di
SCO, per la produzione di lipidi microbici di alto valore.
Infine, i trigliceridi ottenuti per via fermentativ a, qualora
fossero prodotti con rese, costi e produttivita vol umetriche
adeguate potrebbero, per esempio, essere utilizzati nella
produzione di biodiesel sfruttando un processo di t rans-
esterificazione che li trasformi nei rispettivi met ilesteri.

Fino ad oggi, la produzione microbica di ARA, EPA e DHA é
stata garantita da microalghe e  microfunghi, come
Cryptecodinium cohnii e Mortierella alpina , ottenendo tuttavia
prodotti come il DHA-SCO e I'ARA-SCO estremamente c¢ ostosi
perché estremamente puri, ma quasi esclusivamente d estinati
all'infanzia, soprattutto pretermine. Un’alternativ a a queste
specie microbiche, che spesso presentano disagi non di poco

conto quando sono coltivate in bioreattori di grand [

dimensioni, si pensi alla fragilita del micelio fun gino di
Mortierella alpina che spesso poco si confa con la necessita

di aerare abbondantemente il processo in grande sca la o il
bisogno di illuminazione continua di alcune microal ghe, €
rappresentata da microrganismi di origine marina de | genere
Schyzochitrium , di cui é stata verificata la specializzazione

ad accumulare, naturalmente, corpi lipidici ricchi soprattutto
degli acidi grassi polinsaturi EPA e DHA (Morita et al.,
2006). Si tratta, del genere microbico attualmente piu
impiegato per la produzione industriale fermentativ a di omega-
3 polinsaturi.

Nel presente studio le caratteristiche cinetiche e di
produttivita esibite in fermentazione da Schyzochitrium
limacinum SR-21, sono state analizzate sperimentalmente,
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mettendo a punto processi ottimizzati in agitazione , aerazione

e composizione del terreno.

L'efficienza di conversione del substrato disponibi le in
biomassa e risultata inferiore a quella media misur ata per gli
psicrofili (0.33 vs 0.50 in media), mentre l'alta percentuale

di lipidi accumulati nella massa microbica del micr organismo
marino & eguagliata dagli psicrofili obbligati, in entrambi i
casi si raggiungono valori vicini al 40%. Addirittu ra,
Rhodotorula glacialis DBVPG 4785 quando viene coltivata a 0 e

a -3°C supera in oleagenicita, con valori prossimi al 50%, il
microrganismo marino. Infine, se si continua questo confronto,

si vedra che l'efficienza di conversione del substr ato in olio
microbico & decisamente superiore in Rhodotorula glacialis (e
convertito in lipidi circa il 25% del glucosio disp onibile)
laddove, Schyzochitrium limacinum SR-21, in questo senso, €
meno efficiente (circa il 12%). Tuttavia, quest'ult imo & uno
dei pochi microrganismi che, a fine fermentazione, presenta
accumulata nella cellula una frazione molto alta de gli acidi
grassi polinsaturi EPA (circa il 18% sul totale) e DHA (fino
al 3%). Ciononostante, il suo indice di insaturazio ne (pari a
1,54), risulta inferiore a quello di Rhodotorula glacialis
DBVPG 4785 (1,61), perché penalizzato dall’alto con tenuto di
acidi grassi saturi a catena corta C15 e C16 (21% e 16%,
rispettivamente), che, negli psicrofili, sono invec e sempre
solo debolmente rappresentati (complessivamente inf eriori al
20%). Per questo motivo, i costi di recupero e di

purificazione dei prodotti polinsaturi di interesse diventano
molto elevati e finiscono con il compromettere fort emente
I'economicita del processo produttivo basato su Schizochytrium

limacinum SR-21. Pertanto, l'interesse verso la ricerca di

fonti microbiche oleaginose che siano altamente eff icienti
nella produzione di oli ad alto contenuto di PUFA, e sempre
attuale ed appoggia ogni sforzo che sia diretto all a
comprensione dei meccanismi di base biochimici e ge netici che
regolano I'accumulo dei lipidi nelle cellule potenz ialmente
produttrici, oppure, che miri a sviluppare tecnolog ie avanzate
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di fermentazione, di recupero e di analisi dei lipi di
microbici. L'obiettivo e porre I'accento sul raffor zamento del

valore aggiunto del prodotto.

L'ultima parte di questo lavoro, per la veritd anco ra in
itinere, & volta ad ottimizzare quelle procedure co nvenzionali
di estrazione, di purificazione, di concentrazione e di
determinazione dei lipidi  microbici che richiedono,

normalmente, numerosi passaggi e lunghi tempi di an alisi.
L'obiettivo era rendere queste fasi piu veloci ed e fficienti e

le misure riproducibili.

I primi dati raccolti, fornendo informazioni prezio se, hanno
appoggiato la scelta di impiegare quale metodo di e lezione,
per la determinazione e la quantificazione dei lipi di in
campioni biologici, la spettroscopia di fluorescenz a.

La spettroscopia di fluorescenza €& un metodo veloce
soprattutto se confrontato con la gascromatografia, inoltre
non richiede steps aggiuntivi per la preparazione d el campione

che viene utilizzato tal quale.

Fra 'enorme quantita di coloranti organici & stato scelto il
Nile Red, poiché da’ fluorescenza solo in presenza di sostanze
lipidiche ed il colore della luce emessa varia a se conda

dell'idrofobicita del proprio intorno.

La scelta degli standard lipidici, sui quali il met odo di
misura € stato messo a punto, € stata condotta in b ase al
principio di simulazione del sistema biologico, uti lizzando
cioé quei lipidi che fossero i piu rappresentati ne i campioni
di lievito ai quali il metodo stesso doveva essere destinato.
L'analisi dei dati di fluorescenza misurata su ques ti
standard, ha offerto risultati confortanti per quan to riguarda
la linearita fra I'intensita di risposta e I'aument are della
concentrazione di sostanza “grassa”’ via via aggiunt a nella
sospensione analizzata. A dire il vero, [lintensita di
risposta di fluorescenza variava anche con il varia re della
natura dello standard. Questi risultati sono consis tenti con
quanto pubblicato da Kimura (Kimura et al ., 2004), che

197



asserisce che la misura di fluorescenza del Nile Re
anche in funzione del tipo di lipide con cui la son
interagisce. Il massimo di emissione del Nile Red ¢

neutri (acido stearico A=608 nm, acido linoleico
acido linolenico
lunghezza d’onda piu corta del massimo di emissione

in presenza di lipidi polari (fosfatidilcolina

tale intensita di emissione €, per altro, risultata

quando il Nile Red interagisce con lipidi neutri pi

polari, a parita di condizioni sperimentali. Infine

uno spostamento del massimo di emissione dei campio
medesimo lipide allaumentare della concentrazione
stesso.

Queste misure sperimentali ci hanno suggerito che p
fluorescenza quali intensita di emissione e lunghez

del suo massimo, possono spostarsi in  funzione
concentrazione, dell'intorno e della natura del lip

la sonda fluorescente interagisce.

Se comprese e combinate opportunamente fra loro e ¢

di altre tecniche di spettroscopia, queste misure p
rappresentare l'alternativa veloce per la quantific
riconoscimento dei lipidi presenti in un sistema bi

anche complesso, come le cellule di lievito di nost
interesse. Ad incoraggiare tali prospettive hanno ¢

i risultati degli spettri di anisotropia di emissio

hanno dato valori sempre differenti da zero, a conf

Nile Red interagisce effettivamente con i corpi lip
presenti nelle cellule. Queste misure, aderenti all
previsioni, mostrano come aumentando la concentrazi
lipide aumenta anche l'anisotropia dei campioni esa
tuttavia non possono essere utilizzate nel discrimi

lipide ed un altro dal momento che sono risultate s

simili fra loro. La proprieta fotofisica che puo in

sfruttata per distinguere un tipo di lipide da un a

tempo di vita dello stato eccitato del Nile Red, ch

in ogni diversa condizione sperimentale, variava a
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dellintorno chimico definito dagli standard, mostr ando
andamenti sempre molto precisi e riconducibili chia ramente
alla polarita dell’acido grasso in esame.

Attualmente si  stanno  sperimentando  queste  propriet a
fotofisiche su diverse sospensioni cellulari prepar ate con il
ceppo di lievito psicrofilo Rhodotorula glacialis DBVPG 4785.
| dati esaminati fino ad oggi sono da giudicare con

positivitd. Anzitutto, gli spettri di emissione reg istrati
hanno sempre mostrato massimi molto sposati verso i | blu,
evento che conferma la presenza di ‘domini’ molto i drofobici
nella cellula. Il metodo si € inoltre mostrato sens ibile al
diverso contenuto di lipidi presenti nei campioni d i volta in
volta esaminati, infatti & risultata piu che eviden te la
dipendenza lineare fra [lintensita di luce emessa d al
fluoroforo e la concentrazione di cellule in sospen sione. |
valori sui tempi di vita infine, sebbene siano stat i quelli di

piu difficile interpretazione perché molto alti (10 ns) e mai
verificati sugli standard, provano, interpretati as sieme ai
dati di anisotropia di emissione, |'effettiva inter calazione
del Nile Red nei corpi lipidici della cellula.

Nonostante alcuni problemi, che saranno affrontati nel
prosieguo della ricerca, e che sono da riferirsi so prattutto
alla torbidita dei campioni di lievito, i dati otte nuti

incoraggiano lo sforzo di mettere a punto un metodo

spettrofluorimetrico semplice e veloce destinato al la misura e
all'identificazione dei lipidi presenti in matrici biologiche
molto complesse e che risponda alle aspettative con le quali

parte di questo lavoro di ricerca € stato intrapres 0.
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Conclusioni

Questa ricerca € nata con lo scopo di sperimentare
microbiche di produzione degli acidi grassi polinsa

3 ed omega-6, da proporre quali alternative all’'uni
fonte che attualmente assicura disponibilita di tal
seppur non piu certa ed adeguata: I'olio di pesce.

La continua scoperta degli effetti benefici, preven
terapeutici che alcuni PUFA, in particolare, avrebb
molteplici patologie, seguita dalle sempre
raccomandazioni che Organizzazioni Scientifiche Int
presentano in merito alla necessita di integrare la

tali sostanze, alimentano un vivo interesse verso |

di nuove fonti efficienti di produzione degli acidi
polinsaturi.

La possibilita di disporre di ceppi di lieviti psic
nuovi e mai esplorati prima, ci sembrava ideale per

la tesi secondo cui l'accumulo di acidi grassi alta
insaturi nelle membrane dei microrganismi e nei lor
lipidici € fra i principali meccanismi attraverso c
l'adattamento e l'acclimatazione degli stessi a con
estreme di temperatura.

| risultati riportati in questo documento sembrano
confermare che la classificazione dei lieviti in ps
obbligati e facoltativi e in mesofili, fatta sulla

limiti di temperatura di sopravvivenza, € in buon a

le differenze che sono state poi verificate nell’ef
conversione dei nutrienti in biomassa e nella compo
acidi grassi delle frazioni lipidiche di volta in v
recuperate. | primi dati di screening hanno provato
proprio le cellule di lievito psicrofile obbligate,
quelle con maggiore specializzazione biochimica e f
per ambienti glaciali, a mostrare il piu alto conte

acidi grassi polinsaturi: in particolare si mostrav
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ricche in acido a-linolenico (C18:3,n-3), precursore di tutta

la serie degli omega-3. Prove successive di acclima tazione
messe a punto in bioreattore su un ceppo opportunam ente
selezionato di psicrofilo obbligato, Rhodotorula glacialis
DBVPG 4785, coltivato a -3°C, ben sotto la temperat ura
ottimale di crescita, hanno rivelato la possibilita di
arricchire sensibilmente la cellula nella sua compo nente
polinsatura. In particolare, aumentava il contenuto relativo

di acido a-linolenico (da 4.4% a 15°C al 28% a -3°C), ed

inoltre, agendo presumibilmente sulle desaturasi ed elongasi
responsabili, veniva indotta la sintesi degli omega -3/6 a
lunga catena ed elevato grado di insaturazione, qua liil C20:4
(SDA e/o ARA) il C22:0 e perfino il C22:6 (DHA), ma i rinvenuti

in nessun ceppo di lievito a temperature superiori a 0°C.

Tali comportamenti possono  essere interpretati come

esplicitazioni funzionali di un adattamento alllamb iente
esterno evoluto dagli psicrofili, soprattutto dagli obbligati,
e confermano che il grado di insaturazione degli ac idi grassi
e uno dei modi attraverso cui si esplica la capacit a della

cellula psicrofila di vivere a temperature glaciali

Il fatto che i lieviti psicrofili accumulino natura Imente, in
compartimenti specializzati, quantita considerevoli di lipidi
(con valori prossimi al 50% sul peso della biomassa ) e la
possibilita di migliorare la loro oleagenicita in r isposta a
variazioni di temperatura dell’lambiente esterno, ma ntenendo
sempre rese in biomassa estremamente elevate, rendo no questo
gruppo di microrganismi interessanti anche da un pu nto di
vista industriale, sottintendo un loro potenziale u tilizzo per

la produzione di lipidi microbici.

Finora le uniche cellule microbiche in grado di pro durre per
via fermentativa acidi grassi polinsaturi di elevat o valore
nutraceutico, sono state microalghe e microfunghi c ome
Cryptecodinium cohnii e Mortierella alpina , tuttavia, non si

tratta di cellule capaci di offrire le stesse ottim e qualita

fermentative e produttive proprie dei lieviti.
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Il lavoro presentato si e via via definito, nel cor

anni di studio, trovando ispirazione da argomenti d
Inizialmente sospinto dallinteresse a ricercare fo
microbiche oleaginose utili alla produzione degli a
polinsaturi poco rappresentati negli alimenti conve

ha poi messo in luce specializzazioni tali delle ce
psicrofile esaminate da suggerire anche un loro eve
utilizzo per la produzione di biodiesel, sfruttando

senso i trigliceridi prodotti per via fermentativa.

Al di la di un possibile e valutabile fine applicat

rimane tuttavia un’evoluzione secondaria dello stud
dubbio, gli sforzi fatti hanno contribuito ad appor
conoscenze sulla fisiologia dei lieviti psicrofili

0ggi, restano una fonte poco esplorata di biodivers
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