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Introduzione 

 

Le batteriocine 

I microrganismi, per loro stessa natura, sono in grado di attivare una serie di 

sistemi difensivi estremamente varia. Tra questi sistemi rientrano i classici antibiotici, 

svariati agenti litici, diversi prodotti del metabolismo batterico, varie tipologie di 

esotossine e le batteriocine. 

L’antagonismo esistente tra i microrganismi viene citato sul finire del XIX 

secolo da Pasteur e Joubert, i quali osservarono come un isolato batterico fosse in grado 

d’interferire sulla crescita di Bacillus antrachis  (Jack et al., 1995). Allo stesso modo, fu 

osservata un azione inibitoria esercitata da un isolato di Staphylococcus spp. posto in 

interazione con Corynebacterium diphyteriae. Questa scoperta condusse, in quel tempo, 

ad un uso terapeutico di isolati stafilococcici, sotto forma di vapore, come utile 

strumento nel trattamento della difterite (Florey, 1996). Gátia (1925) fu il primo a 

chiarire i meccanismi d’inibizione che avvengono in questi processi d’interazione 

microbica. Fu osservato che cellule di E. coli erano in grado di produrre, quando 

cresciute in mezzo liquido, una sostanza stabile alle oscillazioni di temperatura e che 

mostrava attività inibitoria sulla crescita di altri microrganismi tassonomicamente 

similari. Quello, fu molto probabilmente, il primo passo verso lo studio riguardante le 

batteriocine (Jack et al., 1995), ed inizialmente queste sostanze furono chiamate 

colicine, poiché la maggior parte degli studi riguardavano la loro sintesi da parte di E. 

coli.  

 Solo successivamente, fu scelto il nome batteriocine (Jacob et al., 1953), dopo 

che la sintesi di queste molecole con azione inibitoria, fu rilevata anche in altri batteri, 

sia Eubatteri che Archebatteri (Torrebranca et al., 1995). 

Col termine “batteriocine”, vengono indicate quelle molecole proteiche di 

produzione batterica generate indifferentemente da Gram-positivi e da Gram-negativi e 

dotate di attività inibitoria nei confronti di ceppi batterici diversi dal ceppo produttore, 

ma a questo strettamente correlati. 
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 Le batteriocine, di fatto,  furono scoperte all’inizio del 1928, un anno prima della 

penicillina e proprio per questo motivo furono poco studiate e messe da parte poichè gli 

antibiotici mostrarono subito un’attività antimicrobica notevolmente superiore, anche se 

questo ha determinato, in seguito ad uso eccessivo sia nella medicina umana che in 

quella animale, la comparsa di multiresistenza negli organismi bersaglio. 

 

Caratterizzazione e sintesi 

Le Batteriocine sono state definite come sostanze batteriche con la capacità 

d’inibire, anche in basse concentrazioni, la moltiplicazione di altri batteri 

tassonomicamente vicini (Stainer et al., 1986; Brock, 1995). Queste formano un gruppo 

eterogeneo comprendente le specie produttrici, la dimensione molecolare, lo spettro 

antimicrobico, la stabilità, le caratteristiche fisiche e chimiche, il modo d’azione ed i 

meccanismi immunitari indotti. Si ritiene che vengano prodotte dal 99% delle specie 

batteriche presenti in natura (Davidson and Hoover, 1993; De Vuyst and Vandame, 

1994). Le batteriocine prodotte dai batteri Gram negativi sono generalmente proteine ad 

elevato peso molecolare con un dominio caratteristico, specifico per l’adesione, la 

traslocazione o l’attività di killing della batteriocina stessa, mentre quelle prodotte dai 

batteri Gram positivi sono generalmente peptidi cationici, di piccole dimensioni e 

termostabili, inizialmente sintetizzati come pre-peptidi e che, in seguito a fenomeni di 

scissione, si trasformano nelle molecole biologicamente attive. 

 Potrebbero anche essere indicate per definizione come antibiotici, anche se di 

fatto presentano alcune differenze (Tabella 1) (Klement et al., 1990; Davis, 1999). Le 

batteriocine sono molecole con attivià antibiotica tra le più abbondanti e diversificate  

prodotte dai batteri, sia Gram positivi che Gram negativi (Riley, 1998). 

Gli antibiotici vengono definiti come specie molecolari prodotte da un 

organismo e attive contro la crescita di altri. Tuttavia in pratica, gli antibiotici sono 

generalmente considerati metaboliti secondari attivi in basse concentrazioni nel bloccare 

la crescita di microrganismi. Gli antibiotici sono molecole, anche peptidiche 

(penicillina), prodotte da sistemi multi-enzimatici e la cui biosintesi non è bloccata da 

inibitori della sintesi proteica al contrario delle batteriocine. 
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    Tabella 1 – Aspetti caratteristici delle batteriocine ed altri antibiotici convenzionali. 

Caratteristiche                                Batteriocine                        Altri antibiotici 

Applicazione                                     alimenti                                     clinica 

Sintesi                                              ribosomale             metabolismo secondario 

Attività                                         spettro limitato                        ampio spettro 

Modalità d’azione               la maggior parte attraverso           bersaglio specifico 
                                          la formazione di canali nella 
                                            membrana citoplasmatica 
Tossicità od altri                                 assente                                   presente 
effetti nelle cellule 
eucariotiche  

 

 

Con il termine antibiotico si indica qualsiasi sostanza di origine microbica, 

animale, vegetale od ottenuta per sintesi che a basse concentrazioni deve avere le 

seguenti proprietà: I) attività inibitoria o letale contro specie microbiche; II) abilità nel 

prevenire la comparsa di forme di resistenza; III) assenza nell’ospite di effetti 

indesiderati;  IV) stabilità chimica. In generale, gli antibiotici possono essere definiti 

come agenti di grande interferenza sulla crescita e sulle attività microbiche. Le sostanze 

riconosciute come antibiotiche esercitano la loro attività in diversi modi, internamente 

ed esternamente alla cellula sensibile ed agendo su diversi bersagli, come:  

I) danneggiando la parete cellulare; II) destabilizzando la membrana citoplasmatica; III) 

modificando la struttura degli acidi nucleici; IV) inibendo l’attività enzimatica; V) 

esercitando un azione antimetabolica; VI) influenzando la sintesi degli acidi nucleici 

(Pelczar et al., 1980). Alcuni batteri, trovandosi a competere per i nutrienti e per lo 

spazio, sono in grado di secernere molecole peptidiche di sintesi ribosomale, le 

batteriocine appunto, che possono anche essere associate a lipidi o carboidrati e che 

possono portare ad una morte selettiva le altre cellule competitrici (Tagg et al.,1976; 

Tadashi and Schnneewind, 1998). Questo tipo di molecole sono prodotte da un ampio 

numero di organismi viventi: mammiferi, uccelli, anfibi, insetti, piante e microrganismi 

(Cammue et al., 1994; Sahl, 1994; Boman, 1995). Secondo Boman (1995, 1996) i 

piccoli peptidi antimicrobici quali le batteriocine sono una prima linea di difesa ideale 
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nei confronti dei patogeni in quanto vengono prodotti 100 volte più velocemente degli 

antibiotici ed inoltre diffondono molto più rapidamente delle grandi molecole. 

 L’informazione genetica che codifica per la produzione di batteriocine può 

essere contenuta sia a livello plasmidico, sia a livello cromosomico e tale produzione 

può avvenire spontaneamente oppure conseguire ad una stimolazione operata da agenti 

ambientali, fisici o chimici. 

I geni che codificano per le batteriocine prodotte dai batteri Gram negativi ri-

sultano localizzati a livello plasmidico, mentre i geni che codificano per le batteriocine 

prodotte dai Gram positivi possono essere presenti sia a livello plasmidico che cromo-

somico, ed inoltre si localizzano specificamente in strutture multigene operone-simili; il 

corredo genetico deputato alla produzione delle batteriocine ad opera dei Gram positivi 

risulta anche estremamente più ampio rispetto a quello dei Gram negativi. 

Tra le batteriocine una delle più studiate e note è la colicina che è prodotta da 

Escherichia coli, ha un peso di circa 20 kDa ed inibisce un ristretto numero di batteri 

(Nissen-Meyer and Nes, 1997). I primi studi hanno dimostrato che la sintesi delle 

batteriocine da Escherichia coli è codificata in geni localizzati in plasmidi (plasmide 

Col in E. coli) a differenza degli antibiotici veri e propri che, come già detto, sono 

generalmente prodotti del metabolismo secondario (Ker and Tate, 1984; Hancock and 

Chapple, 1999). Inoltre, sempre sul plasmide di Escherichia coli, oltre ai geni che 

codificano per la batteriocina, è stato individuato anche un gene immunitario che 

conferisce all’organismo produttore della tossina l’immunità verso quella sostanza. La 

colicina è prodotta principalmente quando il batterio è in condizioni di “stress” (Riley 

and Wertz, 2002). 

 Successivamente, sono stati identificati i determinanti genetici di diverse 

batteriocine, alcuni di essi sono correlati a plasmidi di diverse dimensioni, come la 

pediocina prodotta dal genere Pediococcus e la lactocina prodotta dal Lactococcus 

lactis. Altre sono codificate da geni localizzati sui cromosomi come la plantaracina A e 

la sakacina 674, mentre altre ancora sono correlate a trasposoni, come la nisina prodotta 

dal L. lactis (Ray, 1996). Inoltre, per molte batteriocine sono stati individuati i geni 

strutturali, in altre parole, i geni codificanti coinvolti nella sintesi di questi peptidi 

antimicrobici. Questi geni strutturali sono, generalmente, situati in un operone, che è 

direttamente coinvolto nel processamento e nel trasporto delle batteriocine attraverso la 
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membrana citoplasmatica procariotica (Jack et al., 1995). La molecola batteriocinica 

viene trasportata attraverso la cellula batterica sotto forma di peptide inattivo (preptide) 

contenente una porzione  C-terminale ed un prepeptide leader N-terminale. Durante il 

processamento, il peptde leader N-terminale viene rimosso da peptidasi specifiche con 

la conseguente attivazione della molecola che viene successivamente riversata 

nell’ambiente esterno all cellula. Comunque, alcune batteriocine rimangono adsorbite 

sulla superficie della cellula produttrice quando i valori di pH all’esterno sono uguali o 

superiori a pH 5.0, poiché presentano cariche positive e la tendenza a formare aggregati 

(Klaenhamer, 1993). 

 

Aspetti molecolari 

Ad oggi, sono state condotte molte ricerche riguardanti la batteriocine nel 

tentativo di capire le loro caratteristiche molecolari, nel significato ampio del termine. 

Queste molecole presentano generalmente natura proteica che varia da peptidi a basso 

peso molecolare come quelli sintetizzati dalle specie fitopatogene di Corynebacterium, 

fino a grosse molecole proteiche come quelle sintetizzate da Pseudomonas seringae 

(Gross and Vidaver, 1979; Stainer et al., 1986; Klement et al., 1990). In contrasto con i 

batteri Gram negativi (-), i batteri Gram positivi (+) molto spesso producono 

batteriocine più piccole di 6 kDa. Queste molecole hanno spesso carica positiva e 

proprietà anfotera, con capacità di penetrare nella membrana citoplasmatica. 

Inoltre sono ancora definite come sostanze cationiche ed idrofobiche, alcune delle quali 

presentano un ponte di solfuro nella loro struttura molecolare e la maggior parte di esse 

sono piccole molecole con meno di 50 aminoacidi, come ad esempio la nisina 

(batteriocina più studiata) che è costituita da 35 aminoacidi. Si contano 44 aminoacidi 

nella pediocina AcH prodotta da Pediococcus acidilactici, 43 aminoacidi nella sakacina 

prodotta da Lactobacillus sakei LB 706 e  37 aminoacidi nella lactacina prodotta da 

Lactobacillus lactis subsp. cremosis 9B4 (Daeschel, 1989; Daeschel and Ray, 1992; 

Klaenhammer, 1993).  

Queste molecole, come caratteristiche generali, sono: stabili al calore, a bassi valori di 

pH, alla refrigerazione, al congelamento ed anche a diversi solventi organici deboli, sali 

ed enzimi e sono sensibili agli enzimi proteolitici (Ray, 1996). 
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Modalità di azione 

Le batteriocine prodotte dai batteri Gram negativi si differenziano rispetto a 

quelle elaborate da microrganismi Gram positivi in quanto le prime agiscono mediante 

formazione di canali ionici a livello di membrana citoplasmatica e mostrano, una volta 

penetrate nella cellula sensibile/target, una spiccata attività nucleasica, mentre le se-

conde sono “membrana-attive”, ossia operano direttamente a livello di membrana 

(Bruno and Montville 1993). 

Le batteriocine prodotte dai batteri Gram negativi, aderiscono alle cellule bersaglio 

grazie alla presenza di specifiche unità recettoriali, presenti a livello di membrana 

esterna delle cellule sensibili coinvolte. Quelle prodotte dai microrganismi Gram 

positivi non mostrano invece alcun adsorbimento specifico, pur non potendosi escludere 

a priori la possibilità di una via di adsorbimento preferenziale per quelle specifiche 

batteriocine caratterizzate da uno spettro d’azione più limitato (Yang et al.,  1992).  

Lo spettro d’inibizione delle batteriocine prodotte dai Gram negativi è strettamente 

correlato alla specie produttrice, mentre le batteriocine prodotte dai Gram positivi si 

dimostrano attive non solo verso altri batteri Gram positivi ma, occasionalmente, anche 

verso microrganismi Gram negativi. Risulta poi di un certo interesse la constatazione 

che il range di sensibilità può ampliarsi, anche notevolmente, al variare del pH, così 

come in presenza di particolari sostanze chimiche che agiscono alterando l’integrità 

della parete batterica. Sebbene, alcune batteriocine prodotte da batteri Gram-positivi 

(Lactobacillus, Lactococcus) possiedano spettri di inibizione limitati ad alcuni ceppi 

appartenenti alla stessa specie del microrganismo produttore, la maggior parte di esse 

mostra un ampio spettro d’azione contro diverse specie batteriche sia Gram + che Gram 

-. Inoltre l’attività antibatterica nei confronti dei ceppi sensibili può essere determinata 

anche a concentrazioni picomolari e nanomolari. L’azione biologica delle batteriocine si 

attua dapprima, attraverso il legame con recettori specifici situati sulla superficie della 

cellula microbica bersaglio e successivamente per mezzo di meccanismi diversi, che 

possono essere adottati sia singolarmente che sinergicamente, portando a morte la 

cellula microbica (Paker et al., 1989; Daw and Falkiner, 1996; Brashears et al., 1998).  

Le batteriocine sono tossine molto potenti spesso molto specifiche e prodotte 

solitamente quando le cellule microbiche, specialmente quelle di alcuni gruppi, vengono 
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sottoposte a condizioni di stress. Una volta rilasciate nell’ambiente, provocano una 

rapida eliminazione delle cellule microbiche vicine che non siano immuni o resistenti 

alla loro azione (Tadashi and Schnneewind, 1998). L’azione di antagonismo esercitata 

dai batteri produttori di batteriocine verso altri batteri presenti nello stesso ambiente 

viene definita antibiosi (Hayes, 1993) e si ha quando due o più microrganismi presenti 

appunto nello stesso ambiente, possono interferire sfavorevolmente sulla crescita e sulla 

sopravvivenza reciproca (Ray, 1996). Possono essere coinvolti nell’antagonismo la 

competizione per i nutrienti essenziali, l’accumulo di D-aminoacidi, l’abbassamento del 

potenziale di ossido-riduzione e la coaggregazione (Schillinger, 1990; Sinell, 1989), 

mentre la morte cellulare dovuta alle batteriocine può essere conseguenza 

dell’alterazione del regolare funzionamento della membrana citoplasmatica (con relativa 

perdita della permeabilità), l’inibizione della sintesi degli acidi nucleici, l’interferenza 

nella sintesi delle proteine e variazione del meccanismo di traduzione cellulare. Ci sono, 

inoltre, alcuni gruppi microbici che subiscono una vera e propria lisi cellulare (Daw and 

Falkiner, 1996). I microrganismi batteriocina-produttori non subiscono l’azione della 

batteriocina da loro stessi prodotta grazie allo sviluppo di un immunità specifica 

mediata da una proteina (Hancock and Chapple, 1999). Una volta secreta ed attivata, la 

batteriocina possiede una notevole capacità nello scoprire ed uccidere le cellule 

batteriche, mentre provoca danni molto limitati o nulli alle cellule che l’hanno prodotta 

(Tadashi and Schinneewind, 1998). Le batteriocine sono normalmente efficaci contro 

batteri Gram positivi sia appartenenti a generi diversi che a specie tra loro strettamente 

correlate (Ker and Tate, 1984, Moreno et al., 2000). La nisina e la pediocina AcH sono 

esempi di batteriocine che possiedono un ampio spettro antimicrobico ed esercitano la 

loro attività inibitoria sulla crescita di batteri quali Lactobacillus plantarum, 

Pediococcus acidilactici, Leuconostoc mesenteroides, Listeria monocytogenes and 

Micrococcus luteus (Ray, 1996). La capacità inibitrice di individui nei confronti di altri 

viene considerata come superiorità concorrenziale e si ha quando i microrganismi, che 

stanno sviluppando le loro attività metaboliche, si contendono nell’ambiente 

determinate nicchie ecologiche (Stockewell et al., 1993). Riguardo alla loro azione, si 

considera che il ruolo primario delle batteriocine sia  quello di mediatori intra-specifici 

o di promotori d’interazioni fra le popolazioni microbiche (Cleeveland et al., 2001). 
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Regolazione della produzione di batteriocine 

Per quanto concerne la regolazione della produzione di batteriocine, i mi-

crorganismi Gram positivi elaborano uno specifico e personale sistema di regolazione, 

mentre i batteri Gram negativi si basano su diversi sistemi regolatori. 

In entrambi i casi risulta di particolare rilevanza un sistema di regolazione 

batterica denominato quorum sensing system; tale sistema risulta essere influenzato 

dalla densità cellulare presente nel substrato (Fuqua et al., 2001; Miller and Bassler, 

2001; Lerat and Moran, 2004). 

Esistono nel mondo procariotico alcuni sistemi di controllo globale che con-

sentono ad un microrganismo di rispondere in modo estremamente efficace ai segnali 

offerti dall’ambiente. Un interessante “segnale” è, per l’appunto, quello riportabile alla 

presenza di altri organismi appartenenti alla stessa specie. Alcune specie batteriche, 

infatti, possiedono sistemi regolatori che si basano sulla percezione della densità 

batterica di cellule appartenenti alla stessa specie nell’ambito della popolazione. È 

questa forma di controllo che viene appunto definita quorum sensing. Si stabilisce, in 

altri termini, una sorta di network di comunicazione tra cellula e cellula, basata su fattori 

solubili (N-acil-L-omoserina per i batteri Gram negativi e varie unità peptidiche per 

batteri Gram positivi) che spesso determinano la formazione di biofilm microbici. 

Questo mezzo di comunicazione intercellulare viene innescato per regolare la 

trascrizione genica di strutture coinvolte in differenti processi fisiologici come la 

bioluminescenza, il trasferimento di materiale plasmidico per via coniugativa e la 

produzione di specifici fattori di virulenza. Svariate specie microbiche impiegano questa 

strategia di comunicazione per mantenere una crescita organizzata nell’ambiente, 

situazione indispensabile per la sopravvivenza di taluni patogeni nell’ospite. Ciascun 

batterio Gram negativo che possieda questo sistema di controllo, risulta dotato di un 

enzima che sintetizza omoserina lattone acilato (AHL), molecola che diffonde 

all’esterno della cellula. All’interno della cellula l’AHL si concentra in modo specifico 

soltanto nel momento in cui ve ne siano numerose altre nelle vicinanze produttrici della 

stessa molecola. Queste molecole “segnale” a basso peso molecolare possono venire 

considerate come induttori che attivano la trascrizione genica da parte del cromosoma, 

producendo opportuni fattori di virulenza, batteriocine incluse. 
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Classificazione delle batteriocine 

L’attuale classificazione delle batteriocine si basa sia sulla loro natura chimica 

che sul loro spettro d’azione; sulla base di queste caratteristiche sono state individuate 

quattro classi (Kleanhammer, 1988; Papagianni, 2003; Cotter et al., 2006). 

Batteriocine di classe I o Lantibiotici sono cosi chiamate perché contengono 

aminoacidi non tradizionali come lantionina (Skaugen et al., 1994; Ryan et al., 1999 a, 

b) e β-metil lantionina oltre a residui deidratati e infine due gruppi contenenti D-alanina 

(Sahl et al., 1995). Sono piccole batteriocine composte da uno o due peptidi cationici, a 

basso peso molecolare (circa 3 kDa), attivi sulle membrane cellulari, termostabili, 

prodotti della sintesi ribosomale e sottoposti a modificazioni post-traduzionali, che si 

manifestano nella formazione di amminoacidi inusuali, quali la lantionina e la 

metillantionina, contenenti gruppi tioeteri che sono essenziali per l’assunzione di una 

adatta struttura funzionale. I lantibiotici  sono prodotti da una vasta gamma di batteri 

Gram-positivi, che mostrano un’azione battericida contro altri batteri Gram-positivi. A 

concentrazioni nanomolari mostrano un duplice meccanismo di azione, che implica la 

formazione di pori nelle membrane cellulari e l’inibizione della biosintesi dello strato 

peptidoglicanico, grazie a un’interazione specifica con il lipide II, un precursore della 

parete cellulare. La nisina rappresenta il classico prototipo delle batteriocine 

appartenenti a questa classe (Twomey et al., 2002). 

La struttura di tali peptidi contiene vari anelli attraverso la formazione di ponti 

con residui di lantionina (Lan) o b-metillantionina (Me-Lan). 

Nel 1991 il gruppo dei lantibiotici è stato suddiviso a seconda della loro struttura in due 

sottogruppi (Jung, 1991; Sahl et al., 1995; Sahl and Bierbaum, 1998):  

1. Il sottogruppo A contiene molecole allungate e flessibili, con carica positiva e 

sembra che agiscano depolarizzando la membrana citoplasmatica e favorendo quindi la 

formazione di pori, con perdita di costituenti essenziali della cellula batterica 

antagonista. Hanno un peso molecolare compreso tra i 2 e i 5 kDa. La Nisina 

appartiene a questo sottogruppo. 

2. Il sottogruppo B: sono rappresentati da molecole con una struttura globulare e 

dimensioni di 2 kDa, cariche negativamente o elettricamente neutre. Esse 

interferiscono con le reazioni enzimatiche essenziali per la crescita e la sopravvivenza 
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del batterio bersaglio, ad esempio impedendo la sintesi della parete cellulare (Sahl et 

al.,1995). Tra i lantibiotici di tipo B sono comprese la mersacidina e l’actagardina. 

 La continua scoperta di lantibiotici che non appartengono a nessuno dei due 

sottogruppi sopra descritti fa si che la classificazione sia continuamente aggiornata 

(Sahl and Bierbaum, 1998; Gudder et al., 2000; Ross P.R. et al., 2002). Twomey et al. 

(2002) hanno recentemente diviso i lantibiotici in sei sottogruppi. Appartengono:  

al 1° sottogruppo la Nisina A e Nisina Z; al 2° sottogruppo la lactacina 481 (Piard et al., 

1992; Rince et al., 1994) e la lactacina J49 (Hout et al., 1996); al 3° sottogruppo, 

chiamato mersacidino, la plantaricina C (Turner et al., 1999), LtnA1 (Ryan et al.,  

1999a, b) e Plw β (Holo et al., 2001); al 4° sottogruppo LtnA2; al 5° sottogruppo Cy1Ll e 

Cy1Ls (Gilmore et al., 1994); al 6° sottogruppo lactocina S (Mortvert et al., 1991). 

 I lantibiotici sono sintetizzati a partire da prepeptidi che hanno nella parte N-

terminale dei peptidi anionici capaci di formare un elica anfotera (figura 1). 

 

 
Figura 1.Un diagramma schematico della biosintesi dei lantibiotici: (1) Formazione della prebatteriocina; 
(2) La prebatteriocina è modificata da Lan B e LanC, traslocata attraverso un ABC-trasportatore dedicato 
LanT e processata da LanP, risultando una batteriocina matura; (3) La proteina Istidina chinasi (HPK) 
reagisce alla presenza della batteriocina attivando un processo di fosforillazione; (4) Il gruppo fosfato (P) 
è trasferito a un regolatore (RR); (5) RR attiva la trascrizione del gene regolatore; e (6) produce immunità 
alla cellula mediante proteine che legandosi alla batteriocina ne impediscono l’attività antibatterica, LanI. 
 



Batteriocine da enterococchi isolati da latte di capra  
CAP. 2 Classificazione delle batteriocine 

Autore: Stefano Schirru 
Titolo: Batteriocine da enterococchi isolati da latte di capra 
Tesi di Dottorato in Scienze dei sistemi agrari e forestali e delle produzioni alimentari                                                                     12  
Università degli Studi di Sassari 
 

Batteriocine di classe II: molecole di piccole dimensioni (< 5 kDa), idrofobiche,  

relativamente termostabili,  che non contengono aminoacidi modificati.  

Questa classe viene, a sua volta, suddivisa in 3 sottoclassi:  

classe IIa (Kaur et al., 2004), le batteriocine che rientrano in questa sottoclasse, 

che è la più ampia ed importante della classe II per la sua attività anti-Listeria, sono 

caratterizzate dalla sequenza YGNGV nella regione N-terminale (tipo pediocina). La 

parte N terminale idrofilica è fortemente conservata da ciò risulta che le batteriocine 

tipo pediocina (36 – 48 amminoacidi) prodotte da diversi batteri hanno tutte un alta 

similitudine (40 – 60% ). Le prime batteriocine di questo tipo ad essere caratterizzate 

furono: la pediocina PA1 (Henderson et al., 1992; Nieto Lozano et al., 1992) ; la 

sakacina A (Holck et al., 1992), la sakacina P (Holck et al., 1992; Tichaczek et al., 

1992), la leucocina A (Hastings et al., 1991), la curvacina A (Tichaczek et al.) e la 

mesentericina Y105 (Héchard et al., 1992). Più recentemente sono state identificate in 

questo gruppo la carnobatteriocina BM1 e B2 (Quadri et al., 1994), l’enterocina A 

(Aymerich et al., 1996) e la piscicolina 126 (Jack et al., 1996). 

Attraverso la costruzione di batteriocine ibride si è capito che la regione C terminale è 

importante nel determinare la specificità verso l’organismo target (Chikindas et al., 

1995; Fimland et al., 1996). 

 Classe IIb, batteriocine non modificate non pediocin-like, come la lactococcina 

A e batteriocine denominate two-peptide, che consistono in due differenti peptidi 

cationici entrambi di 25 – 40 residui. L’attività antibatterica richiede la presenza di 

entrambi i peptidi, l’ottimo si ottiene quando sono presenti approssimativamente in 

quantità equivalenti. Le prebatteriocine vengono prodotte all’interno della cellula (Fig. 

2) mentre la batteriocina matura si forma durante il trasporto fuori dalla cellula. 

Il trasporto prevede la rimozione enzimatica del peptidi leader N-terminale (Garneau et 

al., 2002; Higgins, 1992; Buchman et al., 1988; Kaletta et al., 1989). 

Le batteriocine due-peptidi sono: ABP-118 (Lactobacillus salivarius),  recentemente 

descritto da Flynn et al. (2002); Brochocin-C (Brochothrix campestris), originariamente 

scoperto da Siragusa e Nettles Cutter (1993) e parzialmente purificato e caratterizzato 

da McCormick et al. (1998); Enterocine 1071 e L50 (Enterococcus spp.); Lactacins F e 

705 (Lactobacillus spp.); Lactococcins G e MN (Lactococcus spp.). 
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Figura 2. Un diagramma schematico della biosintesi delle batteriocine della classe II: (1) Formazione 
della prebatteriocina e del prepetide del Fattore d’induzione (IF); (2) La prebatteriocina e il pre-IF sono 
processate e traslocate dal ABC-trasportatore risultando una batteriocina matura e IF; (3) La proteina 
Istidina chinasi (HPK) reagisce alla presenza del IF attivando un processo di fosforillazione; (4) Il gruppo 
fosfato (P) è trasferito a un regolatore (RR); (5) RR attiva la trascrizione del gene regolatore; e (6) 
produce immunità alla cellula mediante proteine che legandosi alla batteriocina ne impediscono l’attività 
antibatterica. 
 
 
 
 
Classe IIc, la loro attività necessita di residui ridotti di cisteina (Cys), lattococcina B. 

 

Batteriocine di classe III: proteine di notevoli dimensioni e termolabili (dimensioni 

> 30 kDa). Appartengono a questa classe di batteriocine l’helveticina J,  l’helveticina 

V-1829, l’acidofilina A, lattacina A e B. 

 

 Batteriocine di classe IV: molecole complesse nella cui struttura si riconoscono 

componenti sia di natura lipidica che glucidica che sono indispensabili per la loro 

attività. Appartengono a questa classe di batteriocine la plantaricina S, leucocina S, 

lattacina 27 e pediocina SJ-1. 
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Le colicine 

Le colicine, batteriocine prodotte da cellule di E. coli, sono state oggetto di 

diversi studi di ecologia microbica riguardanti i microrganismi (Paker et al., 1989; 

Gordon and Riley, 1999). In particolari condizioni di stress come la mancanza di 

nutrienti o la sovrapopolazione, le cellule di E. coli eventualmente presenti in una 

popolazione microbica e capaci di produrre le colicine vengono stimolate a sintetizzarle, 

ed il loro rilascio nell’ambiente avviene, generalmente, attraverso la lisi delle stesse 

cellule produttrici. La colicina, dapprima  si lega ai recettori di membrane situati sulla 

cellula batterica sensibile e successivamente viene trasportata all’interno della stessa 

cellula batterica bersaglio, provocandone la morte attraverso tre meccanismi principali: 

i) la formazione di canali nella membrana plasmatica; ii) la degradazione del DNA; iii) 

l’inibizione della sintesi proteica. Il riconoscimento ed il trasporto delle colicine sono 

meccanismi altamente specifici in grado di causare un azione letale solo sulle cellule di 

E. coli, infatti, le colicine hanno un azione inibitoria molto bassa sugli altri batteri 

enterici. La resistenza alle colicine che si ha all’inerno della famiglia delle 

Enterobacteriaceae suggerisce che queste molecole agiscono principalmente in modo 

intra-specifico. Le cellule colicina-produttrici sintetizzano una proteina auto-immune 

che è codificata in un operone (Figura 3) e che conferisce protezione od immunità dalla 

batteriocina da esse stesse prodotta.  

                                   Colina                                              immunità              lisi 

 
Figura 3. Le colicine sono codificate in un operone. Generalmente, questo operone comprende tre geni 
intimamente connessi: 1) un gene che codifica la colicina, che funziona da killer verso le cellule 
avversarie; 2) un gene immunitario che codifica la sintesi della proteina che è in grado di conferire alla 
cellula produttrice una immunità specifica nei confronti dell’azione della colicina; 3) un gene di lisi, che 
codifica la sintesi di una proteina in grado di provocare la produzione di cellule che lisano. Essa esercita 
la funzione di liberare la colicina nell'ambiente in cui è inserita la popolazione microbica. Questi geni si 
trovano in un operone, e sono codificati dal processo di replicazione del plasmide nella cellula di E. coli. 
 

Una volta che la batteriocina è stata riconosciuta, s’instaura un legame fra la 

proteina che conferisce l’immunità e la porzione C-terminale della colicina e questo 

protegge la cellula produttrice (Ray, 1996). Si pensa che il meccanismo dello sviluppo 

della resistenza mediato dalla proteina auto-immune, possa apportare alcune 

modificazioni nei recettori di superficie della cellula, dato che questi recettori vengono
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solitamente utilizzati dalle colicine come strutture di accesso all’interno delle cellule 

bersaglio. Questo meccanismo viene riconosciuto ed indicato come resistenza vera. Un 

altro meccanismo di sopravvivenza può essere dovuto ad una modificazione nella 

procedura di trasporto, usata solitamente dalla batteriocina per attraversare la membrana 

citoplasmatica della cellula bersaglio, e che produce nella cellula colina-produttrice un 

aumento nella tolleranza (Cleveland et al, 2001). Solo le cellule che sviluppano 

l’immunità, sia come resistenza o sia come tolleranza, sono in grado di sopravvivere 

alle condizioni ambientali create dall’azione della colicina. A tutt’oggi  sono state 

caratterizzate oltre 25 tipi di colicine e si pensa che circa il 30% della popolazione 

naturale di E. coli le produca (Tadashi and Schnneewind, 1998). Comunque, ogni 

popolazione microbica studiata differisce per le diverse colicine sintetizzate e 

generalmente, fra tutte quelle prodotte esiste sempre un tipo dominante. In una 

popolazione microbica naturale di E. coli vi sono numerose cellule che sono resistenti 

ad una o più colicine, con una media del 70% che è resistente ad alcune colicine  ed un 

30% che risulta essere resistente a tutte quelle prodotte all’interno della popolazione 

(Gordon and Riley, 1999). Nel tempo, in  una popolazione microbica naturale vi è 

sempre un costante flusso di frequenze relative di cellule di E. coli capaci di produrre 

colicine, come di cellule sensibili e di cellule resistenti all’azione delle colicine (Riley, 

1998). 

 

Le batteriocine dei batteri lattici 

 La fermentazione lattica e l’attivita antimicrobica dei batteri lattici sono 

conosciute ed apprezzate da tempo ed applicate dagli esseri umani per l’ottenimento di 

diversi prodotti alimentari. Le proprietà antagonistiche dei batteri lattici connesse con la 

loro storica salubrità d’impiego nei processi fermentativi, ne rende molto interessante 

l’utilizzo per la bioconservazione. Esiste un interesse crescente nell’uso dei batteri 

lattici come conservanti naturali, per la loro potenziale produzione di metaboliti con 

attività antimicrobica come gli acidi organici (lattico ed acetico), il perossido 

d’idrogeno, la CO2, il diacetile (2, 3-butandione), gli enzimi antimicrobici e le 

batteriocine . Le batteriocine prodotte dai batteri lattici, conosciuti generalmente come 

sicuri (GRAS), suscitano un grosso interesse nel controllo di batteri degradativi e 
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patogeni nelle derrate alimentari. La ricerca sulle batteriocine dei batteri lattici si è 

estesa durante le ultime decadi, con l’intento di utilizzare le batteriocine o gli organismi 

produttori come conservanti alimentari naturali. Le batteriocine sono state scoperte in 

molti microrganismi ma negli ultimi anni hanno ricevuto particolare attenzione 

soprattutto quelle prodotte dai batteri lattici (Klaenhammer, 1988; Jack et al., 1995) 

perché potendo inibire anche l’accrescimento di batteri patogeni, potenzialmente 

presenti negli alimenti quali la Listeria monocytogenes, Staphylococcus aureus, Bacillus 

cereus, e sia le spore che le forme vegetative di Clostridium botulinum (Chen & 

Hoover, 2003; Cleveland et al., 2001; Deegan et al., 2006; O’Sullivan et al., 2002; Tagg 

et al., 1976), possono essere utilizzate nell’industria alimentare come conservante 

naturale (Tab. 2).  

Tabella 2. Esempi di batteriocine prodotte da batteri lattici  

Batteriocine dei LAB
Spettro 

d'inibizione

Lactococcus  sp.
Nisina ampio (Delves-Broughton, 1990; Ruhr et al. , 1985)

Lacticina 3147 ampio (Ryan, 1999a, b)

Lacticina 481 medio (Piard, 1992)
Lactococcina A, B e M ristretto (van Belkum, 1991)

Lactocacilus  sp.
Lactocina 27 ristretto (Upreti et al.,  1975)
Sakacina A ristretto (Schilinger et al ., 1989)
Sakacina B ristretto (Samelis et al ., 1994)
Plantaricina C ampio (Gonzales et al ., 1994)

Pediococcus sp.
Pediocina A ampio (Piva et al ., 1994)
Pediocina AcH (PA-1) ampio (Bhunia et al ., 1988; Marugg et al. , 1992)

Leuconostoc  sp.
Leucocina A-UAL187 ampio (Leisner et al ., 1996)

Enterococcus  sp.
Enterocina A ristretto (Aymerich et al. ,1996; Ennahar et al ., 2000)

Carnobacterium sp.
Carnocina U149 ampio (Stoffels et al. , 1993)
Piscicolina 126 ampio (Jack et al ., 1996)
Divercina V41 ampio (Duffes et al ., 1999)

Bibliografia

 

La maggior parte delle batteriocine fino ad oggi descritte sono prodotte da 

microrganismi dei generi Lactobacillus spp., seguite da Enterococcus, Pediococcus e 

Leuconostoc spp. (De Vuyst and Vandamme, 1994). Le batteriocine vengono definite 

come peptidi che vengono sintetizzati a livello dei ribosomi e la cui attività 
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antimicrobica è di solito diretta contro specie batteriche filogeneticamente vicine 

(Klaenhammer, 1988; Klaenhammer, 1993; Nes et al., 1996). Comunque, sono state 

riportate alcune eccezioni a questa regola, come ad esempio l’attività verso batteri gram 

negativi. Ne sono esempi la plantaricina 35d, prodotta da Lactobacillus plantarum 

(Messi et al., 2001); la batteriocina ST151BR, prodotta da Lactobacillus pentosus 

ST151BR (Todorov and Dicks., 2004); una batteriocina prodotta da Lactobacillus 

paracasei subsp. paracasei (Caridi, 2002); la thermophylina, prodotta da Streptococcus 

thermophylus (Ivanova et al., 1998); la batteriocina AS-48, prodotta da Enterococcus 

faecalis (Abrionel et al., 2001); una batteriocina prodotta da Lactococcus lactis 

KCA2386 (Ko and Ahn., 2000).  

La nisina, prodotta da  L. lactis subsp. lactis, è attiva contro batteri Gram-

negativi, ma solo quando viene usata ad alte concentrazioni (Mattic and Hirsch 1947; 

Ogden and Tubb, 1985) oppure quando le cellule del microrganismo bersaglio vengono 

previamente pre-trattate con EDTA (Stevens et al., 1992; Stevens et al., 1991). Questo 

interesse riflette inoltre l’incremento della domanda da parte del consumatore, di 

prodotti sicuri non solo per assenza di microrganismi patogeni ma anche senza 

conservanti chimici (Abee et al., 1995). Infatti l’uso di questi batteri e dei loro 

metaboliti è generalmente accettato dal consumatore come qualcosa di “naturale” e 

“health-promoting” (Montville and Winkowski, 1997). Conseguentemente negli ultimi 

anni c’è stato un rinnovato interesse per quelle che vengono chiamate “tecnologie 

verdi” includendo in queste l’utilizzo delle batteriocine come bio-conservanti. 

Questi composti possono essere utilizzati in tre modi: il primo consiste 

nell’incorporare la batteriocina nel prodotto come un normale additivo (per far questo 

bisogna produrre la batteriocina in grandi quantità, purificarla e stabilizzarla); il 

secondo consiste nell’utilizzare il ceppo produttore della batteriocina come un vero è 

proprio starter che produrrà la batteriocina direttamente nell’alimento (il ceppo 

produttore può sostituirsi completamente al ceppo starter nel caso in cui abbia anche le 

qualità tecnologiche per portare a conclusione con successo il processo biotecnologico, 

oppure essere incluso in un mix di microrganismi alcuni dei quali si occuperanno 

principalmente del processo altri della salubrità del prodotto, naturalmente in questo 

secondo caso prima dell’utilizzo dovranno essere testate tutte le possibili complicazioni 

nell’associazione tra microrganismi diversi; il terzo modo ovvia agli inconvenienti del 
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precedente ricorrendo, ove possibile, alla produzione della batteriocina per via 

eterologa, cioè ricorrendo al trasferimento del determinante o dei determinanti genetici 

del microrganismo produttore in un ospite, che sia possibilmente il microrganismo in 

possesso delle caratteristiche richieste dallo specifico processo tecnologico (O’Sullivan 

et al., 2002). 

In generale quando si selezionano ceppi di batteri produttori di batteriocine per 

utilizzarli negli alimenti, questi dovrebbero essere ben conosciuti, sicuri e portare effetti 

positivi al prodotto incrementandone i sapori e i profumi; le batteriocine dovrebbero 

avere un ampio spettro d’azione con alta specificità verso batteri patogeni come la 

Listeria monocytogenes e il Clostridium botulinum, stabili al calore, nessun rischio per 

la salute. 

 

La nisina 

Ad oggi è l’unica batteriocina commercialmente ammessa come agente naturale 

in ambito alimentare, per la conservazione degli alimenti (Delves-Broughton et al., 

1996; Riley and Wertz, 2002; Ross Paul et al., 2002), mentre altre batteriocine possono 

essere eventualmente presenti negli alimenti prodotte dalle colture microbiche utilizzate 

come starter. La nisina e considerata sicura dal World Health Organization (WHO) ed 

ha ricevuto la denominazione di Generally Recognized as Safe (GRAS) ed anche dal 

Food and Drug Administration (FDA). La nisina è prodotta da Lactococcus lactis subsp. 

latis ed è ammessa in più di 60 paesi (Abee et al., 1994). La Nisina può essere 

addizionata agli alimenti in quantità variabili da 10 a 750 mg/Kg di prodotto 

commerciale che equivalgono a 0,25-18,7 µg nisina/g (Ruhr, et al., 1985). La Nisina 

viene generalmente addizionata ad alimenti acidi anche se esplica la sua attività a pH 

variabili da 3,5 a 8,0. In alcuni casi questa molecola è stata addizionata anche nella 

formulazione di involucri di PVC e in film biodegradabili derivati dal mais. Il limite 

d’uso per la Nisina nei paesi UE è di 10 µg/g di alimento. 

Di seguito vengono elencati alcuni alimenti dove è prevista l’addizione di 

nisina: cibi in scatola, formaggi, formaggi fusi o trattati, dessert pastorizzati preparati 

con latte, ricotta, prodotti derivati del latte, preparazioni liquide a base di uovo, nella 

preparazione della fermentazione della birra e succhi di frutta, sui vegetali e nei gelati. 
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Il termine Nisina deriva dalla vecchia nomenclatura tassonomica dei batteri in 

cui sono state individuate. Questi batteri, appartenenti oggi al genere Lactococcus erano 

un tempo classificati come Streptococcus appartenenti al sierotipo N, da cui Nisina sta 

per “Group N Inhibitory Substance” dove il suffisso “INA ”era quello comunemente 

utilizzato per gli antibiotici (all’epoca, 1928-44, il termine batteriocina non era stato 

ancora coniato). La Biosintesi è suddivisa in tre fasi:  

1-modificazioni intracellulari post-traduzionali di alcuni aminoacidi della molecola 

peptidica (deidratazioni, formazioni di tioesteri e addizione di gruppi sulfidrilici);  

2-trasporto del peptide attraverso la membrana citoplasmatica;  

3-azione proteolitica (attivazione) a carico della pre-nisina e asporto del peptide leader. 

 La Nisina è senza dubbio il lantibiotico più studiato e conosciuto, diversi studi 

sono stati eseguiti sulla sua struttura e sui geni che la regolano (De Vuist and 

Vandamme, 1994; Dutton et al., 2002). La Nisina è composta di 34 aminoacidi ed ha 

una struttura pentaciclica (Shiba et al., 1991) con un residuo di lantionina (anello A) e 

quattro residui di b metil-lantionina (anelli B, C, D ed E). La Nisina Z è una variante 

naturale della nisina contenente asparagina al posto della istidina in  posizione 27 

(Kuipers et al., 1993; Mulders et al., 1991).  

La Nisina può risultare efficace anche a concentrazioni nanomolari.  

 

Meccanismo d’azione della nisina 

I primi studi dimostrarono che inibiva la biosintesi del peptidoglicano (Linnet 

and Strominger, 1973), e che interagiva con i lipidi di tipi I e II (Reisinger et al., 1980). 

Più tardi è stato osservato che poteva causare la formazione di pori nella membrana dei 

batteri sensibili, alterando l’equilibrio osmotico e il potenziale di membrana della 

cellula (Ruhr and Sahl, 1985; Sahl et al., 1987; Benz et al., 1991).  

 L’inserzione della Nisina sulla membrana cellulare determina la formazione di 

piccoli fori e la conseguente fuoriuscita di piccole molecole (<9400 Da), tale inserzione 

avviene in regioni non specifiche (Fig. 4). 
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Figura 4. Modello dell’inserzione della Nisina nel doppio strato fosfolipidico della membrana 

cellulare. 

 

 Più recentemente è stato mostrato che la Nisina interagisce con i lipidi II presenti 

nella membrana cellulare, molecole coinvolte nella biosintesi della parete cellulare 

(Breukink et al., 1999; Wiedemann et al., 2002). 

Le Nisine sono attive nei confronti di altri batteri lattici e soprattutto nei confronti 

di diverse specie di Clostridium (C. botulinum, C. butyricum) e di Listeria. Alcuni 

ceppi di clostridi possono essere resistenti alle Nisine perché producono proteasi in 

grado di inattivare la molecola peptidica.  

Tra le specie di interesse alimentare sensibili alle Nisine si possono annoverare: 

Alycyclobacillus acidoterrestris; Bacillus brevis; Bacillus cereus; Bacillus coagulans; 

Bacillus licheniformis; Enterococcus faecalis e faecium; Lactobacillus brevis; 

Lactobacillus casei; Lactobacillus plantarum; Lactobacillus helveticus; Lactobacillus 

lactis; Leuconostoc mesenteroides; Oenococcus oeni; Pediococcus; Micrococcus; 

Staphylococcus aureus, Listeria monocytogenes (Delves-Brughton, J., 1990; Maisnier-

Patin et al., 1992, Ferreira and Lund, 1996). 
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Ruolo ecologico delle batteriocine 

Come gia menzionato, le batteriocine svolgono una funzione chiave in termini 

“relazionali” all’interno delle diverse comunità batteriche, anche se il ruolo di queste 

sostanze antimicrobiche non è stato ancora definitivamente chiarito. 

La sintesi batteriocinica, talvolta estremamente elevata sotto l’aspetto quan-

titativo, potrebbe suggerire un possibile coinvolgimento di tali sostanze sia nei mec-

canismi difensivi (impedisce l’invasione ad opera di altri ceppi o specie batteriche al-

l’interno dell’habitat del batterio produttore), che offensivi, mettendo in atto strategie 

invasive con conseguente stanziamento in una particolare nicchia ecologica (Miller and 

Bassler, 2001). 

 

Le batteriocine come potenziali bioconservanti degli alimenti 

Nella produzione degli alimenti è fondamentale adottare tutte le misure atte a 

garantirne la salubrità e la stabilità durante la shelf-life che, come conseguenza delle 

tendenze attuali adottate dal consumatore moderno e dal legislatore alimentare, sono 

diventate tema di grande sfida per l’industria alimentare (Brul and Coote, 1999). Infatti 

oggigiorno, il consumatore richiede cibi di alta qualità, possibilmente senza conservanti 

chimici, sicuri dal punto di vista igienico sanitario ed in grado di avere una lunga shelf-

life ed il legislatore ha contemporaneamente imposto una riduzione nell’uso dei 

conservanti chimici in differenti alimenti (Brul and Coote, 1999). Naturalmente tutto 

questo ha causato per l’industria alimentare diversi problemi ed ha stimolato un 

rinnovato interesse, non scevro da grandi discussioni, verso nuovi agenti antimicrobici 

idonei ad essere utilizzati per la conservazione degli alimenti. Questi nuovi agenti ad 

azione antimicrobica dovrebbero possedere diversi requisiti, tra i quali la possibilità di 

poter essere impiegati in combinazione con i diversi trattamenti di risanamento 

tradizionalmente applicati nell’industria alimentare, ed inoltre poter assicurare ai cibi la 

protezione necessaria contro la flora microbica patogena e degradativi (Peck, 1997). 

Allo stesso tempo, una nuova prospettiva nella conservazione degli alimenti esalta 

l’adozione di diciture come “sistema antimicrobico naturale”, dove possono essere 

utilizzate le azioni sinergiche di diversi elementi. Sono compresi i prodotti animali, 
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vegetali e microbici che possiedono proprietà antimicrobiche, associati a procedure 

fisiche naturali di produzione, d’imballaggio e di conservazione degli alimenti. Queste 

azioni in un uso associato, possono produrre un effetto sinergico nel creare un ambiente 

sfavorevole alla sopravvivenza dei microrganismi (Gould, 1995). Ciò ha generato 

grande pressione sull’industria alimentare al fine di adottare alternative naturali per 

raggiungere gli obiettivi relativi alla conservazione dei cibi (Brul and Coote, 1999). 

Nella ricerca di nuove tecnologie utilizzabili per la conservazione degli alimenti, 

assumomo un posto di grande rilievo le sostanze prodotte dai microrganismi e tra queste 

sostanze meritano particolare attenzione le batteriocine (Daw and Falkiner, 1996). 

Queste molecole rientrano all’interno della classe dei bioconservanti e della sottoclasse 

delle molecule biologiche a basso peso molecolare (Brul and Coote, 1999). I generi 

Lactococcus, Lactobacillus, Streptococcus, Leuconostoc, Pediococcus, Bifidobacterium 

and Propionibacterium includono specie microbiche produttrici di batteriocine 

impiegate o potenzialmente impiegabili nei processi fermentativi degli alimenti. 

 Qualsiasi batteriocina dovrebbe essere studiata esaurientemente nelle sue 

caratteristiche, prima di poter essere impiegata come bioconservante (Cleveland et al., 

2001) e segnatamente, sono sei gli aspetti che dovrebbero essere valutati  prima del loro 

utilizzo come additivi alimentari: I) tutti gli additivi proposti devono essere testati 

tossicologicamente, inclusi gli effetti potenziali sinergici e di accumulo; II) deve essere 

autorizzato l’utilizzo solo di quegli additivi considerati sicuri nel senso reale del 

termine; III) quando si riscontrano nuove informazioni circa la loro sicurezza ed il loro 

uso, qualsiasi additivo alimentare deve essere nuovamente sottoposto a valutazione; IV) 

tutti gli additivi alimentari devono essere sempre tenuti in conformità con quanto 

indicato dalla Commissione Alimentare del CODEX; V) l’uso giustificato degli additivi 

deve essere fortemente basato sui requisiti di sicurezza alimentare delle differenti 

caratteristiche dei consumatori, e deve essere anche una flessibile alternativa economica 

e tecnica; VI) l’autorizzazione temporanea o permanente dell’uso di un additivo, deve 

considerare la limitazione per alimenti specifici, lo scopo, le condizioni di utilizzo, la 

riduzione del livello necessario per conseguire gli effetti desiderati ed il livello 

assumibile quotidianamente dall’uomo, ed ancora devono essere considerati  le possibili 

assunzioni di categorie speciali di consumatori (Concon, 1980). Per alcune batteriocine 

è stata ben chiarita la loro azione come potenziali agenti antimicrobici ed anche le loro 
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possibili applicazioni nella conservazione degli alimenti, come la già citata nisina A che 

ha mostrato effetti inibitori sulla crescita, in formaggio, della Listeria monocytogenes in 

un periodo di otto settimane. Anche l’enterocina, ha mostrato la capacità d’inibire la 

crescita della L. monocytogenes una volta inoculata in carne di maiale, prosciutto, carne 

di pollo ed insaccati, così come la lattocina sempre sullo stesso microrganismo quando 

inoculato su terreno a base di carne (Vignolo et al., 1996; Davies, 1999; Aymerich et 

al., 2000). Come già riportato, sono numerose le applicazioni della nisina come 

conservante degli alimenti, inclusa l’estensione della shelf-life dei prodotti caseari, dei 

cibi in scatola, della carne sotto vuoto e del salmone affumicato (Hurst, 1981; Davies, 

1999; Nilsson et al., 2000). La nisina presenta diverse caratteristiche positive, infatti 

risulta essere: I) priva di tossicità; II) prodotta naturalmente dal Lactococcus lactis; III) 

stabile al calore; IV) stabile alla conservazione; V) degradabile mediante enzimi 

digestivi; VI) di sapore e odore neutro (non conferisce sapori ed adori sgradevoli al 

prodotto); VII) ad ampio spettro d’azione contro i microrganismi Gram positivi 

(Kominsky, 1999; Fiorentini et al., 2001), ma è meno attiva nell’inibire la maggior parte 

dei batteri Gram negativi, dei lieviti e delle muffe (Harris et al., 1997).  

Sebbene il ruolo antimicrobico delle batteriocine sia stato ampiamente 

riconosciuto, esse non sono ancora usate nella conservazione degli alimenti, 

probabilmente perché, la conoscenza delle loro caratteristiche peculiari è ancora 

insufficiente. Infatti, le più studiate e conosciute quali la nisina, l’acidocina, la 

bavaracina, la curvaticina, la saracina non sono ancora state ben caratterizzate.  

 

Applicazioni attuali delle batteriocine in campo clinico ed alimentare 

Negli ultimi 15 anni c’è stato un rinnovato interesse verso queste molecole a 

spiccata attività antimicrobica soprattutto per il loro possibile impiego sia in campo 

clinico che in quello tecnologico/alimentare. 

Per quanto attiene alle applicazioni in campo clinico, le batteriocine potrebbero 

rappresentare una valida soluzione alternativa agli antibiotici. Infatti, grazie al loro 

limitato spettro d’azione, possono essere considerate “farmaci d’elezione” che agiscono 

specificatamente su determinati agenti patogeni; ciò consentirebbe, per lo meno in linea 

teorica, una drastica diminuzione dell’utilizzo degli antibiotici, riducendo in tal modo da 
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un lato lo sviluppo di antibiotico-resistenza da parte dei ceppi patogeni e dall’altro il 

depauperamento della flora apatogena commensale presente nell’organismo. 

Ne sia d’esempio la latticina 3147, batteriocina prodotta da Lactococcus lactis, 

che ha mostrato una spiccata attività nei confronti dei principali agenti mastitogeni 

Gram positivi (Crispie et al., 2004; Galvin et al., 1999; Mc Auliffe et al., 1998; Ross et 

al., 1999; Ryan et al., 1998). Appare quindi evidente come la latticina 3147 presenti 

interessanti potenzialità di utilizzo sia in fase di trattamento terapeutico che in fase di 

prevenzione e controllo della mastite bovina. 

Le batteriocine potrebbero essere vantaggiosamente utilizzate nell'industria 

alimentare per soddisfare ad una crescente domanda da parte del consumatore di 

alimenti privi di conservanti e/o additivi chimici (Ohlsson, 1994; Holzapfel et al., 1995; 

McMullen & Stiles, 1996; Muriana, 1996; Schillinger et al., 1996; Stiles, 1996; 

Cleveland et al., 2001; Chen & Hoover, 2003; Deegan et al., 2006). Per questo motivo 

sono state intraprese numerose ricerche sulle batteriocine, in quanto costituiscono un 

“additivo naturale,” in grado di risolvere i problemi igienico-sanitari degli alimenti. In 

futuro queste sostanze potrebbero sostituire completamente gli additivi chimici quali 

nitrati, nitriti, acido benzoico e sorbico, anidride solforosa ecc. normalmente impiegati 

nell'industria alimentare. 

Le batteriocine, quindi, possono essere utilizzate come bio-conservanti per 

controllare e contenere la popolazione batterica indesiderata e responsabile di 

intossicazioni e deterioramento della matrice alimentare. 

Allo stato attuale delle cose, tuttavia, le sole batteriocine utilizzate in campo 

alimentare sono quelle prodotte dai batteri lattici. 

In particolare la prima batteriocina, approvata nel 1988 dall’FDA (Food and 

Drug Administration) in qualità di bio-conservante, è stata la nisina, sostanza anti-

microbica prodotta da Lactococcus lactis e appartenente alla classe dei cosiddetti 

lantibiotici. 

Attualmente la nisina viene impiegata come bio-conservante alimentare in oltre 

60 paesi, e rimane la sola batteriocina che può essere aggiunta ai prodotti alimentari 

(Delves-Broughton et al., 1996). Questo bio-conservante ha trovato larga applicazione 

nei prodotti di origine lattiero-casearia, nelle carni, nei prodotti vegetali (frutta 
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compresa), nei prodotti di panetteria e pescheria, così come in talune tipologie di 

bevande (Twomey et al., 2002; Ross et al., 1999; Luchansky, 1999). 

Oltre che per prevenire la contaminazione da parte di batteri patogeni nei 

prodotti alimentari, le batteriocine possono essere impiegate anche per migliorare le 

caratteristiche qualitative intrinseche del prodotto stesso (Morgan et al.,1995). 

Come diretta conseguenza di quanto finora sottolineato, l’utilizzo delle bat-

teriocine potrebbe costituire uno strumento “tecnologicamente” corretto ed efficace, 

impiegabile nella produzione di quei prodotti definiti “di alta qualità” che si conservano 

per lunghi periodi di tempo in assenza di alterazioni ed in totale sicurezza mantenendo 

le caratteristiche organolettiche intrinseche. 

Anche nell’ambito della produzione di differenti prodotti lattiero-caseari, la 

nisina si è dimostrata in grado di agire inibendo la produzione di spore da parte dei 

batteri dei generi Bacillus e Clostridium, presenti nel latte precedentemente sottoposto 

al solo processo di pastorizzazione (Cortezzo et al., 2004; Lopez-Pedemonte et al., 

2003; Hakovirta et al., 2006). 

La nisina, inoltre, si è dimostrata attiva ed efficace nei confronti di una vasta 

gamma di batteri Gram positivi, compresa Listeria monocytogenes, agente eziologico di 

una delle intossicazioni alimentari più frequenti e pericolose in termini sanitari, la 

listeriosi (Martinez and Rodriguez, 2005; Schillinger et al., 2001). 

Per completare il quadro relativo alle possibilità applicative di queste sostanze 

antimicrobiche, va ricordato l’utilizzo di colture batteriche produttrici di batteriocine in 

qualità di probiotici alimentari. 

Il concetto che sostiene la strategia probiotica, parte da Elia Metchnikoff, vale a 

dire circa cento anni fa, e si è sviluppato con gli studi di microbiologia intestinale; da 

una popolazione autoctona residente valutata in 1014 cellule batteriche per grammo e 

composta da più di 500 specie di microrganismi diversi, si sono fatti emergere i bacilli e 

i bifidobatteri probiotici, in quanto in grado di conferire benefici salutistici per l’uomo. 

È stato dimostrato che, come probiotici esogeni, questi microrganismi durante il loro 

transito riescono effettivamente a manifestare effetti positivi per la salute umana, anche 

quando non riescono ad insediarsi nel tratto digestivo, o comunque non nello stesso 

modo della microflora autoctona. Col termine di probiotico si intende, in modo 
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estremamente schematico, una preparazione a base di particolari microrganismi: anche 

in questo caso i batteri lattici sono quelli più ampiamente utilizzati a tale scopo infatti, 

una volta somministrati, migliorano le proprietà della microflora autoctona 

dell’organismo ricevente. 

L’incorporazione dei microrganismi probiotici può essere estesa ai prodotti 

lattiero-caseari, alle formulazioni per l’infanzia, ai succhi di frutta, ai prodotti a base di 

cereali ed a taluni prodotti farmaceutici (Salminen et al., 1996, Soomro et al., 2002). 

È stata inoltre evidenziata la capacità per alcune specie batteriche, nello specifico 

Lactobacillus e Bifidobacterium, di inibire la crescita di Helicobacter pylori, uno dei 

principali agenti eziologici responsabili di ulcere gastro-duodenali, grazie alla 

liberazione di molecole proteiche riconducibili a specifiche batteriocine. La sommini-

strazione in forma probiotica di queste specie batteriche in soggetti geneticamente 

predisposti previene, in primo luogo, la formazione di ulcere a livello gastroenterico e, 

secondariamente, ha esitato in un diretto coinvolgimento nella stabilizzazione della 

barriera gastrica oltre che nella riduzione dell’infiammazione mucosale. 

Dati sperimentali hanno rivelato come l’utilizzo di probiotici non porti al-

l’eradicazione definitiva e completa di H. pylori, ma sia in grado di contenere il livello 

gastrico del patogeno, inibendo in tal modo la sintomatologia clinica (Gotteland et al., 

2006; Ghosh et al., 2004; Le Duc et al., 2004). 
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Gli enterococchi 

Gli enterococchi sono batteri Gram-positivi, catalasi-negativi, di forma coccica, 

hanno un contenuto nel DNA di G+C < 40 mol %, non formanti spore, ossidasi 

negativi, anaerobi facoltativi, singoli, a coppie od a catenelle e producono acido lattico 

come principale prodotto finale della fermentazione del glucosio; per questo motivo si 

annoverano all’interno del gruppo dei batteri lattici (LAB). Da un punto di vista 

tassonomico, il genere Enterococcus è stato rivisitato diverse volte (Schleifer and 

Kilpper-Bälz, 1987; Stackebrandt and Teuber, 1988; Devriese and Pot, 1995; Hardie 

and Whiley, 1997). Originariamente, gli enterococchi erano conosciuti come 

streptococchi del gruppo D ma negli anni 80, in seguito a studi basati sull’ibridazione 

DNA–DNA e DNA–RNA, lo Streptococcus faecalis e lo Streptococcus faecium sono 

stati classificati nel nuovo genere Enterococcus (Schleifer and Kilpper-Bälz, 1984, 

1987); d’allora si sono avuti sviluppi significativi sia nella classificazione che nel 

numero di specie degli enterococchi (Devriese et al., 1993; Devriese and Pot, 1995; 

Stiles and Holzapfel, 1997; Franz et al., 2003; Franz and Holzapfel, 2004). Ad oggi, 

sulla base della vicinanza filogenetica determinata sugli studi d’ibridazione DNA-DNA 

e sequenziamento 16SrDNA, le specie all’interno del genere Enterococcus risultano 28 

ed agli E. faecium, E. faecalis si sono aggiunti: E. asini, E. avium, E. canis, E. 

casseliflavus, E. cecorum, E. columbae, E. dispar, E. durans, E. flavescens, E. 

gallinarum, E. gilvus, E. haemoperoxidus, E. hirae, E. malodoratus, E. moraviensis, E. 

mundtii, E. pallens, E. phoeniculicola, E. pseudoavium, E. raffinosus, E. ratti, E. 

saccharolyticus, E. saccharominimus, E. solitarius, E. sulfureus, and E. villorum. Gli 

enterococchi presentano l’ottimo di crescita a temperatura di 35°C, anche se la maggior 

parte delle specie cresce a temperature comprese tra 10°C ed  45°C. Possono crescere in 

presenza del 6.5% di NaCl,  svilupparsi a pH 9.6, e possono sopportare temperature di 

60°C per 30 minuti. 

Gli enterocchi, pur essendo microrganismi commensali del tratto intestinale 

degli animali mammiferi e dell’uomo (Noble, 1978; Devriese and Pot, 1995), sin dagli 

anni 80 sono stati associati ad infezioni del tratto urinario, endocarditi, bacteremia, 

(Murray, 1990; Morrison et al., 1997; Franz and Holzapfel, 2004) e riconosciuti come 

patogeni emergenti. Inoltre, possiedono un’ elevata e multipla resistenza agli antibiotici, 
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specialmente alla vancomicina, antibiotico che insieme all’ampicillina ed alla 

gentamicina hanno un ampia rilevanza clinica (Foulquiè Moreno, 2006).  

 Per via del loro habitat  gli enterococchi possono essere utilizzati come 

organismi indicatori di contaminazione fecale degli alimenti e la loro presenza viene 

solitamente presa come indice di scarsa igiene nella preparazione delle derrate 

alimentari, sulle quali possono causare processi alterativi. Per contro, studi condotti su 

formaggi tradizionali del bacino del Mediterraneo, prodotti principalmente da latti di 

pecora e capra, hanno dimostrato che gli enterococchi svolgono un importante ruolo 

nella maturazione dei formaggi. Infatti, sono  buoni produttori di sostanze aromatiche, 

promuovono importanti trasformazioni biochimiche e hanno buona attività lipolitica e 

proteolotica  e quindi contribuiscono alla formazione di sapori e profumi tipici (Coppola 

et al., 1990; Franz et al., 1999; Giraffa et al., 1997; Giraffa G., 2003; Ledda et al., 1994; 

Litopoulou-Tzanetaki and Tzanetakis, 1992; Manolopoulou et al., 2003). Gli 

enterococchi sono anche presenti in altri prodotti alimentari fermentati, come gli 

insaccati (Franz et al., 1999a, 2003; Giraffa, 2002; Hugas et al., 2003) e le olive 

(Fernández-Diaz, 1983; Franz et al., 1996, 1999a; Floriano et al., 1998; Ben Omar et 

al., 2004), ed a dispetto della preoccupazione che suscitano come patogeni opportunisti,  

sono stati e sono utilizzati come probiotici, in quanto produttori di batteriocine. 

 Inoltre, alcuni ricercatori hanno evidenziato che ceppi appartenenti alla stessa 

specie, isolati dal latte, risultano diversi da quelli presenti nelle feci, mettendo quindi in 

dubbio la fonte di contaminazione fecale (Gelsomino et al., 2002). Quindi, se si esclude 

che la fonte di contaminazione siano le feci degli animali stessi, l’origine degli 

Enterococcus nel latte crudo non è certa, anche se recentemente, Kagli et al. (2007), 

hanno confermato l’esclusione dell’inquinamento fecale degli enterococchi ma indicano 

l’ambiente di mungitura, le attrezzature ed il personale come fonte di contaminazione. 

 Le attività legate alla mungitura del latte costituiscono pertanto la principale 

fonte di contaminazione del latte in accordo con quanto riportato da Foschino et al. 

(2002) per il latte di capra crudo, da Deiana e Leori (dati non pubblicati) per il latte di 

pecora, da Michel et al. (2001), Polentarutti et al. (2001), Bonfoh et al. (2003) e Delbès 

et al. (2007) su latte crudo di vacca. 
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Le batteriocine da enterococchi 

Gli enterococchi producono batteriocine chiamate generalmente enterocine. 

Il loro studio e la loro classificazione richiedono una circostanziata premessa ed un 

richiamo a quella che è l’attuale classificazione delle batteriocine, tra l’altro in continua 

evoluzione. Come precedentemente detto, Le batteriocine prodotte dai LAB sono state 

da Klaenhammer (1993) classificate in quattro classi. 

Le batteriocine della classe I o ‘lantibiotici’ sono peptidi di piccole dimensioni, 

sintetizzati dai ribosomi e che subiscono una estesa modificazione post-traduzionale. 

Sono peptidi, attivi sulle membrane cellulari, ed hanno la caratteristica di possedere 

amminoacidi non tradizionali come lantionina e b-metil lantionina oltre a residui 

deidratati. 

Le batteriocine della classe II sono piccoli peptidi (4–6 kDa), stabili al calore, 

non contenenti aa modificati, la cui sintesi avviene nei ribosomi, non sottoposti ad 

ampie modificazioni post-traduzionali ad eccezione della perdita di un peptide leader 

durante il trasporto all’esterno della cellula. Sono prodotte come prepeptidi che 

generalmente contengono una sequenza leader costituita da 14–30 aminoacidi, e sono 

caratterizzate dalla presenza del motivo Gly-Gly nelle posizioni -2 e -1, bersaglio del 

processamento post-traduzionale della pre-batteriocina. La classificazione di 

Klaenhammer suddivide la classe II in tre sotto gruppi (Tabella 3), mentre Nes et al. 

(1996) hanno raggruppato la classe II, mantenendo le due classi IIa e IIb ma cambiando 

la classe IIc includendovi le batteriocine che contengono un tipico peptide segnale e che 

sono inquadrate come sec-dependent, sulla base del loro intrinseco meccanismo di 

secrezione  (Pugsley, 1993; Economou, 1998). 

 Nes et al. (1996) hanno escluso la classe IV poichè le batteriocine di questa 

classe non sono state caratterizzate chimicamente. Nel sistema di classificazione  

proposto da van Belkum & Stiles (2000), le batteriocine della classe II sono state 

suddivise in base al numero dei residui di cisteina, usando la nomenclatura proposta da 

Jack et al. (1995). In questa  classificazione, le batteriocine che sono secrete dalla via 

metabolica del prepeptide translocase (sec) (tipo IIc di Nes et al., 1996) non sono 

classificate come secrete per questa via. 
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Tabella 3. Confronto di sistemi classificazione per le batteriocine dei batteri lattici. 

Classe 
 

Klaenhammer 
(1993) 

Nes et al. 
(1996) 
 

van Belkum & 
Stiles (2000) 
 

Franz et al., 
(2007)  
 

Esempio 
 

I lantibiotici lantibiotici lantibiotici Classe I: 
Enterocine 
lantibiotici 

Citolisina, 
Nisina A e Z, 
Lattacina 481, 
Lattococcina 
S, Carnicina 
U149 

II    Classe II: 
Enterocine 

 

IIa Pediocina-
simile o 
Listeria-attive 
con motivo 
YGNGVXC 
vicino 
all’azoto 
terminale e 
con peptide 
leader GG 

Pediocina-
simile o 
Listeria-attive 
con motivo 
YGNGVXC 
vicino 
all’azoto 
terminale e 
con peptide 
leader GG 

Batteriocine 
con due ponti 
di solfuro  con 
motivo 
YGNGVXC 
vicino 
all’azoto 
terminale  

II.1. 
Enterocine 
della famiglia 
delle 
Pediocine 

Enterocin A, 
Pediocina 
AcH/PA-1, 
Lattococcina 
A, B, M, 
Leucocina A, 
Saracina A, P, 
Curvacina A 

IIb Cosituite da 
due peptidi 
con peptide 
leader GG 

Cosituite da 
due peptide 
con peptide 
leader GG 

Batteriocine 
con un ponte 
di solfuro  con 
motivo 
YGNGVXC 
vicino 
all’azoto 
terminale 

II.2. 
Enterocine 
sintetizzate 
senza un 
peptide leader 

Enterocin 
L50A, 
Lattococcina 
G, M e 
Lattacina F 

IIc Peptidi thiolo-
attivati con 
peptide leader 
GG 

Batteriocine 
secrete per 
mezzo di 
peptide 
segnale 

Batteriocine 
con un ponte 
di solfuro  
senza motivo 
YGNGVXC 
vicino 
all’azoto 
terminale 
 

II.3. Altre 
enterocine 
lineari non 
pediocina-
simili 

Enterocin B, 
Lattococcina 
B 

D - - Batteriocine 
con uno o 
nessun residuo 
di cisteina 

  

E - - Cosituite da 
due peptidi 
con peptide 
leader GG 

  

F - - Batteriocine 
atipiche 

  

    Classe III. 
Peptidi ciclici 
antibatterici 

Enterocin 
AS-48 
 

III Proteine di 
grandi 

Proteine di 
grandi 

Proteine di 
grandi 

Classe IV. 
Proteine di 

Enterolisina 
A, 
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dimensioni e 
termosensibili 

dimensioni e 
termosensibili 

dimensioni e 
termosensibili 

grandi 
dimensioni 

Helveticina J, 
Helveticina 
1829, 
Acidofilina 
A, Lattacina 
A e B 
 

IV Proteine 
complesse 

   Plantaricina 
S, Leucocina 
S, lattacina 
27, Pediocina 
SJ-1 

 

Le batteriocine da enterococchi sono state collocate all’interno (Tabella 4) della classe I, 

classe IIa, classe IIc, e classe III delle batteriocine (Foulquié Moreno et al., 2006). 

Tabella 4. Enterocine prodotte da enterococchi (Foulquié Moreno et al., 2006) 
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Altre batteriocine da enterococchi che inizialmente sono state considerate come nuove 

enterocine, ma che sono risultate essere identiche a quelle già conosciute, sono elencate 

nella Tabella 5 (Foulquié Moreno et al., 2006). 

 

Tabella 5. Enterocine descritte in letteratura come simili ad altre già note. 

 

 

Le enterocine prodotte da Enterococcus faecium, Enterococcus faecalis ed 

Enterococcus mundtii includono le ben caratterizzate enterocine A, P, CRL35, 1071A e 

B, mundticina, mundticina KS, batteriocina 31, RC714, T8 e l’enterolysina A. Queste 

batteriocine vengono facilmente raggruppate nell’attuale sistema di classificazione delle 

batteriocine di Klaenhammer (1993) e Nes et al. (1996), ma le enterocine AS-48, B, 

EJ97, RJ11, MR10A&B, Q ed L50A&B e la batteriocina 32 avendo una struttura 

inusuale, differiscono dalle batteriocine conosciute prodotte dagli altri LAB,  che 

impedisce il loro raggruppamento all’interno dell’attuale sistema di classificazione. 

Alcuni dei criteri utilizzati nella classificazione delle batteriocine sono non 

appropriati quando vengano applicati alle sole enterocine. Infatti, mentre alcune di 

queste possono essere raggruppate secondo lo schema classico di classificazione 

adottato per le altre batteriocine prodotte dai LAB, altre sono atipiche e distinte 

strutturalmente dalle classi generali in cui sono collocate le batteriocine. Ad esempio, le 

batteriocine formate da due peptidi, che nella classificazione generale delle batteriocine 
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sono raggruppate da Klaenhammer nella sottoclasse IIb,  nel caso delle batteriocine da 

enterococchi possono essere trovate in diverse classi. Inoltre, sebbene i due peptidi 

agiscano solitamente in sinergia, in diversi casi ciascuno dei due componenti ha 

mostrato di possedere attività antimicrobica propria (Garneau et al., 2002). Anche i 

ponti di solfuro possono essere trovati in diverse batteriocine, e probabilmente 

stabilizzano le strutture di batteriocine differenti in funzione della loro posizione nella 

sequenza primaria.  

Franz et al., (2007) hanno proposto una nuova classificazione delle batteriocine 

da enterococchi(tabelle 3,6,7), in particolare per quel che riguarda i tre sottogruppi della 

classe II, scegliendo  come criteri principali la similarità della struttura e della sequenza 

aminoacidica ed il tipo di modificazione post-traduzionale, con lo scopo di arrivare ad 

una più naturale classificazione delle batteriocine. 

Lo schema di classificazione semplificato proposto da Franz et al., (2007) 

include quattro classi: enterocine di classe I  o lantibiotici, enterocine di classe II 

(peptidi piccoli non lantibiotici), enterocine di classe  III  (enterocine cicliche) ed 

enterocine di classe IV  (proteine di notevoli dimensioni). La classe II può essere 

suddivisa in tre sottoclassi: II.1, enterocine della famiglia delle Pediocine; II.2, 

enterocine sintetizzate senza un peptide leader e II.3, altre enterocine lineari non 

Pediocina-simile. 

 

 

 

Tabella 6. Confronto dei sistemi di classificazione generali delle batteriocine e la recente proposta di 
classificazione delle batteriocine da enterococchi di Franz et al., (2007). 
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Tabella 7. Nuova classificazione, sequenza aminoacidica e peso molecolare delle enterocine mature    
     (Franz et al., (2007). 

 

 

 

Enterocine lantibiotici Classe I 

 
La Citolisina.  

La Citolisina prodotta da E. faecalis è la sola enterocina tipo-lantibiotico 

attualmente conosciuta (Booth et al., 1996). La citolisina è una batteriocina a due 

peptide ed entrambe le subunità strutturali contengono residui di lanthionina (Booth et 

al., 1996). La Citolisina è emolitica ed è attiva sia contro cellule eucaristiche (eritrociti) 

sia contro batteri Gram-positivi (Gilmore et al., 1994; Booth et al., 1996). Poiché la 

Citolisina è una batteriocina a due componenti consistenti di due peptidi lineari, è 

strutturalmente differente dagli altri lantibiotici lineari, quali la Nisina A e Z, che  sono 

costituiti da un singolo peptide lineare. Inoltre, è anche differente dai lantibiotici del 

gruppo B, piccolo e globulari, che sono prodotti principalmente dagli Streptomycetes 

(Jung, 1991; de Vos et al, 1995; Sahl et al., 1995). Ciononostante, il fatto che questa 
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batteriocina contenga residui di Lanthionina, indica che debba essere considerata come 

un lantibiotico a due componenti.  

 

 

Enterocine della classe II. 
 
Classe II.1 Enterocine della famiglia delle Pediocine 

Le batteriocine Pediocine-simili sono un gruppo ben conosciuto di peptide 

antimicrobici. Sono caratterizzati dalla presenza di una regione cationica idrofilica con 

una sequenza conservata YGNGVXC ‘pediocin box’ e due residui di cisteina uniti da 

un ponte S–S che stabilizza la struttura a β-sheet. Attraverso l’uso di vescicole 

fosfolipidiche è stato dimostrato che interazioni elettrostatiche dei residui N-terminali 

carichi positivamente e non il motivo-consenso YGNGVXC regolano il legame della 

Pediocina PA-1 (Chen et al., 1997). Comunque, sostituzioni operate nella sequenza 

YGNGVXC della Pediocina PA-1 e Carnobacteriocina B2 hanno portato ad una 

riduzione dell’attività antibatterica contro gli organismi bersaglio (Quadri et al., 1997, 

Miller et al., 1998). 

 La porzione C-terminale delle batteriocine Pediocina-simili presenta maggiori 

differenze nella sequenza aminoacidica, distinguendo conseguentemente  tre relativi 

sottogruppi (Fimland et al., 2005). I peptidi dei sottogruppi 1 e 2 formano una struttura 

C-terminale hairpin-like stabilizzata da residui di cisteina e/o triptofano che sono 

presenti o vicini alla porzione C-terminale, mentre i peptidi del terzo sottogruppo 

mancano di questi residui stabilizzanti la struttura. Comunque, tutti contengono un 

triptofano residuo nel mezzo della porzione C-terminale  che può posizionarsi 

nell’interfaccia della membrana e stabilizzare la struttura della batteriocina durante 

l’interazione con la membrana batterica. 

 L’enterocine della classe II.1 o enterocine della famiglia delle Pediocine 

comprendono due sottogruppi sulla base della similarità delle sequenze, corrispondenti 

ai sottogruppi 1 e 3 descritte da Fimland et al. (2005) (Fig. 5). Il primo sottogruppo 

include l’enterocina A, le mundticine e l’enterocina CRL35, mentre il secondo gruppo è 

rappresentato dalla bacteriocina 31, bacteriocina T8, bacteriocina RC714, enterocina 

SEK4 and enterocina P. Le batteriocine del primo sottogruppo contengono sette unici 
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aminoacidi residui conservati che le distinguono dalle batteriocine del secondo 

sottogruppo che, per contro, contengono sei unici aminoacidi residui conservati, incluse 

Ala e Thr in prima e seconda posizione nella parte N-terminale. 

 

 
Figura 5. Analisi dei clusters delle batteriocine da enterococchi in base all’omologia delle sequenze.  
 Gli aminoacidi consenso sono indicati in blocchi. 
 

 

Enterocina A.  

Enterocina A (EntA) è costituita da 47 aminoacidi con un peso molecolare di 

4829 Da (Tabella 7), contiene la caratteristica sequenza YGNGVXC nella porzione N-

terminale e quattro residui di cisteina che si pensa formino due ponti di solfuro. Queste 

caratteristica la rendono equivalente alla pediocin PA-1/AcH (Marugg et al., 1992). 

EntA è prodotta da diversi ceppi di E. faecium: CTC492,  T136 and P21, che sono stati 

isolati da insaccati fermentati Spagnoli (Aymerich et al., 1996; Casaus et al., 1997; 

Herranz et al., 2001); dal ceppo BFE 900 isolato da olive nere; dai ceppi DPC 1146, 

WHE 81 e EFM01 da derivati lattiero-caseari (Franz et al., 1999b; O’Keeffe et al., 

1999; Ennahar & Deschamps, 2000; Ennahar et al., 2001); e dal ceppo N5 isolato dal 

nuka, una pasta di riso Giapponese (Losteinkit et al., 2001). EntA è attiva contro 

Enterococcus, Lactobacillus e Pediococccus spp., come anche contro Listeria spp., 
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inclusa la L. monocytogenes. L’attività contro la L. monocytogenes è un aspetto 

caratteristico delle batteriocine della classe IIa (Klaenhammer, 1993; Nes et al., 1996). 

 

 

Mundticina e  Mundticina KS. 

La Mundticina prodotta da E. mundtii ATO6, isolato da vegetali processati 

(Bennik et al., 1998) e la Mundticina KS prodotta da E. mundtii NFRI 7393 (Kawamoto 

et al., 2002), sono praticamente identiche ad eccezione per gli ultimi due aminoacidi 

della parte C-terminale, che sono invertiti (Tabella 7). La Mundticina consiste di 43 

aminoacidi e contiene il motivo consenso YGNGVXC, come anche un singolo ponte di 

solfuro nella porzione N-terminale della molecola, mentre manca il ponte di solfuro 

stabilizzante la parte C-terminale, nonostante contenga due triptofano residui conservati 

al  centro della regione C-terminale. La Mundticina ha un peso molecolare di 4287 Da, 

così come determinato attraverso la spettrometria di massa (Bennik et al., 1998). Le 

batteriocine mature contengono 43 aminoacidi (Tabella 2) e la mundticina KS è 

prodotta come preproteina recante un peptide leader di 15 aminoacidi del tipo con 

doppia glicina (Kawamoto et al., 2002). Lo spettro di attività di queste due mundticine 

include Enterococcus, Lactobacillus, Leuconostoc e Pediococcus spp., come anche i 

patogeni di origine alimentari L. monocytogenes e C. botulinum. Le differenze nello 

spettro di attività di queste due batteriocine, specialmente contro le specie del genere 

Lactobacillus, sono attribuite alle differenze nella sequenza (Kawamoto et al., 2002). Le 

mundticine presentano similarità di sequenza alle batteriocine della classe II come la 

piscicolina 126, la sakacina P, la pediocin PA-1, la leucocina A, la mesentericina Y105, 

le carnobacteriocine BM1 and B2, la curvacina A e la sakacina A (Bennik et al., 1998). 

 

 

Enterocina CRL35. 

L’Enterocina CRL35 prodotta da E. mundtii CRL35 (citato inizialmente come E. 

faecium), microrganismo isolato da un formaggio artigianale Argentino, contiene la 

sequenza YGNGV vicino al N-terminale (Farıas et al., 1996). L’Enterocina CRL35 è un 

peptide a 43 aminoacidi con una massa molecolare di 4900 Da. La sequenza peptidica è 

stata determinata recentemente (Saavedra et al., 2004), e risulta essere simile a quella 
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della mundticina KS (Tabella 2), con l’unica variante che il peptide leader 

dell’enterocina CRL35 differisce, da quello della mundticina KS per due aminoacidi 

residui. L’enterocina CRL35 mostra sia attività antilisteria che antivirale (Wachsman et 

al., 1999). 

 

 

Batteriocina 31. 

Questa batteriocina è prodotta da E. faecalis YI717, che è stato isolato da un 

campione clinico (Tomita et al., 1996). La batteriocina matura consiste di 43 aminoacidi 

(Tabella 2) e mostra attività contro Enterococcus spp. e L. monocytogenes. Presenta una 

sequenza YGNGLXC nella parte N-terminale che differisce dal motivo conservato 

YGNGVXC delle batteriocine proprie delle classi IIa e IIb della classificazione di Nes 

et al. (1996) e la conseguenza di tale variazione non è chiaro. Tuttavia, la bacteriocina 

31 mostra similarità di sequenza con altre batteriocine della classe II quali le sakacine A 

e P, la curvacina A, la carnobacteriocina BM1 e la  leucocina A (Tomita et al., 1996). 

 

 

Batteriocina RC714. 

La Batteriocina RC714 è stata isolata da un ceppo di E. faecium vancomycina 

resistente (Del Campo et al., 2001) e la sequenza peptidica contiene 42 aminoacidi 

residui con similarità del 88% con la batteriocina 31 (Tabella 2). 

 

 

Batteriocina T8/batteriocina 43. 

La batteriocina T8 viene prodotta dall’ E. faecium  T8 che è stato isolato dalla 

secrezione vaginale di una bambina affetta da HIV (de Kwaadsteniet et al., 2006). A 

livello di composizione aminoacidica, presenta un livello di omologia del 98%  con la 

batteriocina RC714, seppur più lunga di due aminoacidi residui, ed omologa per l’88% 

con la batteriocina 31. La batteriocina matura che è formata da una sequenza di 44 

aminoacidi  ed ha un peso molecolare calcolato di 5.1 kDa (de Kwaadsteniet et al., 

2006), così come nel caso della batteriocina 31 presenta una sequenza conservata 

YGNGLXC, dove la valina conservata della sequenza tipica YGNGVXC è sostituita da 
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una leucina. Inoltre, presenta due residui di cisteina nella metà N-terminale della 

molecola e due residui di triptofano vicino alla parte C-terminale. Il gene strutturale 

della bacteriocina T8 è allocato su un plasmide di 7-kb. La batteriocina T8 è risultata 

essere attiva contro ceppi patogeni del tratto urogenitale di E. faecalis, un Lactobacillus 

sp., due Enterococcus sp., ed un Propionibacterium sp. 

Il ceppo di E. faecium VRE82, vancomycina-resistente, isolato da un campione 

clinico, produce un peptide antimicrobicoche stato chiamato batteriocina 43 (Todokoro 

et al., 2006). Il gene strutturale per la batteriocina 43 (bacA) codifica per un precursore 

di 74 aminoacidi residui, ed è seguito da una ORF (bacB) codificante una proteina 

immunitaria di 95 aminoacidi, i cui prodotti presentano una identità del 100% con le 

proteine immunitarie e strutturali, rispettivamente, della batteriocina T8 descritta da de 

Kwaadsteniet et al. (2006) e della hiracina JM79 prodotta dall’Enterococcus hirae 

DCH5 isolato dall’anitra selvatica. I determinanti genetici della batteriocina 43 sono 

allocati in un plasmide di 6.2 kb. Todokoro et al. (2006) riportano che la batteriocina 43 

è attiva contro E. faecalis, E. faecium, E. hirae, E. durans e L. monocytogenes. 

 

 
Enterocina SE-K4. 

L’enterocina SE-K4 è prodotta da un ceppo di E. faecalis isolato da insilato 

(Eguchi et al., 2001). Una volta purificata è risultata essere costituita da 43 aminoacidi  

con un peso molecolare determinato sperimentalmente di 5356.2 Da (Eguchi et al., 

2001). Mostra un alto grado di omologia con le batteriocine 31 e T8 (Tabella 2). Il 

plasmide pEK4S di 60-kb è coinvolto nella produzione dell’immunità verso l’enterocina 

SE-K4 (Doi et al., 2002). Questa batteriocina mostra attività antimicrobica contro i 

batteri Gram-positivi, E. faecium, E. faecalis, Bacillus subtilis, C. beijerinckii e L. 

monocytogenes. 

 

Enterocina P 

L’enterocina P che viene prodotta dagli stipiti di E. faecium P13, AA13, G16 e 

L50 isolati da insaccati fermentati di produzione Spagnola (Cintas et al., 1997, 2000; 

Herranz et al., 1999), presenta un ampio spettro di azione che include attività contro 

Enterococcus, Lactobacillus e Pediococcus spp., come anche i batteri patogeni di 
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provenienza alimentare B. cereus, C. botulinum, C. perfringens, L. monocytogenes and 

S. aureus (Cintas et al., 1997). L’enterocina matura consiste di 44 aminoaci, ha un peso 

molecolare di 4493 Da (Tabella 2) ed è prodotta come prepeptide di 71 aminoacidi con 

un peptide segnale di 27 aminoacidi. Se allineato con il peptide segnale della 

batteriocina 31, il peptide segnale della batteriocina P mostra di condividerne sequenze 

identiche di 12 aminoacidi (Cintas et al., 1997). Il gene strutturale dell’enterocina P è 

stato sequenziato e clonato e risulta contenuto all’interno di un frammento di DNA 

cromosomico di 755-bp. L’enterocina P ha similarità nella sequenza con altre 

batteriocine della classe II contenendo il motivo YGNGVXC (Cintas et al., 1997) e 

condivide con la batteriocina 31 diversi aminoacidi residui conservati, incluso un 

triptofano residuo (Trp35) nella sua porzione C-terminale (Fig. 5). 

 

 

Classe II.2. Enterocine sintetizzate senza un peptide leader. 

Questo gruppo include diverse batteriocine che mancano del motivo 

YGNGVXC e sono sintetizzate senza peptide leader richiedenti sistemi di trasporto 

all’esterno specifici. Un sottogruppo principale comprende le batteriocine a due peptidi 

enterocina L50 ed i peptidi altamente affini MR10A e MR10B (Fig. 5). Rientrano in 

questo gruppo altre batteriocine senza peptide leader costituite da peptidi singoli come 

l’enterocina RJ-11, enterocina Q e l’enterocina EJ97 che sono accomunati dall’avere 

residui conservati di Lys10 e Lys21 (Lys8 e Lys19 in enterocina RJ-11). 

 

Enterocina L50. 

L’enterocina L50 è una batteriocina plasmidiale che è prodotta da E. faecium 

L50 e 6T1a (Cintas et al., 1998; Floriano et al., 1998), ed anche da E. faecium F58 

isolato dal jben, un formaggio tradizionale del Marocco (Achemchem et al., 2005). E’ 

stato dimostrato in vitro da Cintas et al. (1998) che l’enterocina L50 consiste di due 

peptidi, L50A and L50B, che individualmente possiedono attività antimicrobica e che 

esibiscono azione sinergica quando sono combinati. Il peptide L50A è formato da 44 

aminoacidi mentre il peptide L50B presenta 43 aminoacidi ed hanno peso molecolare 

teorico rispettivamente di 5190 e 5178 Da (Tabella 7), (Cintas et al., 1998; Floriano et 
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al., 1998). I due peptidi hanno in comune 31 aminoacidi residui ed hanno similarità per 

il 72%. L’enterocina L50 esibisce un ampio spettro antimicrobico ed è attivo contro 

ceppi di Enterococcus, Lactobacillus, Lactococcus lactis, Pediococcus pentosaceus 

come anche i patogeni di origine alimentare L. monocytogenes e B. cereus (Cintas et al., 

1998; Floriano et al., 1998). 

 

Enterocina RJ-11. 

L’enterocina RJ-11 è una enterocina con un peso molecolare calcolato di 5049 

Da ed è prodotta dall’E. faecalis RJ-11 che è stato isolato da riso bran. È una 

batteriocina altamente omologa con il peptide EntL50A (Yamamoto et al., 2003). 

Comunque, data la mancanza attuale di dati genetici, non si conosce se il gene 

strutturale RJ-11 codifichi per qualche peptide leader. 

 

Enterocine MR10A ed MR10B.  

L’enterocine MR10A ed MR10B sono due peptidi antimicrobici con peso 

molecolare di 5201.58 and 5207.7 Da, che sono stati purificati recentemente da un 

ceppo di E. faecalis isolato dalla ghiandola uropigiale dell’upupa  (Upupa epops) 

(Martin-Platero et al., 2006). Queste enterocine sono altamente omologhe con 

l’enterocine L50A e L50B, essendo le sequenze quasi identiche, eccetto per un cambio 

conservativo (Glu 38 per Asp) in MR10A e due cambi nei residui (Thr 9 per  Ala, e 

Leu15 per Phe) in MR10B. Entrambi i peptidi mostrano mostrano un ampio spettro 

antimicrobico ed agiscono anche in sinergia. Non è noto se queste due batteriocine 

siano sintetizzate anche senza un peptide leader, ma sembra che i loro determinanti 

genetici siano situati nel cromosoma batterico (Martin-Platero et al., 2006). 

 

Enterocina Q 

L’enterocina Q è prodotta, al pari dell’enterocine L50 ed enterocine P, dall’ E. 

faecium L50 (Cintas et al., 2000). L’enterocina Q è relativamente piccola essendo 

costituita da 34 aminoacidi ed ha una massa molecolare teorica di 3952 Da (Tabella 7) 

(Cintas et al., 2000). Risulta simile alla EntL50 e non è prodotta come prepeptide. 

L’enterocina Q non contiene la sequenza consenso YGNGVXC, ma presenta due 

residui di cisteina (Cys26 e Cys34) e questo suggerisce che un ponte di solfuro è 
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presente fra i residui di cisteina (Cintas et al., 2000). Contrariamente ad altre 

batteriocine come l’enterocina B e la carnobatteriocina A, il ponte di zolfo does not 

span le sezioni N e C della molecola oppure la parte N-terminale. Infatti, è situato nella 

metà C-terminale della molecola. Il gene strutturale dell’enterocina Q (entqA) è 

localizzato nel plasmide 7.4-kb plasmid pCIZ2 dell’E. faecium L50. 

 

Enterocina EJ97. 

L’enterocina EJ97 è prodotta dall’E. faecalis EJ97 che è stato isolato da acque 

pubbliche di scarico. EntEJ97ha un ampio spettro di attività contro batteri Gram-positivi 

inclusi altri enterococchi, diverse specie di Bacillus, Listeria come anche ceppi di S. 

aureus (Gàlvez et al., 1998) e la spettrometria di massa indica che la batteriocina 

purificata ha una massa di 5340 Da. I geni per la produzione della batteriocina EJ97 

sono situati su un plasmide pEJ97 di 60kb ed il gene strutturale codifica una 

batteriocina di 44 aminoacidi (Tabella 7) (Sànchez- Hidalgo et al., 2003). EntEJ97 

mostra alcune omologie con altre batteriocine di questo gruppo, inclusi tre residui 

conservati di lisina (Lys6, Lys10, Lys21), uno conservato Ile27 ed anche un residuo 

conservato di triptofano vicino alla porzione C-terminale (Trp39). 

 

 

Classe II.3. Altre enterocine lineari, non pediocina-simili. 

In questo gruppo rientrano quelle batteriocine tra loro non simili e che sono 

sintetizzate senza un peptide leader. In alcuni casi, la loro attività antimicrobica può 

essere potenziata dalla presenza di un secondo peptide, così come avviene nella 

enterocina 1071, pur tuttavia vengono incluse anche batteriocine costituite da un singolo 

peptide. 

 

Enterocina 1071.  

L’enterocina 1071 è prodotta dai ceppi di E. faecalis BFE1071 e FAIR-E 309 (Balla et 

al., 2000; Franz et al., 2002) consiste di due peptidi, l’enterocina 1071A e l’enterocina 

1071B. Queste batteriocine sono attive contro un ampio spettro di batteri Gram positivi 

compresi ceppi di Clostridium, Enterococcus, Lactobacillus, Propionibacterium, 
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Streptococcus, Micrococcus e Listeria spp. I determinanti genetici per questa 

batteriocina a due peptidi sono localizzati su DNA plasmidico e la relative sequenza 

rivela due ORFs codificanti i 39 ed i 34 aminoacidi che formano rispettivamente i 

peptidi A e B (Tabella 7) (Balla et al., 2000; Franz et al., 2002).  Balla & Dicks (2005) 

hanno dimostrato che l’Enterococcina 1071A e l’Enterococcina 1071B sono in grado di 

agire indipendentemente contro I batteri bersaglio.  

 

Enterocina B.  

L’enterocina B è una batteriocina “addizionale” che è prodotta da diversi ceppi 

di enterococchi che producono l’enterocina A, per esempio dagli E. faecium CTC492, 

T136, WHE 81 e BFE 900 (Aymerich et al., 1996; Casaus et al., 1997; Franz et al., 

1999b; Ennahar et al., 2001). L’enterocina B consiste di 53 aminoacidi, ha un peso 

molecolare di 5463 Da (Tabella 7), non contiene il motivo consenso YGNGVXC nella 

porzione N-terminale del peptide e condivide similarità nella sequenza solo con la 

batteriocina carnobatteriocina A (Tabella 7) (Worobo et al., 1994; Casaus et al., 1997; 

Franz et al., 1999b). Una caratteristica peculiare dell’Enterocina B e della 

carnobatteriocina A è che i loro geni dell’immnuità non sono localizzati subito dopo, e 

nello stesso operone, il gene strutturale, così come avviene per la maggior parte delle 

batteriocine della classe II, ma si trovano nel filamento di DNA opposto, 

immediatamente dopo i geni strutturali della carnobatteriocina A e della enterocina B 

(Franz et al., 1999b, 2000). Entrambe le batteriocine contengono due residui di cisteina 

che possono formare un ponte di solfuro nel peptide maturo (Worobo et al., 1994; Franz 

et al., 1999b), ma a differenza delle altre batteriocine della classe II quali la enterocina 

P, la bacteriocina 31, la leucocina A, la carnobatteriocina B2 e la sakacina P, il ponte di 

solfuro non si trova nella metà N-terminale della molecola, ma piuttosto abbraccia le 

posizioni 23 e 52 nella molecola della batteriocina (van Belkum & Stiles, 2000). 

L’analisi genetica mostra che il prepeptide contiene un peptide leader di 18 aminoacidi 

del tipo a doppia glicina (Casaus et al., 1997; Franz et al., 1999b). L’enterocina B è 

attiva contro Enterococcus e Lactobacillus spp. ed i patogeni di origine alimentare L. 

monocytogenes, S. aureus e C. perfringens (Franz et al., 1996; Casaus et al., 1997). 
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Batteriocina 32.  

Questa batteriocina è stata scoperta nel ceppo di Enterococcus faecium VRE200 

resistente alla vancomicina (Inoue et al., 2006). Il locus genetico della batteriocina 32 

consiste di un gene per la batteriocina (bacA) e di un gene dell’immunità (bacB) ed il 

prodotto del bacA è lungo 89 aminoacidi, con un peptide segnale di 19 aminoacidi 

(Inoue et al., 2006). Nessuno dei prodotti dei geni della batteriocina e dell’immunità 

presentano livelli significativi di omologia con nessuna batteriocina o proteina 

dell’immunità conosciute. La batteriocina 32 è attiva contro E. faecium, E. hirae ed E. 

durans ma non mostra attività contro L. monocytogenes. 

 

 

 

Enterocine della classe III. Peptidi ciclici antibatterici. 

Kemperman et al. (2003) hanno suggerito che una classe V dovesse essere 

aggiunta ai sistemi di classificazione di Klaenhammer (1993) e Nes et al. (1996) per 

includerci batteriocine che siano sintetizzate a livello ribosomale, che non subiscono 

modificazioni post-traduzionali e legate testa-coda, chiamate peptidi ciclici antibatterici. 

Una separazione delle batteriocine a peptide ciclico dalle altre batteriocine della classe 

II era stata precedentemente suggerita anche da van Belkum & Stiles (2000). Ad oggi 

sono stati descritti diversi peptidi ciclici antibatterici tra i quali l’enterocina AS-48 da E. 

faecalis (Martínez- Bueno et al., 1994), la gassericina A da Lactobacillus gasseri LA39, 

la reutericina 6 da Lactobacillus reuteri LA6 (Kawai et al., 2004), la butirivibriocina 

AR10 dal microrganismo anaerobio Butyrivibrio fibrisolvens AR10 (Kalmokoff et al., 

2003), la circularina A da C. beijerinckii ATCC 25752 (Kemperman et al., 2003) e la 

subtilosina A dal Bacillus subtilis (Kawulka et al., 2004). 
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Enterocina AS-48. 

L’enterocina AS-48 è prodotta da un isolato clinico di E. faecalis S-48 (Gálvez 

et al., 1986) e successivamente sono state identificate altre batteriocine ad essa identiche 

quali, l’enterocina EFS2, l’enterocina 4 e la batteriocina 21 sintetizzate da altri ceppi di 

E. faecalis (Joosten et al., 1996; Maisnier-Patin et al., 1996; Tomita et al., 1997) e dal 

ceppo di E. faecium 7C5 (Folli et al., 2003). I geni strutturali per le enterocine AS-48 e 

batteriocina 21 sono localizzati rispettivamente sui plasmidi pMB2 e pPD1, che sono 

stati clonati e sequenziali (Martínez-Bueno et al., 1994; Tomita et al., 1997). 

 Dall’analisi genetica del gene strutturale e dall’analisi aminoacidica dei due 

peptidi ottenuti dopo digestione dell’enterocina AS-48 con Glu-C endoproteinase, 

Martínez-Bueno et al. (1994) hanno visto che il gene as-48 codifica un prepeptide di 

105 aminoacidi consistente di un peptide segnale di 35 aminoacidi ed un peptide maturo 

di 70 aminoacidi (Tabella 7). Quest’ultimo forma una molecola ciclica che risulta dal 

legame testa-coda della metionina N-terminale (Met1) con il triptofano C-terminale 

(Trp70) (Martínez-Bueno et al. (1994). 

 

 

Enterocina AS-48RJ. 

Una variante della enterocina AS-48, la variante AS-48 o AS-48RJ è stata di 

recente caratterizzata da un ceppo di E. faecium isolato da un formaggio di capra di 

produzione familiare. Questo ceppo possiede un gruppo genico identico a quello del 

ceppo S-48 con la sostanziale differenza però che è localizzato nel cromosoma batterico 

(Abriouel et al., 2005). L’enterocina AS- 48RJ è identical all’enterocina AS-48 con 

l’eccezione che Glu20 è sostituita da Val20 (Abriouel et al., 2005) (Tabella 7, Fig. 5). 

 

 

Circularina A. 

Recentemente, una batteriocina circolare, la circularina A, è stata isolata da C. 

beijerinckii ATCC 25752 (Kemperman et al., 2003). La circularina A presenta 

omologia con l’enterocina AS-48 a livello della sequenza primaria, con una similarità 

del  60% e 30% d’identità ed è prodotta con un legame testa-coda fra Val4 e Tyr72. 
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Classe IV. Proteine grandi. 

 

L’enterolisina A. 

L’enterolisina A è una batteriocina prodotta dai ceppi di E. faecalis LMG 2333 e 

DPC5280 (Hickey et al., 2003, Nilsen et al., 2003), di grandi dimensioni con un peso 

molecolare calcolato di 34,501 Da, sensibile al calore e che quindi possiede le 

caratteristiche generali delle batteriocine della classe IV (Tabella 7). L’enterolisina A 

mostra attività verso Lactobacillus, Lactococcus, Pediococcus, Enterococcus, Bacillus, 

Listeria e Staphylococcus spp. ed il suo determinante genetico è stato clonato e 

sequenziato (Hickey et al., 2003; Nilsen et al., 2003). La batteriocina è codificata come 

preproteina costituita da un polipeptide di 343 aminoacidi recante un peptide segnale di 

27 aminoacidi. La sequenza aminoacidica presenta omologia con diverse proteine, ad 

esempio la regione N-terminale contiene un dominio riscontrato nella famiglia M37 

delle metallopeptidasi, mentre la parte C-terminale mostra similarità con diverse 

proteine batteriofagiche ad azione mureina litica (Hickey et al., 2003; Nilsen et al., 

2003). Perciò, la porzione N-terminale della enterolisina A presenta omologia con la 

lisostafina, LytM e zoocina A prodotte rispettivamente da S. simulans biovar. 

staphylolyticus, S. aureus e Streptococcus zooepidemicus (Hickey et al., 2003; Nilsen et 

al., 2003) anche se l’enterolisina A ne possiede uno spettro d’azione più ampio (Hickey 

et al., 2003; Nilsen et al., 2003). Nilsen et al. (2003) ha anche dimostrato che 

l’enterolisina A, come suggerito dalla similarità con gli enzimi mureina-litici, possiede 

la capacità d’idrolizzare la parete cellulare.  
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La Listeria monocytogenes 

Le batteriocine prodotte dagli enterococchi, come detto, sono in grado di 

contrastare lo sviluppo di diversi microrganismi patogeni tra i quali Staphylococcus 

aureus, Escherichia coli, Clostridium perfringens, Clostridium botulinum, Salmonella 

enteritidis, S. choleraesuis, ma specialmente la Listeria monocytogenes, al punto che le 

batteriocine che costituiscono la classe IIa, cioè quelle che presentano la sequenza 

YGNGV, denominate batteriocine Pediocina-simili, sono anche indicate come 

batteriocine anti listeria  (Nicolas, 1985; Johnson et al., 1988; Legnani et al., 1995). 

La Listeria è un batterio ubiquitario (Durst and Berencsi, 1975; Disegna et al., 1988) 

capace di crescere a basse temperature (Farber and Peterkin, 1991), di resistere per 

lunghi periodi nell’ambiente e di passare da un organismo animale all’ambiente e 

viceversa con la massima facilità, sono pleiomorfi, Gram-positivi, asporigeni, aerobi 

facoltativi e mobili, in grado di crescere e moltiplicarsi a temperature comprese tra 2 - 

37°C, aw > 0.92 e 4.5 < pH < 9.6. 

Sono stati suddivisi in 7 specie e al momento solo una risulta patogena per l’uomo. 

• L. ivanovii sospetta patogenicità negli ovini.  

• L. innocua al momento non di interesse alimentare.  

• L. seeligeri al momento non di interesse alimentare.  

• L. welshimeri al momento non di interesse alimentare.  

• L. grayi al momento non di interesse alimentare.  

• L. murrayi al momento non di interesse alimentare.  

• L. monocytogenes, con una decina di sierotipi diversi, che causa la listeriosi.  

Il primo caso umano di listeriosi è stato riportato nel 1929, e il primo caso perinatale 

nel 1936 (Epicentro Ist.Sup.Sanità). Nei paesi occidentali, la malattia sta assumendo 

sempre più una dimensione problematica per la sanità pubblica, sia per la sua potenziale 

gravità che per il fatto che epidemie si sono manifestate anche in anni recenti nei nostri 

paesi, soprattutto in seguito alla distribuzione di cibo contaminato attraverso le grandi 

catene di ristorazione. Questa tossinfezione si manifesta con setticemie, meningiti, 

encefaliti o infezioni cervicali sicuramente patogene per l’uomo soprattutto se 

immunodepresso. In un adulto immunodepresso per poter provocare infezioni devono 

essere presenti almeno 103 ufc/g mentre in adulti con sistema immunitario “normale” la 
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carica infettante deve essere di almeno 106 ufc/g (Cantoni, 2002; Ottaviani, 2002). La 

virulenza del batterio è determinata dalla capacità di superare senza danni la barriera 

gastrica ed inoltre di sopravvivere nell’intestino in presenza di sali biliari invadendo 

progressivamente le viscere dell’organismo attraverso il sangue senza venire a contatto 

con gli anticorpi. Pertanto può essere presente a livello enterico oppure in altri distretti 

organici come quelli riproduttivi o mammari. Resiste molto bene agli stress ambientali e 

a quelli indotti da processi industriali; resiste molto bene in concentrazioni di NaCl 

superiori al 10%, a valori di aw inferiori a 0,93 e a temperature di –18°C fino a 9 mesi 

mentre la crescita è assente o moderata in condizioni anaerobie o con valori di pH 

inferiori a 5,5.  

Gli alimenti contaminati, che possono essere causa di infezioni, sono soprattutto 

quelli consumati crudi. 

• prodotti ittici in genere, crudi, marinati o affumicati;  

• carni crude di tutti i tipi ed in particolare i prodotti da salumeria; 

• latte fresco non pastorizzato contaminato da materiali fecali; 

• prodotti lattiero caseari fermentati soprattutto formaggi molli a “crosta 

fiorita” come gorgonzola e toma;  

• vegetali in genere concimati con concimi organici o irrigati con acque 

contaminate. 

La listeriosi è particolarmente pericolosa per le persone immunodepresse, malati di 

cancro, diabete, Aids, le persone anziane, i neonati e le donne in gravidanza. Le donne 

in gravidanza sono, secondo i dati dei Cdc americani, 20 volte più suscettibili alla 

malattia, che può causare aborto spontaneo o parto prematuro, morte in utero o 

infezione del feto. I sintomi però, nel caso delle donne incinte, sono molto simili a 

quelli di una influenza leggera. Tra i neonati, che hanno contratto l’infezione dalla 

madre, il tasso di mortalità è piuttosto elevato, e la malattia si manifesta sia sotto forma 

di polmonite che di meningite, difficilmente distinguibili a livello sintomatico da 

infezioni causate da altri agenti patogeni. Nei neonati però la listeriosi può dare luogo 

anche ad altri sintomi, come perdita di appetito, vomito, irritazione epidermica. Anche 

quando l’esito della malattia non è fatale, il neonato ha comunque il rischio di subire 
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danni neurologici a lungo termine e sviluppo ritardato.La diagnosi precisa di listeriosi 

può essere effettuata tramite analisi del sangue e/o del liquido spinale. 

Prevenzione 

I metodi per prevenire l’intossicazione alimentare causata da L. monocytogenes sono: 

• calore: la pastorizzazione a 72°C per 15 secondi è sufficiente per distruggere 

il microrganismo; 

• additivi: il controllo mediante additivi attualmente consentiti per la 

conservazione degli alimenti sono:  

L’acido sorbico, benzoico e rispettivi sali o esteri dell’acido benzoico. La loro 

capacità di inattivare la L. monocytogenes è molto nota nell’industria alimentare che li 

usa anche per la loro azione nei confronti di muffe, lieviti e batteri soprattutto se catalasi 

positivi e aerobi. Pertanto hanno un ampio spettro d’azione che concorre al 

prolungamento della shelf-life di molti prodotti alimentari. Ogni additivo ha una 

efficacia subordinata da una serie di fattori tra cui pH, temperatura e concentrazioni 

d’uso che vanno di volta in volta determinati in virtù anche della presenza di ulteriori 

acidi organici presenti nell’alimento che potrebbero favorire o inibire la loro efficacia.  

Nitrato e nitrito. Vengono usati soprattutto per il controllo di Clostridium sp e 

della L. monocytogenes. La loro efficacia oltre ad essere legata ad una serie di fattori 

quali pH, temperatura e concentrazioni di NaCl, è favorita da alte concentrazioni di 

acido lattico. 

Lisozima. Enzima naturale presente nella saliva, nel latte e nell’albume 

dell’uovo è capace di inibire la crescita di L. monocytogenes e di altri microrganismi 

Gram-positivi, resiste ai processi di alta pastorizzazione (95°C); la sua azione non è 

influenzata dal pH ma è ridotta dalla presenza di NaCl.  

Atmosfera modificata. Il genere Listeria è aerobio facoltativo pertanto cresce sia 

negli alimenti freschi non confezionati sia in quelli confezionati sottovuoto, cresce 

anche in presenza di N2 e anche a temperature di refrigerazione, rappresentando talvolta 

un serio pericolo per la sicurezza dei prodotti alimentari. La crescita di questo 

microrganismo diminuisce con l’aumentare della concentrazione di CO2 e si ha una 

completa inibizione quando la percentuale di anidride carbonica, presente nei prodotti 

confezionati, è di almeno l'80%. 
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Sanitizzanti. L'eradicazione della L. monocytogenes dalle attrezzature di 

lavorazione può essere realizzata, non solo impiegando composti a base di cloro, di 

ammonio quaternario o di acidi, ma rimuovendo a fondo i substrati organici che 

aderiscono, come biofilm, alle superfici. Pertanto la pulizia delle attrezzature deve 

essere effettuata mediante un’azione chimica combinata con un’azione meccanica 

energica oppure attraverso l’uso di acqua ad alta pressione alla temperatura di almeno 

80°C. 

Corretta gestione dei processi in tutta la filiera produttiva. La corretta gestione 

dell'allevamento costituisce il primo passo per diminuire la presenza e la conseguente 

propagazione della L. monocytogenes. Gli interventi devono riguardare l'igiene della 

stalla e degli animali, la salubrità dell’acqua e degli alimenti zootecnici nonchè 

un'azione preventiva con l’impiego di modulatori di flora intestinale per prevenire la 

colonizzazione da parte di batteri potenzialmente patogeni. A tale scopo si usano batteri 

competitori ossia miscele batteriche probiotiche composte da lattobacilli, bifidobatteri o 

lieviti oppure sostanze prebiotiche lattosio, latto-saccarosio o  frutto-oligosaccaridi in 

quanto favoriscono lo sviluppo intestinale dei batteri probiotici. Sono anche impiegate 

miscele contenenti acidi organici e inorganici in ogni caso capaci di diminuire la 

possibilità di sopravvivenza e pertanto di mantenere la quantità di batteri patogeni 

enterici entro le soglie di sicurezza. 

 

Normativa di riferimento 

In Italia nel gennaio del 2006 è entrato in vigore il Pacchetto Igiene, che 

comprende una serie di regolamenti quali Reg. 852/2004, Reg. 853/2004, Reg. 

854/2004, Reg. 882/2004, Reg. 183/2005, Reg. 2073/2005, Reg. 2074/2005, Reg. 

2075/2005, Reg. 2076/2005, che armonizzano il regime relativo all'igiene dei prodotti 

alimentari al fine di attuare una politica globale e integrata applicabile a tutti i prodotti 

alimentari e per consentire l'obiettivo di garantire un elevato livello di sicurezza 

alimentare e di sanità pubblica. Questi regolamenti abrogano le precedenti direttive che 

regolamentavano il settore ma che avevano creato un grosso problema: non erano, in 

quanto direttive, leggi attuative ma dovevano essere recepite da ogni Stato membro con 

una legge nazionale. Questo processo ha portato nei diversi stati, a interpretazioni 

diverse delle direttive con la conseguenza che lo stesso prodotto in uno stato era 
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soggetto a limiti diversi rispetto a quelli che lo stesso prodotto aveva in un altro stato 

membro dell’UE. 

A titolo di esempio prima del gennaio 2006, in paesi come la Germania, 

l’Olanda, la Francia e la Danimarca, la tolleranza in alimenti pronti al consumo della 

Listeria monocytogenes veniva indicata con valori compresi tra 100 e 1000 ufc/g 

(Caserio, 2002), mentre la normativa italiana prevedeva l'assenza di Listeria 

monocytogenes in 25 g di prodotto al momento del consumo e un contenuto massimo di 

110 ufc/g per gli alimenti da consumarsi dopo la cottura.  

Il regolamento 2073 del 2005, entrato in vigore con il Pacchetto Igiene, stabilisce i 

criteri microbiologici applicabili ai prodotti alimentari. Il regolamento 2073/2005 parte 

dalle seguenti considerazioni: 

1) un elevato livello di protezione della salute pubblica è uno degli obiettivi 

fondamentali della legislazione alimentare. I rischi microbiologici dei prodotti 

alimentari costituiscono una delle principali fonti di malattie umane causate 

dagli alimenti. 

2)  I prodotti alimentari non devono contenere microrganismi, né loro tossine o 

metaboliti, in quantità tali da rappresentare un rischio inaccettabile per la salute 

umana. 

3) Al fine di contribuire alla protezione della salute pubblica ed evitare 

interpretazioni divergenti è opportuno fissare criteri armonizzati di sicurezza 

relativi all’accettabilità dei prodotti alimentari, in particolare per quanto riguarda 

la presenza di determinati microrganismi patogeni. 

4) I criteri microbiologici indicano inoltre come orientarsi nello stabilire 

l’accettabilità di un prodotto alimentare, costituendo parte integrante delle 

procedure di HACCP e di altre misure di controllo dell’igiene. 

5) La sicurezza dei prodotti alimentari è garantita principalmente da misure di 

prevenzione. I criteri microbiologici possono essere applicati per la validazione 

e la verifica di procedure di HACCP e di altre misure di controllo dell’igiene. 

6) L’adozione di criteri comunitari, e quindi la definizione di criteri microbiologici 

armonizzati per gli alimenti in sostituzione dei criteri nazionali, è uno degli 

obiettivi di questo regolamento. 
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Per quanto riguarda la Listeria monocytogenes il nuovo limite, in tutti gli stati che 

aderiscono all’UE, è fissato in: 

• 100 ufc/g per i prodotti già immessi sul mercato nel loro periodo di 

conservabilità, questo valore è automatico per gli alimenti pronti che non 

consentono la crescita per le caratteristiche stabilite (pH < 4,4 o aw < 0,92; 

prodotti con pH < 5,0 e aw < 0,94; prodotti con periodo di conservabilità 

inferiore a 5 giorni), mentre per quelli che consentono la crescita, è subordinato 

alla capacità del produttore di dimostrare, con soddisfazione dell’autorità 

competente, che le caratteristiche chimico-fisiche dell’alimento consentono, allo 

stesso di non superare il limite delle 100 ufc/g nel corso della shelf-life. 

La listeriosi rientra nel gruppo di malattie per le quali sono stati stabiliti sia negli Stati 

Uniti che in Europa reti di sorveglianza sulla sicurezza alimentare con obbligo di 

denuncia. Queste reti, volte a individuare focolai di infezione e determinarne la causa, 

permettono di agire sia ritirando i prodotti dal mercato che adottando le necessarie 

misure nei confronti degli impianti di produzione e informando la popolazione a rischio. 
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Le batteriocine prodotte dai batteri lattici, conosciuti generalmente come sicuri 

(GRAS- generally recognized as safe), suscitano un grosso interesse nel controllo di 

batteri degradativi e patogeni nelle derrate alimentari, per il loro potenziale utilizzo 

come “bioconservanti” negli alimenti. La ricerca sulle batteriocine prodotte dai batteri 

lattici si è estesa durante le ultime decadi, con l’intento di utilizzare le batteriocine o gli 

organismi produttori come conservanti alimentari naturali. . Questo obiettivo, seguito 

dai laboratori dalle industrie agroalimentari e non, è dettato dalla mutata coscienza del 

consumatore, oggi alla continua ricerca di prodotti che, seppur ottenuti con le più 

moderne tecnologie di produzione, rispecchiano quanto più possibile aromi, sapori e 

aspetti salutistici delle produzioni tradizionali.  

Si comprende l’importanza dell’argomento quando si valuta l’interesse crescente 

del consumatore per i prodotti con caratteristiche, considerate dall’opinione pubblica 

salutistiche, quali: i prodotti da agricoltura biologica, quelli senza conservanti artificiali, 

il latte crudo di stalla erogato da distributori automatici, i latti fermentati contenenti 

microorganismi probiotici, gli integratori alimentari contenenti sostanze prebiotiche 

(che, trasformate in prodotti metabolici dai M.O. probiotici, esplicano l’azione salutare 

sull’organismo ospite), ecc.   

La risoluzione dei problemi di sicurezza alimentare, legati alla presenza di 

microrganismi patogeni, riguarda tutti i prodotti di origine animale e cercare di 

conciliare questa esigenza con il rispetto delle caratteristiche organolettiche e 

nutrizionali del prodotto non è affatto semplice. La tecnologia di produzione, infatti, 

rispecchia sempre il compromesso tra le due esigenze alle quali purtroppo si antepone 

quasi sempre la scelta più economica tra le diverse opzioni tecnologiche possibili.   . 

 L’isolamento di microrganismi lattici autoctoni della Sardegna, produttori di 

batteriocine e quindi efficaci nel contrastare lo sviluppo dei microrganismi degradativi e 

patogeni, potrebbe essere una valida arma nelle mani dei produttori e dei trasformatori, 

permettendo da un lato di mantenere i caratteri di tipicità del prodotto e dall’altro di 

usare dei conservanti “naturali”. 

Il latte di capra prodotto in Sardegna costituisce un substrato ideale per lo 

sviluppo di batteri lattici produttori di batteriocine in quanto selezionati dalla grande 

quantità di metaboliti antibatterici presenti naturalmente nel latte. 
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 Il numero degli Enterococcus, nel latte crudo di capra risulta sempre abbastanza 

elevato, come riportato da diverse ricerche condotte principalmente nei paesi che si 

affacciano sul bacino del Mediterraneo, arrivando in alcuni casi a rappresentare anche il 

50% dei cocchi lattici presenti. 

 Gli enterococchi, dopo i lattobacilli, sono al secondo posto per la produzione di 

batteriocine, la maggior parte delle quali possiedono attività  antagonistica nei confronti 

della  Listeria. 

 Lo scopo del presente lavoro riguarda l'isolamento di batteri lattici autoctoni 

presenti nel latte di capra prodotto in Sardegna, l'identificazione e la caratterizzazione 

della loro attività antimicrobica al fine di ottenere dei microrganismi capaci di inibire 

l’accrescimento dei batteri patogeni garantendo, allo stesso tempo, la salubrità e la 

sicurezza dei  prodotti. 
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Isolamento dei ceppi microbici  

 I ceppi di Enterococcus spp. usati in questo lavoro come colture attive 

(produttrici) sono stati isolati da latte crudo di capra prodotto in Sardegna.  

 Per l’isolamento si è proceduto ad una semina per spandimento di aliquote 

seriali di latte crudo di capra in terreno Azide dextrose broth (Oxoid) agarizzato ed 

incubazione a 30 e 37° C per 48 ore in anaerobiosi. Successivamente, le colonie 

sviluppatesi sono state purificate con successivi passaggi nello stesso terreno di coltura 

e conservati a –80ºC in brodo MRS (De Man et al. 1960) con 20 % di glicerolo. 

 

Attività inibitoria 

 Gli isolati, conservati a –80ºC in MRS liquido (Oxoid) con 20% di glicerolo, 

prima di essere testati, sono stati propagati per due volte in terreno liquido MRS a 30° C 

per 10-12 h. I ceppi microbici usati come microrganismi indicatori di attività 

antimicrobica sono stati Escherichia coli ceppo DSMZ 30083, Listeria monocytogenes 

ceppo DSMZ 20.600, Salmonella choleraesuis ceppo DSMZ 13772 e Staphylococcus 

aureus ceppo DSMZ 20231; tutti questi ceppi microbici sono stati fatti crescere in 

terreno brain heart infusion (BHI) broth a 37° C per una notte. 

 Per determinare l’attività antimicrobica sono stati utilizzati due metodi: l’ “agar 

spot test” (1) ed il “well diffusion assay” (2).  

(1) L’Agar spot test consente l’individuzione dei ceppi che possiedono una certa attività 

antimicrobica ed è stato realizzato sia con la via dell’inibizione diretta che con la via 

dell’inibizione indiretta. I ceppi testati per la produzione di composti antimicrobici sono 

stati lasciati sviluppare in MRS liquido a 30°C per 24 ore e quindi (2-3 µl)  sono stati 

posati sulla superficie di piastre Petri (diametro 90 mm),  contenenti terreno MRS; sono 

stati lasciati ad asciugare a temperatura ambiente e successivamente (inibizione diretta) 

ricoperti direttamente con 7 ml di terreno soft brain heart infusion contenente 0.75% 

agar, inoculato con 7 µl (approssimativamente 105 CFU/ml) di una coltura microbica 

indicatrice prima di essere posti ad incubare; oppure (inibizione indiretta) incubati 

anaerobicamente  a 30° C per consentire la crescita microbica, fino ad ottenere uno 

sviluppo evidente (18-24 h), prima di essere ricoperti con il microrganismo indicatore, 

con le modalità già descritte per il metodo diretto. Le colonie con gli aloni d’inibizione 
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più grandi sono state replicate su piastre di terreno BHI agar (Oxoid) e Trypticase Soy 

Agar (Oxoid, senza glucosio), quest’ultimo aggiunto di 0.6% estratto di lievito (Oxoid) 

– TSAYE. L’inibizione dovuta all’acidificazione del mezzo non interviene quando si 

utilizza sia il BHI agar con lo 0.2% glucosio ad un pH iniziale di 7.4 (Harris et al., 

1989) che il TSAYE senza glucosio (Lewus et al., 1991). Le piastre di BHI e di TSAYE 

sono state incubate a 30°C per 24 ore in anaerobiosi. E’ stata ripetuta la copertura con il 

BHI soft agar inoculato con il batterio indicatore e l’incubazione per 12 h a 37ºC in 

aerobiosi. Le colonie mostranti attività inibitoria sono state sia trasferite su piastre di 

terreno MRS che mantenute a –80ºC in brodo MRS (Oxoid) con il 20% glicerolo. 

Sono state utilizzate condizioni di anaerobiosi al fine di minimizzare la formazione del 

perossido d’idrogeno e quindi escludere l’eventuale l’inibizione dovuta all’acqua 

ossigenata. I controlli sperimentali includevano:  

a) l’utilizzo di 1 mg/ml Pronase (Streptomices griseus protease tipo XIV) nel BHI agar 

per distruggere qualsiasi attività inibitoria attribuita alle batteriocine;  

b) l’uso di ceppi di Enterococcus spp, non produttori di batteriocine. Dopo incubazione 

in aerobiosi per 12 h (una notte) a 37° C, le piastre sono state osservate per gli aloni 

d’inibizione eventualmente formatisi sul “tappeto” del microrganismo target.  

Se dall’analisi non compariva nessuna zona o zone d’inibizione molto piccole ed 

indistinguibili, allora l’inibizione è stata valutata negativa (Schillinger and Lüke, 1989). 

(2) La ricerca di eventuali composti inibitori secreti nel mezzo liquido di crescita da 

parte dei ceppi positivi allo spot test e quindi considerati produttori, è stata condotta sia 

attraverso il metodo dell’ agar well diffusion (Tagg et al., 1976), sia utilizzando lo spot 

test secondo la tecnica di Van Reenen (1998); per questi tests, supernatanti liberi da 

cellule sono stati preparati partendo da colture microbiche lasciate sviluppare sotto le 

migliori condizioni per la produzione delle batteriocine. I LAB sono stati fatti crescere 

in terreno liquido MRS o in BHI per 24 h a 30° C. I supernatanti sono stati ottenuti (a) 

centrifugando le colture (12,000 x g per 10 minuti a 4° C); (b) correggendo il pH  6.0 

con  NaOH 1M per eliminare l’inibizione della crescita dovuta agli acidi organici 

prodotti dal metabolismo microbico; (c) sterilizzando per filtrazione con filtri con pori 

di dimensione da 0.22 µm in membrana idrofila Durapore (PVDF) a basso legame per le 

proteine, Millex-GV, Millipore; (d) ed infine sottoponendo i surnatanti ad un 

trattamento termico di 80°C per 10 minuti per disattivare le proteasi eventualmente 
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presenti. Quando necessario, i supernatanti sono stati concentrati approssimativamente 

10 volte tramite liofilizzazione oppure per ultrafiltrazione utilizzando concentratori 

centrifughi con membrane in cellulosa rigenerata con taglio da 3,000, 10,000 e 30,000 

MW (microconcentratori Amicon, Amicon division, Millipore). Questi supernatanti con 

il pH corretto e sterilizzati per filtrazione, indicati come CFS (cell free supernatant), 

sono stati immediatamente utilizzati o conservati a -20°C (Enan et al., 1995; Harris et 

al., 1989). 

 Anche il test dell’Agar Well diffusion, così come lo spot test descritto 

precedentemente, è stato realizzato nelle due varianti dell’inibizione diretta e 

dell’inibizione indiretta. 

 Metodo indiretto: aliquote di 50-100 µl di campione del CFS sono state poste in 

pozzetti di 6 mm di diametro, che sono stati ricavati in una piastra Petri di BHI agar ed 

il surnatante è stato lasciato a diffondere per 4 - 6 h a temperatura ambiente. Del BHI 

soft agar (8 ml) è stato inoculato con 8 µl di una coltura del microrganismo da testare e 

versato sulla superficie della piastra con il pozzetto. Le piastre sono state poste ad 

incubare in aerobiosi a 37° C per una notte ed esaminate per le zone d’inibizione.  

 Metodo diretto: la piastra Petri è stata riempita con 20 ml di BHI soft agar 

fondente (0.7% agar) inoculato con 0.2 ml (1% v/v) di una coltura del microrganismo 

indicatore (approssimativamente 105 cells/ml), e lasciato solidificare; quindi, sono stati 

realizzati diversi pozzetti di 6 mm di diametro nel terreno agarizzato e 50-100 µl del 

CFS sono stati posati in ciascun pozzetto, lasciandoli diffondere nell’agar per 4 h a 4° 

C. Le piastre sono quindi state poste ad incubare in aerobiosi alla temperatura ottimale 

per lo sviluppo del microrganismo indicatore (37° C), ed esaminate dopo 12 e 24  h per 

le zone d’inibizione. 

In entrambi i metodi di diffusione nel pozzetto sono stati utilizzati,come controlli 

negativi, supernatanti trattati con proteasi (1 mg/ml di Pronase, 1 h, 37°C). 

 Nello spot test secondo la tecnica di Van Reenen (1998), su delle piastre Petri 

sono stati versati 10 ml di BHI soft agar fondente (0.7% agar) inoculato con 0.2 ml (1% 

v/v) di una coltura del microrganismo indicatore (approssimativamente 105 cell/ml), e 

lasciato solidificare; entro al massimo tre ore e comunque prima che abbia inizio la fase 

esponenziale della moltiplicazione microbica, sono state poste aliquote di 10 µl di 

surnatante preparato come descritto precedentemente. 



Batteriocine da enterococchi isolati da latte di capra 
CAP. 9 Materiali e metodi 

 

Autore: Stefano Schirru 
Titolo: Batteriocine da enterococchi isolati da latte di capra 
Tesi di Dottorato in Scienze dei sistemi agrari e forestali e delle produzioni alimentari                                                                     60 
Università degli Studi di Sassari 
 

 Le piastre, sono state quindi poste ad incubare alla temperatura ideale per lo 

sviluppo del microrganismo bersaglio per 12 e 24 ore, e sono state considerati positivi 

chiari aloni d’inibizione di almeno 2 mm di diametro. 

 

Test svolti sui campioni con evidente attività antimicrobica 

 Dopo la valutazione dell’attività antimicrobica per mezzo dell’agar spot test e 

del well diffusion method, le prove svolte hanno riguardato:  

• l’identificazione dei ceppi, eseguita sia con saggi biochimico-fisiologici che 

tramite il sequenziamento della regione 16S rDNA; 

Sono state, inoltre, determinate sui supernatanti liberi da cellule (CFS): 

• lo spettro di attività;  

• l’esclusione dell’inibizione dovuta a batteriofagi litici; 

• l’unità arbitraria (UA / ml); 

• l’influenza del calore; 

• l’influenza del pH; 

• l’influenza degli enzimi; 

• l’influenza dei tensioattivi e dei sali; 

• la stabilità delle batteriocine nel tempo; 

• la produzione delle batteriocine a diversi tempi e  temperature; 

• la produzione delle batteriocine su diversi terreni ed a differenti pH iniziali; 

• l’effetto dei componenti del mezzo sulla produzione delle batteriocine; 

• la crescita del microrganismo test in presenza delle batteriocine; 

• la riduzione delle cellule vitali del mo target in presenza delle batteriocine; 

• l’adsorbimento delle batteriocine sui microrganismi sensibili; 

• l’influenza del pH e della temperatura sull’adsorbimento; 

• l’effetto dei sali inorganici e dei composti organici sull’ adsorbimento; 

• la parziale purificazione delle batteriocine; 

• la determinazione della loro dimensione per mezzo di tricine-SDS-PAGE. 
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Identificazione dei ceppi microbici 

 I ceppi isolati sono stati sottoposti alla colorazione di Gram, alla prova della 

catalasi ed all’osservazione microscopica, risultando Gram positivi, catalasi negativi e 

di forma coccica. Dopo le prove fenotipiche e fisiologiche (Bridge and Sneath, 1983), 

tutti i ceppi isolati sono risultati essere Enterococcus faecium. 

L’identificazione ha riguardato:  

1. colorazione di Gram; 

2. prova della catalasi; 

3. osservazione microscopica; 

4. prove di sviluppo a 45°C e 10°C in terreno M17 broth; 

5. sviluppo in M17 broth al 6,5 % di NaCl, incubato a 30°C (per gli isolati a 30°C) 

e a 37°C (per gli isolati a 37°C) per 48 h; 

6. prove di fermentazione attraverso la produzione di CO2 in terreno liquido MRS 

broth senza citrato con campanelle di Durham ed incubazione a 30°C ed a 37°C 

per 48 H; 

7. prove di idrolisi dell’esculina, utilizzando lo stesso terreno impiegato per le 

prove di fermentazione degli zuccheri addizionato con 2g/l di esculina e 5g/l di 

ammonio citrato; 

8. prova di idrolisi dell’arginina saggiata in MRS broth addizionato con 3 g/l di 

arginina e con sodio citrato al posto dell’ammonio citrato; 

9. le prove di fermentazione sono state realizzate utilizzando un terreno liquido 

così costituito: peptone 1%; estratto di lievito 0,5%; Tween 80 0,1%; K2 HPO4 

0,2%; acetato di sodio 0,3%; citrato triammonico  0,2%; solfato di magnesio 

0,02%; solfato di manganese 0,005%; indicatore bromocresolporpora 0,004%. 

Al terreno base è stata poi aggiunta una soluzione sterile all’1% dello zucchero 

da testare. Gli zuccheri impiegati sopno stati: ribosio, salicina, ramnosio, 

mannitolo, trealosio, melezitosio, melibiosio, raffinosio, xilosio, sorbosio, 

arabinosio, cellobiosio. Le verifiche di fermentazione sono state effettuate dopo 

24 h, 48 h e 5 gg d’incubazione a 30°C ed a 37°C. La reazione è stata 

considerata positiva se il pH raggiungeva il punto di viraggio dell’indicatore (pH 

5,2). 
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Identificazione genetica dei ceppi microbici 

 Sui ceppi produttori di batteriocine, è stata effettuata l’analisi di sequenza 

(sequenziamento parziale) del 16S r-DNA; a tal proposito è stato amplificato, tramite 

reazione di PCR, un frammento del DNA genomico mediante l’utilizzo di primers 

universali, che legandosi alle regioni fiancheggianti permettono l’amplificazione della 

regione al 5’ del 16S r-DNA. 

 Si è proceduto, dapprima, all’estrazione del DNA genomico di ogni singolo 

isolato batterico con il metodo SDS-NaOH. Una singola colonia microbica è stata 

sospesa in 50 µl di soluzione di lisi (NaOH 0.05 M, 0.25% SDS). Dopo 1-2 minuti di 

vortex, la sospensione è stata riscaldata a 95°C per 15 minuti e successivamente 

centrifugata per 10 minuti a 14000 rpm. Il lisato è stato così diluito 1:10 in acqua milliQ 

sterile (10 µl di surnatante e 90 µl di H2O milliQ sterile) e posto subito in ghiaccio. La 

diluzione così ottenuta è stata utilizzata nella reazione di PCR,  indicata di seguito. 

 I primer universali utilizzati sono 63F (5’CAGGCCTAACACATGCAAGTC) e 

1389F (5’ACGGGCGGTGTGTACAAG) descritti da Hongoh et al. (2003) per 

l’amplificazione di DNA totale di comunità. La reazione di amplificazione è stata 

effettuata in un volume finale di 25 µl: 

 

Master-Mix 10,0 µl 

DNA 1,0 µl 

Primer 63F 2,5 µl 

Primer 1389F 2,5 µl 

H2O 9,0 µl 

 

I campioni così ottenuti sono stati trasferiti nel termociclatore BioRad-I Cycler con il 

seguente programma di reazione PCR (Polymerase Chain Reaction): 

 

1. Denaturazione: 120’’ 95°C 

2. Amplificazione: (35x): 60’’ 94°C, 30’’ 54°C, 30’’ 72°C 

3. Estensione: 300’’ 72°C 
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 Al fine di verificare la presenza di amplificati si è proceduto quindi ad una corsa 

elettroforetica di controllo su gel di agarosio 0,8% contenente etidio bromuro (3 µl in 

100 ml) per circa un’ora a 100V. La presenza di una banda di circa 1 Kb ha indicato che 

l’amplificazione è avvenuta correttamente. 

 Il sequenziamento degli amplificati ottenuti è stato eseguito presso il BMR 

Genomics (Spin-off dell’Università di Padova). 

 L’analisi e l’allineamento delle sequenze per l’attribuzione del genere o della 

specie, è stata realizzata tramite il confronto delle relative sequenze con quelle 

disponibili nel database Gen Bank (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast) utilizzando 

l’algoritmo BLAST (Altschul et al., 1997), disponibile in rete così come altri software 

quali FASTA e CLUSTALW. 

 Sequenze con valori di similarità maggiori o uguali al 98%, rispetto a sequenze 

di ceppi identificati presenti in GenBank, sono considerate come appartenenti alla stessa 

specie. Nei ceppi analizzati, i livelli di omologia ritenuti significativi in questo studio 

sono stati superiori del 98% con un numero di basi adeguato in relazione con le 

informazioni presenti in banca dati. 

 

Preparazione dei supernatanti 

 I supernatanti dei ceppi positivi sia allo spot test che al well test sono stati 

preparati partendo da colture microbiche lasciate sviluppare in MRS liquido a 30 ◦C per 

24 h. 

 I supernatanti sono stati ottenuti (a) centrifugando le colture (12,000 x g per 10 

minuti a 4° C); (b) correggendo il pH  6.0 con NaOH 1M per eliminare l’inibizione 

della crescita dovuta agli acidi organici prodotti dal metabolismo microbico; (c) 

sterilizzando per filtrazione con filtri con pori di dimensione da 0.22 µm in membrana 

idrofila Durapore (PVDF) a basso legame per le proteine, Millex-GV, Millipore; (d) ed 

infine sottoponendo i surnatanti ad un trattamento termico di 80°C per 10 minuti per 

disattivare le proteasi eventualmente presenti. I supernatanti così preparati, con pH 

corretto e liberi da cellule, denominati CFS (cell free supernatant), sono stati 

immediatamente utilizzati oppure conservati a – 20°C per diversi mesi. 
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Spettro di attività 

 L’attività dei supernatanti è stata testata su un numero di 52 ceppi microbici, tra i 

quali 24 ceppi di L. monocytogenes di differenti gruppi sierologici, e diversi batteri 

Gram negativi tra cui undici ceppi di Salmonella (tabella 1). Nella stessa tabella sono 

riportate le condizioni di crescita, intese come terreni e temperature, dei ceppi da testare.  

 

Esclusione dell’attività inibitoria dovuta a fagi litici 

 Per rilevare la presenza di batteriofagi litici, una porzione della zona chiara 

d’inibizione è stata tagliata dalla piastra dello spot test. Il pezzo di agar è stato aggiunto 

a 3 ml di brodo BHI e macerato con una bacchetta di vetro sterile. Il miscuglio è stato 

tenuto a temperatura ambiente per 1 h. Una quantità di 100 µl della sospensione e 100 µl 

del microrganismo indicatore (cresciuto per una notte a 30°C in brodo BHI) sono stati 

sospesi in 4 ml di soft BHI (0.75%) agar e versati uniformemente su una piastra di BHI 

agar ed incubati per una notte a 30° C (Lewus et al., 1991). 

 

Calcolo dell’Unità Arbitraria 

 Su delle Piastre Petri contenti 10 ml di agar acqua (1.2%), versati 

precedentemente e lasciati asciugare sono stati versati 10 ml di BHI soft agar (0.75%) 

contenente approssimativamente 105 CFU di L. monocytogenes 211 per ml. Entro al 

massimo tre ore e comunque prima che abbia inizio la fase esponenziale della 

moltiplicazione microbica, sullo strato del BHI soft agar sono state poste delle aliquote 

di 10 µl di una diluizione seriale del supernatante previamente sterilizzato per 

filtrazione, trattato ad 80°C x 10' e con il pH corretto a valori di 6.0. Dopo un 

incubazione in aerobiosi per una notte a 37° C le piastre sono state esaminate per gli 

aloni d’inibizione. 

 E’ stato così possibile calcolare l’Unità Arbitraria o Unità di Attività per 

millilitro (AU/ ml); una Unità Arbitraria  è definita come il reciproco della più alta 

diluizione mostrante una chiara zona d’inibizione (Todorov and Dicks, 2005) ed è 

“Arbitraria” perché i valori ottenuti, essendo funzione di diverse variabili 

(microrganismo sensibile, terreno, temperatura, tempi, etc..), richiedono che vadano 

sempre indicate le condizioni con le quali sono stati ottenuti. 
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 L’attività antimicrobica viene quindi espressa in Unità Arbitrarie  per millilitro 

(AU/ml) ) e viene calcolata con la formula abx100, dove “a” rappresenta il fattore di 

diluizione in base 2 e “b” l’ultima diluizione che produce una zona d’inibizione di 

almeno 2 mm di diametro, mentre il 100 è il fattore di conversione (spot di 10 µl) al fine 

di poter esprimere il valore dell’UA per ml, come da convenzione. Il fattore di 

conversione, che serve per riportare tutto al ml, varia quindi a seconda della quantità di 

surnatante utilizzata; sono stati utilizzati 10 µl nella tecnica appena descritta, ma anche 

100 µl (con fattore di conversione 10) con il well test, che è stato ugualmente realizzato. 

I risultati ottenuti con le due tecniche sono stati confrontati, ottenendo lo stesso valore 

di Unità Arbitraria. 

 L’attività (espressa in UA/mL) è stata determinata dopo 12, 24 e 36 h di crescita 

dei microrganismi produttori, lasciati sviluppare alla temperatura di 21, 30 e 37°C in 

MRS liquido; è stata rilevata oltre che su MRS anche in BHI ed in Skim Milk dopo 24 h 

a 30°C. La  L. monocytogenes 211 è servita come microrganismo test. 

 

Effetto dei trattamenti col calore 

 E’ stato valutato l’effetto della temperatura sulle batteriocine trattando i 

supernatanti a 60, 70, 80, 90 e 100 ◦C, valutando l’attività delle batteriocine per 

ciascuna di queste temperature rispettivamente dopo 10, 20, 30, 40, 50, 60, 70, 80, 90, 

100 e 120 minuti. Le batteriocine sono anche state esposte a trattamento di 

sterilizzazione per 15 minuti a 121°C. Il supernatante libero da cellule e non trattato è 

stato utilizzato come controllo. L’attività è stata valutata con il well diffusion method 

usando la L. monocytogenes 211 come microrganismo indicatore. 

 

Effetto degli enzimi 

 Ad aliquote di un millilitro di CFS sono stati  aggiunti separatamente, nella 

concentrazione finale di 1 mg/ml, diversi enzimi per testare l’effetto di ciascuno di essi 

sulle batteriocine presenti nei surnatanti. Prima dell’aggiunta degli enzimi, le diverse 

aliquote di surnatante sono state corrette ai valori di pH ottimali per l’azione di ciascun 

enzima. Dopo l’aggiunta degli enzimi, i CFS sono stati sterilizzati per filtrazione ed 

esposti per 2 h alla temperatura di 37°C. Sono stati impiegati i seguenti enzimi: catalasi 
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(da Aspergillus niger), papaina (da Carica papaia), pepsina (da mucosa gastrica suina), 

pronase  tipo XIV (Streptomyces griseus), proteinase K (Tritirachium album), rennina 

(bovina), tripsina, ed α-amilasi (da Aspergillus oryzae), tutti della Sigma. Dopo la 

digestione proteasica e dopo aver ricorretto il pH di tutte le aliquote al valore di 6.0, i 

campioni sono stati sterilizzati per filtrazione e trattati termicamente ad 80°C x 10' per 

distruggere gli stessi enzimi proteolitici. Questo esposizione alle alte temperature serve 

ad assicurare che le proteasi impegate nel test non abbiano eventuali effetti sul 

microrganismo sensibile. E’ stata valutata l’attività residua dei campioni, per mezzo del 

well test ed utilizzando la L. monocytogenes 211 come microrganismo indicatore. Il 

supernatante libero da cellule e non trattato è stato utilizzato come controllo (Ivanova et 

al., 1988).  

 

Effetto del pH  

 L’effetto del pH sulle batteriocine è stato testato correggendo i campioni del 

supernatante da pH 2 a pH 12 (con incrementi di una unità di pH) con NaOH 1 M o con 

HCl 1 M. Previa sterilizzazione per filtrazione, dopo essere stati incubati sia per 30 

minuti sia per 2 h a temperatura ambiente, i campioni sono stati ricorretti a pH 6, 

sempre con  NaOH 1M oppure con  HCl 1M, ancora sterilizzati per filtrazione e testati 

per l’attività antimicrobica, usando il well method e la  L. monocytogenes 211 come 

microrganismo sensibile. 

 

Effetto dei tensioattivi e dei sali 

 In un altro esperimento è stata valutata l’influenza che determinati sali e 

sostanze tensioattive hanno sulle batteriocine contenute nei supernatanti. A diverse 

aliquote di CFS sono stati aggiunti separatamente, N-Laourylsarcosine (sale sodico, 

tensioattivo anionico, L5125-Sigma), NaCl , Sodium dodecyl sulphate (SDS-detergente 

anionico, L6026-Sigma), Triton X-100 (tensioattivo non ionico, T9284-Sigma),  Tween 

20 (detergente non ionico, P-9416-Sigma), Tween 80 (tensioattivo non ionico, Sigma)ed 

Urea (U-0631-Sigma) ad una concentrazione finale del 1%, (p/v). Aliquote di CFS non 

trattate  e soli detergenti alla stessa concentrazione del 1% p/v sono stati utilizzati come 

controllo. Dopo l’aggiunta dei detergenti, tutti i campioni sono stati sterilizzati per 
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filtrazione con i filtri indicati precedentemente, incubati alla temperatura di 37°C per 5 

h e quindi saggiati per l’attività antimicrobica per mezzo del well diffusion method nei 

confronti della L. monocytogenes 211. 

 

Stabilità delle batteriocine nel tempo 

 I supernatanti contenenti le batteriocine sono stati incubati a 25°C per 72 h. Lo 

scopo era quello di monitorare se le proteasi, eventualmente prodotte dai ceppi di E. 

faecium e quindi presenti nei surnatanti potessero avere una qualche attività degradativa 

nei confronti delle batteriocine. L’attività antimicrobica è stata monitorata ad intervalli 

regolari di 12 h sempre con lo spot test secondo van Reenen et al. (1998). 

 

Produzione delle batteriocine a diversi tempi e  temperature 

 Il livello di attività delle btteriocine, espresso in Unità Arbitrarie od Unità di 

Attività, è stato determinato alla 12°, alla 24° ed alla 36° h di crescita delle colture in 

brodo MRS (Oxoid), lasciate sviluppare a tre diverse temperature di 21, 30 and 37°C. 

Come microrganismo test è stato utilizzato la L. monocytogenes 211. Il livello di 

attività è stato rilevato con la tecnica dell’agar spot test, come già descritto 

precedentemente (Van Reenen et al., 1998). 

 

Produzione delle batteriocine in differenti terreni di crescita 

I ceppi di E. faecium dopo essere stati lasciati a crescere per 18 h, sono stati 

inoculati (2%, v/v) in tre diversi terreni liquidi di crescita, rispettivamente in MRS, in 

BHI ed SKIM MILK (10%, w/v,) tutti dell’ Oxoid.  Sono stati incubati a due differenti 

temperature a 30°C e 37°C, senza agitazione per 24 h. I valori di UA/ml sono stati 

ottenuti impiegando lo spot test e la L. monocitogenes 211 come batterio bersaglio. 

 

Curva di produzione delle batteriocine in MRS 

Ciascun ceppo produttore è stato inoculato (2%) in 300 ml di brodo MRS e 

lasciato sviluppare a 30°C per 27 h. Sono stati eseguiti prelievi orari per seguire 

l’andamento della crescita microbica (OD at 600nm) e la variazione del pH mentre la 

produzione della batteriocina (UA/mL) è stata monitorata con controlli ogni tre ore. 
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Produzione delle batteriocine a differenti pH iniziali di crescita 

 In un altra prova è stata determinato l’effetto del pH iniziale nel mezzo di 

crescita sulla produzione delle batteriocine. Il pH di cinque diversi volumi di 300 ml di 

terreno MRS liquido è stato corretto con  HCl 6M oppure con NaOH 6M, 

rispettivamente, a pH 3.0, 4.0, 5.0, 6.0 e 7.0, e successivamente autoclavato. Dopo il 

trattamento di sterilizzazione in autoclave, se necessario, il pH è stato corretto con  HCl 

1M oppure con  NaOH 1M sterile. Ciascuna beuta è stata inoculata con il 2% (v/v) di 

una brodo coltura dei  ceppi di E. faecium, cresciuta per 18 h ed stata incubata a 30°C 

per 24 h, senza agitazione. Con cadenze orarie sono stati monitorati le variazioni del pH 

e la produzione delle batteriocine, espresse come UA/ml, così come descritto per il test 

precedente. Tutte le prove sono state eseguite in triplo. 

 

L’effetto della composizione del mezzo di crescita sulla produzione delle 

batteriocine 

Al fine di valutare l’influenza dei costituenti dei substrati per la crescita 

microbica sulle relativa produzione di batteriocine, i ceppi di E. faecium sono stati fatti 

sviluppare in 10 ml di brodo MRS (Oxoid) per 18 h a 30°C, le cellule sono quindi state 

raccolte per centrifugazione (10.000 x g, 10min, 4°C), ed il pellet ricavato è stato 

risospeso in 10 ml di acqua peptonata sterile. Da questa sospensione cellulare sono stati 

prelevati quattro ml che sono stati utilizzati per inoculare al 2% (v/v) 200 ml dei 

seguenti terreni appositamente preparati (come indicato in tabella 2): 

(a) diversi MRS liquidi (De Man et al., 1960), preparati senza fonti proteiche, che 

sono stati singolarmente integrati con l’aggiunta, rispettivamente, di una sola delle 

seguenti componenti azotate: triptone (20.0g/L), estratto di carne (20.0g/L), estratto di 

lievito (20.0g/L), triptone (12.5g/L) più estratto di carne (7.5g/L), triptone (12.5g/L) più 

estratto di lievito (7.5g/L), estratto di carne (10.0g/L) più estratto di lievito (10.0g/L), od 

una combinazione di triptone (10.0g/L), estratto di carne (5.0g/L) ed estratto di lievito 

(5.0g/L);  

(b) MRS liquido (Oxoid), cioè con 20.0g/L di D-glucosio e diversi MRS liquidi, 

preparati senza carboidrati, che sono stati singolarmente integrati con l’aggiunta, 
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rispettivamente, di uno solo dei seguenti zuccheri, rispettivamente: 20.0g/L di D-

mannitolo, mannosio and ramnosio; 

(d) diversi MRS liquidi, preparati come al punto precedente ai quali sono stati 

singolarmente aggiunti, rispettivamente, dosi crescenti di uno solo dei seguenti 

zuccheri, rispettivamente: da 5.0 a 50.0g/L di glucosio oppure di lattosio come sole 

fonti carboniose; 

(e) MRS liquidi preparati in assenza o con dosi crescenti da 2.0 a 10.0g/L, 

rispettivamente di dipotassio-idrogeno-fosfato (K2HPO4) e di potassio-diidrogeno-

fosfato (KH2PO4) o la combinazione di  2.0g/L di K2HPO4 con 2.0g/L KH2PO4; 

(f) brodi MRS integrati con dosi crescenti da 2.0 a 20.0g/L di glicerolo; 

(g) MRS liquidi con e senza solfato di magnesio-MgSO4; 

(h) MRS liquidi con e senza solfato di manganese-MnSO4; 

(i) MRS liquidi senza od integrati con 2.0g/L e 4.0g/L di citrato triammonico; 

MRS liquidi senza od integrati con 5.0g/L e 10.0g/L di di acetato di sodio ed infine 

(j)  brodi MRS senza od integrati con Polysorbate 80 (Tween 80) da 1.0 a 5.0g/L.   

Tutte le colture sono state incubate a 30°C per 24 h e sono stati monitorati i livelli di 

attività delle batteriocine, utilizzando la Listeria monocytogenes 211 come 

microrganismo sensibile nello spot test secondo Van Reenen et al. (1998). Tutti gli 

esperimenti sono stati fatti in triplo. 

 

Crescita del microrganismo test in presenza delle batteriocine 

In questa prova, 20 ml del supernatante contenente la batteriocina (pH 6.0), previa 

sterilizzazione per filtrazione con filtri da 0.20 µm, (Minisart®, Sartorius) sono stati 

aggiunti a 100 ml di brodo coltura di Listeria monocytogenes 211, alla terza ora della 

fase di crescita (OD600 = 0.1 – 0.2). L’incubazione è stata fatta in BHI liquido (Oxoid) a 

37oC. Ad intervalli di ogni ora sono state eseguite le letture di densità ottica allo 

spettrofotometro ( BioPhotometer, Eppendorf) a 600 nm, per 12 h.  
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Determinazione della riduzione delle cellule vitali del microrganismo 

target in presenza delle batteriocine 

Brodo colture all’inizio della fase stazionaria (18 h) del ceppo sensibile di L. 

monocytogenes 211 sono state raccolte per centrifugazione (5000 x g, 5 min, 4 °C), 

lavate per due volte ed infine risospese in 10 ml, usando soluzione salina sterile sia per i 

lavaggi che per la risospensione.  Le sospensioni cellulari così ottenute sono state 

miscelate ad uguali volumi di surnatanti contenenti le batteriocine, previamente 

sterilizzati per filtrazione. Si è quindi proceduto alla conta per spatolamento, su piastre 

di BHI agarizzato, delle cellule vitali presenti prima e dopo un incubazione per 1 h a 37 

°C. Sospensioni cellulari di L. monocytogenes 211 alle quali non sono state aggiunti i 

surnatanti contenenti le batteriocine sono serviti come controllo.  

 

Adsorbimento delle batteriocine sulle cellule target 

Per lo studio dell’adsorbimento delle batteriocine sulle cellule bersaglio si è 

applicata la metodica descritta da Yildirim et al. (2002). Sono stati utilizzati i seguenti 

ceppi microbici, L. monocytogenes 211, L. monocytogenes 637, L. monocytogenes 620, 

L. sakei ATCC 15521 and E. faecium ATCC 19443), che sono stati incubati per una 

notte in brodo BHI broth a 37oC e quindi centrifugati ad 8.000 x g, per 15 min a 4oC. Le 

cellule raccolte sono state lavate due volte in tampone fosfato 5mM sterile e risospese 

nello stesso tampone ad un OD a 600 nm di circa 1.0. Dopo una correzione del pH al 

valore di 6.5 con NaOH 0.1M sterile, ogni sospensione cellulare è stata miscelata con 

un volume uguale di surnatante contenente le batteriocine (pH 6.5), ed incubata a 37oC 

per 1 h. Si è quindi proceduto alla rimozione delle cellule (8000 x g, 15 minuti, 25oC) 

ed alla determinazione dell’attività delle batteriocine non legate ancora presenti nel 

supernatante con la tecnica dello spot test secondo Van Reenen (1997). Tutti gli 

esperimenti sono stati fatti in doppio.  

La percentuale di adsorbimento delle batteriocine sulle cellule sensibili viene 

calcolata applicando la formula seguente: 

% adsorbimento = 100 – [
omLAU

mLAU

/

/ 1  × 100] 
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dove AU/mL1 si riferisce all’attività della batteriocina dopo il trattamento, mentre  

AU/mL0 indica l’attività nativa, prima del trattamento. 

 

L’influenza del pH e della temperatura sull’adsorbimento delle 

batteriocine 

 I surnatanti contenenti le batteriocine e con pH corretto a 6.0, sono stati aggiunti 

alla L. monocytogenes 211 come descritto precedentemente, e quindi incubati per 1 h 

rispettivamente a 4, 25, 30 e 37oC al fine di valutare l’effetto della temperatura, mentre 

sono stati incubati alla temperatura di 30oC ma con valori di pH di 4.0, 6.0, 8.0 e 10.0, 

per testare, appunto, l’effetto del pH. Le cellule sono state raccolte (8000 x g per 15 

minuti a 25oC) ed dopo aver ricorretto, nel caso dell’esperimento per l’influenza del pH, 

il potenziale idrogenionico al valore di 6.0 con NaOH 0.1M sterile, è stata determinata 

l’attività antimicrobica dei surnatanti  come descritto nel test precedente. Anche questo 

test è stato fatto in doppio. 

 

L’effetto dei sali inorganici e dei composti organici sull’ adsorbimento 

delle batteriocine sulle cellule bersaglio 

 Per realizzare questo test, cellule di L. monocytogenes 211 preparate come 

indicato nell’esperimento sull’adsorbimento delle batteriocine sulle cellule target, sono 

state trattate rispettivamente con Tween 20, Tween 80, NaCl, Sodium dodecyl sulphate-

SDS, disodio-idrogeno-fosfato (Na2HPO4) e sodio-diidrogeno-fosfato (NaH2PO4) tutti 

ad una concentrazione del 1% (p/v). Dopo una correzione del pH al valore di 6.5 con 

NaOH 0.1M sterile, ogni sospensione cellulare è stata miscelata con un volume uguale 

di surnatante contenente le batteriocine, ed incubata per 1 h a 30oC. Le cellule sono state 

allontanate (8000 x g, 15 minuti, 25oC) ed è stata determinata l’attività delle batteriocine 

non legate ancora presenti nel supernatante come indicato nei saggi precedenti. Tutti gli 

esperimenti sono stati fatti in doppio. 

 

Isolamento e parziale purificazione delle batteriocine 

 I ceppi produttori sono stati fatti crescere in 1 litro di terreno MRS a 30°C per 24 

h. Le cellule sono state rimosse per centrifugazione (10.000 x g, 10 minuti, 4°C), il pH 
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del supernatante è stato corretto al valore di 6.0 con NaOH 1M e  sterilizzato per 

filtrazione con filtri  Millex-GV, Millipore da 0.22 µm a basso legame per le proteine 

(PVDF membrana Durapore). Le Batteriocine sono state precipitate con ammonio 

solfato (purezza 99%, Carlo Erba) ad una concentrazione finale del 50 %, lasciando in 

agitazione il surnatante a 100 rpm alla temperatura di 4°C per 4 h. Il precipitato è stato 

raccolto per centrifugazione (12.000 x g, 1 h, 4°C), sospeso in ammonio acetato 25 mM 

(pH 6.5) in un rapporto di 1:10 del volume originale e dializzato in acqua MilliQ sterile 

a 4°C per 24 h, usando membrane da dialisi con pori da 1-kDa (Spectrum Inc., CA, 

USA). 

 Dopo la dialisi i campioni sono stati centrifugati (10.000 x g, 10 minuti, 4°C), 

risospesi in acqua milliQ e deidratati in liofilizzatore centrifugo Speed-Vac; questo 

preparato grezzo è stato conservato a – 20°C. 

 La parziale purificazione della batteriocine o comunque l’ottenimento 

dell’estratto proteico grezzo attraverso la precipitazione con solfato di ammonio, è la 

metodica maggiormente utilizzata data la minore aggressività di questo composto, 

rispetto ad altre utilizzate per la precipitazione in generale di substrati proteici. 

 In questo lavoro, l’estratto proteico grezzo, è stato anche ottenuto attraverso 

l’uso di concentratori centrifughi Amicon della Millipore, con membrana in cellulosa 

rigenerata a basso legame per le proteine, con diversi tagli molecolari a 30 kDa, 10 kDa 

e 3 kDa ed in grado di concentrare il volume iniziale di 200 volte.   

     

Determinazione della dimensione in Tricine SDS-PAGE 

 I retentati dei diversi cut-off a 30, 10 e 3 kDa, nonché l’eluato del 3 kDa, tutti 

ottenuti con i concentratori centrifughi sono stati utilizzati per una prima stima della 

dimensione dei peptidi attivi; per questo 10 µl di ciascune frazione e di ciascun ceppo 

produttore, sono stati posti su una piastra petri contenente 10 ml di strato di brain heart 

infusion (BHI) agarizzato contenente la L. monocytogenes 211 come microrganismo 

indicatore. Le piastre sono quindi state poste ad incubare alla temperatura di 37°C per 

una notte e quindi osservate per gli aloni d’inibizione. 

 Per stimare la dimensione delle molecole delle batteriocine, 10 µl dell’estratto 

proteico grezzo dializzato, ottenuto per precipitazione con il solfato d’ammonio, è stato 
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separato in gel di tricina-sodio-dodecil-solfato (SDS)-poliacrilamide (15%) per 

identificare proteine a basso peso molecolare, così come descrito da Scägger and von 

Jagow (1987), usando un marcatore di peso molecolare standard con dimensioni da 2.35 

a 46 kDa (Amersham International, UK). 

 Dopo elettroforesi, il gel è stato rimosso e tagliato verticalmente in due parti. 

Una metà contenente il campione ed il marcatore di peso molecolare sono stati colorati 

con Coomassie Brilliant Blue R250. L’altra metà del gel, non sottoposta a colorazione, 

contenente il campione è stata immediatamente fissata per 2 h con una soluzione  di 

isopropanolo al 20 % e di acido acetico al 10 % e lavata abbondantemente in acqua 

milliQ per 5 h. Questa seconda metà è stata posta dentro una piastra petri e ricoperta con 

15 ml di agar soft Brain Heart Infusion (BHI broth più 0.75% agar),  contenente circa 

105  cellule di L. monocytogenes 211 come microrganismo indicatore. Dopo 12 h 

d’incubazione a 37°C, la piastra è stata esaminata per una zona d’inibizione di crescita, 

per determinare la posizione e la dimensione della batteriocina attiva nel gel, così come 

descritto da Bhunia et al. (1987).  
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Capacità  antimicrobica e spettro di attività 

 La ricerca di stipiti microbici produttori di batteriocine è stata effettuata utilizzando 

come microrganismi test  E. coli DSMZ 30083, L. monocytogenes DSMZ 20.600, S. 

choleraesuis ceppo DSMZ 13772 e S. aureus ceppo DSMZ 20231 (figura 6,7); quattro 

isolati con l’alone d’inibizione più ampio sono stati selezionati per ulteriori studi (figura 

8,9). Nessuno dei quattro ceppi ha mostrato attività inibitoria nei confronti di E. coli 

DSMZ 30083, S. choleraesuis DSMZ 13772 e S. aureus DSMZ 20231 mentre tutti hanno 

inibito lo sviluppo della L. monocytogenes ceppo DSMZ 20.600 (figura 10). 

 I quattro ceppi isolati, identificati come Enterococcus faecium sia con le prove 

fenotipiche-fisiologiche che attraverso l’analisi del  16S r-DNA,  sono stati indicati con le 

sigle SD1, SD2, SD3 ed SD4. Come descritto nei materiali e metodi, con l’inserimento 

dell’enzima proteolitico pronasi all’interno del mezzo colturale di crescita (BHI), i ceppi di 

E. faecuim hanno perso la capacita di inibire la L.monocytogenes, questo ha confermato la 

natura proteica della sostanza antimicrobica (Figure 11,12). 

 Il supernatante libero da cellule dell’E. faecium SD1 ha inibito la crescita dei 

microrganismi E. faecium SD3, E. faecium ATCC 19443, Lb. sakei ATCC 15521, L. 

monocytogenes 1/2a, 1/2b, 1/2c e 4b, L. monocytogenes DSMZ 20.600, L. monocytogenes 

IZPSS, Salmonella enterica subsp. enteric, Salmonella Montevideo 28, Salmonella Agona 

29, Salmonella Brandenburg 32, Salmonella Brandenburg 33 e Salmonella Madelia 34. Il 

supernatante dell’ E. faecium SD2 ha mostrato profili d’inibizione similari, inibendo i 

ceppi di Enterococcus faecium SD3, L. monocytogenes 1/2a, 1/2b, 1/2c e 4b, L. 

monocytogenes DSMZ 20.600, L. monocytogenes IZPSS, Salmonella enterica subsp. 

enteric, Salmonella Montevideo 28, Salmonella Agona 29, Salmonella Brandenburg 32, 

Salmonella Brandenburg 33 e Salmonella Madelia 34. Uno spettro di attività diverso è 

stato ottenuto dal ceppo SD3 di E. faecium che ha inibito E.  faecium SD1, E. faecium 

SD2, L. monocytogenes 1/2a, 1/2b, 1/2c e 4b, L. monocytogenes DSMZ 20.600, L. 

monocytogenes IZPSS, Salmonella enterica subsp. enteric, Salmonella Montevideo 28, 

Salmonella Brandenburg 32. Per l’E. faecium SD4 è stato registrato uno spettro di attività 

meno ampio, avendo inibito la crescita solo dei ceppi di E. faecium SD1 ed SD3, L. 

monocytogenes 1/2b, 1/2c, 4b, L. monocytogenes DSMZ 20.600 e L. monocytogenes 

IZPSS (tabella 8).  
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L’inibizione mostrata nei confronti della Listeria monocytogenes dalle batteriocine 

prodotte dai quattro ceppi di E. faecium suggerisce che, dette batteriocine possano essere 

ascritte nella classe IIA (batteriocine ad azione anti Listeria) dello schema di 

classificazione generale, con la presenza nella loro struttura del motivo YGNGV nella 

regione conservativa N-terminale. La funzione del motivo consenso YGNGV non è chiara, 

dato che nel meccanismo di adesione delle batteriocine sulle membrane delle cellule 

bersaglio, nelle prime fasi,  intervengono interazioni elettrostatiche fra i gruppi residui 

positivi degli aminoacidi ed i gruppi fosfolipidici della membrana carichi negativamente, 

senza alcun coinvolgimento del motivo YGNGV (Todorov, S.D. 2009). La Pediocina PA-1 

è la batteriocina più caratterizzata all’interno di questo gruppo (Marugg et al., 1992). 

Da sottolineare l’azione d’inibizione mostrata dalle batteriocine SD1, SD2 ed SD3 

nei confronti di diversi ceppi di Salmonella poichè, l’attività contro batteri gram negativi è 

un fenomeno abbastanza inusuale ed è stato rilevato solo per poche batteriocine, come 

l’enterocine AS-48 ed MR99 rispettivmente prodotte dai ceppi di E. faecalis  S-48 

(Ananou et al., 2005) ed MR99 (Sparo et al., 2006), e l’enterocina 012 prodotta dall’ 

Enterococcus gallinarum (Jennes et al., 2002).  Anche una batteriocina prodotta da un 

ceppo di Lactobacillus plantarum isolato da molassa, ha mostrato di possedere attività 

contro A. baumannii (Todorov and Dicks, 2005), così come è stata riportata attività 

antimicrobica nei confronti di specie batteriche gram negative per la batteriocina ST4SA 

prodotta da E. mundtii ST4SA (Knoetze, et al., 2008). Il peptide ST4SA si differenzia dalle 

batteriocine della classe IIa poichè è attivo contro S. pneumoniae ed altri batteri Gram 

positivi isolati dall’orecchio medio, mentre anche le enterocine della classe IIc, 50LA e 

50LB prodotte da Enterococcus faecium L50, sono attive contro S. pneumoniae (Cintas et 

al., 2000). 

La forte attività mostrata dalle batteriocine SD1, SD2, SD3 ed SD4 contro la 

Listeria monocytogenes potrebbe avere un effetto positivo sulla sicurezza alimentare 

qualora i relativi ceppi produttori venissero impiegati come colture starter o come co-

colture nei processi di produzione dei formaggi. Si sottolinea il fatto che le batteriocine 

non presentano effetti inibitori significativi sugli altri batteri lattici, aspetto questo molto 

importante per non inibire la crescita delle altre colture starter utilizzate nella fase di 

caseificazione. 
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                 A) 

                 B) 

 Fig. 6 - Foto al SEM di alcuni microrganismi testati: A) L. monocytogenes DSMZ 
   20.600;  B) E. coli. DSMZ 30083. 
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                A) 

                B) 

 Fig. 7 - Foto al SEM di alcuni microrganismi testati: A) S. aureus DSMZ 20231  
  B) Salmonella choleraesuis  DSMZ 13772. 
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                                                            CEPPO SD1 

                                                           CEPPO SD2 

 Fig. 8 - Foto al SEM dei ceppi di Enterococcus faecium SD1 ed SD2   
    produttori di batteriocine. 
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                                                                 CEPPO SD3 

                                                                 CEPPO SD4 

 Fig. 9 - Foto al SEM dei ceppi di Enterococcus faecium SD3 ed SD4   
              produttori di batteriocine. 
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                          Ceppo SD1                                                        Ceppo SD2 

                          Ceppo SD3                                                        Ceppo SD4 

Fig. 10 -  Spot test su BHI con evidenti gli aloni di inibizione dei ceppi produttori  
    nei confronti di L. monocytogenes DSMZ 20600. 
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Fig. 11 - Spot test su BHI Agar. Piastra sx con Pronase incluso nel mezzo di crescita; 
   piastra dx preparata senza Pronase. Ceppo SD1 ex 100, ceppo SD2 ex 102. 

 

Fig. 12 - Spot test su BHI Agar. Piastra sx con Pronase incluso nel mezzo di crescita; 
   piastra dx preparata senza Pronase. Ceppo SD3 ex 155, ceppo SD4 ex 159. 
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Tabella 8. Spettro di attività antibatterica delle batteriocine SD1, SD2, SD3 ed SD4  
       

SD1             SD2             SD3             SD4 Microrganismi test media Temp. 

(oC) Alone 

(mm) 

Alone 

(mm) 

Alone 

(mm) 

Alone 

(mm) 

Bacillus cereus ATCC 11778 BHI 37 0 0 0 0 

Bacillus mycoides 14 BHI 37 0 0 0 0 

Enterobacter aerogenes 

ATCC 13048 

BHI 37 0 0 0 0 

Enterococcus faecium SD1 MRS 30 0 0 17 10 

Enterococcus faecium SD2 MRS 30 0 0 10 0 

Enterococcus faecium SD3 MRS 30 17 16 0 9 

Enterococcus faecium SD4 MRS 30 0 0 0 0 

E. faecium ATCC 19443 MRS 30 8 0 0 0 

Escherichia coli ATCC 8739 BHI 37 0 0 0 0 

E. coli DSMZ 30083 BHI 37 0 0 0 0 

Lb. sakei ATCC 15521 MRS 30 9 0 0 0 

Listeria monocytogenes 38 BHI 37 0 0 0 0 

Listeria monocytogenes 39 BHI 37 0 0 0 0 

L. monocytogenes 101, 4b BHI 37 18 19 15 0 

L. monocytogenes 103, 1/2a BHI 37 20 15 11 0 

L. monocytogenes 104, 1/2a BHI 37 21 22 8 0 

L. monocytogenes 211, 4b BHI 37 17 12 10 4 

L. monocytogenes 302, 4b BHI 37 15 12 10 0 

L. monocytogenes 408, 1/2c BHI 37 20 18 12 0 

L. monocytogenes 409, 1/2a BHI 37 21 18 17 0 

L. monocytogenes 422, 1/2c BHI 37 18 15 12 0 

L. monocytogenes 426, 1/2b BHI 37 20 18 12 0 

L. monocytogenes 506, 1/2a BHI 37 15 15 12 0 

L. monocytogenes 603, 1/2b BHI 37 21 18 12 0 

L. monocytogenes 607, 1/2b BHI 37 22 23 17 5 

L. monocytogenes 620, 4b  BHI 37 18 15 16 5 

L. monocytogenes 637, 1/2c BHI 37 17 20 15 5 
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L. monocytogenes 703, 4b BHI 37 16 18 10 0 

L. monocytogenes 709, 1/2a BHI 37 22 20 12 0 

L. monocytogenes 711, 1/2c BHI 37 23 18 10 0 

L. monocytogenes 712, 1/2c BHI 37 20 20 10 0 

L. monocytogenes 724, 4b BHI 37 20 19 10 0 

L. monocytogenes DSMZ 

20.600 

BHI 37 20 20 12 4 

L. monocytogenes IZPSS BHI 37 18 19 10 5 

L. monocytogenes ScottA BHI 37 0 0 0 0 

Listeria seeligeri 13 BHI 37 0 0 0 0 

Listeria welshimeri 12 BHI 37 0 0 0 0 

Salmonella Agona 29 BHI 37 11 10 0 0 

Salmonella Anatum 30 BHI 37 0 0 0 0 

Salmonella Braenderup 

H9812 

BHI 37 0 0 0 0 

Salmonella Brandenburg 32 BHI 37 10 9 7 0 

Salmonella Brandenburg 33 BHI 37 13 14 0 0 

Salmonella choleraesuis 

DSMZ 13772 

BHI 37 0 0 0 0 

Salmonella enterica subsp. 

enteric 31 

BHI 37 15 16 9 0 

Salmonella enteritidis ATCC 

13076 

BHI 37 0 0 0 0 

Salmonella Heidelberg 27 BHI 37 0 0 0 0 

Salmonella Madelia 34 BHI 37 8 9 0 0 

Salmonella Montevideo 28 BHI 37 12 14 6 0 

Staphylococcus aureus 

ATCC 6538 

BHI 37 0 0 0 0 

S. aureus ATCC 25923 BHI 37 0 0 0 0 

S. aureus ATCC 29213 BHI 37 0 0 0 0 

S. aureus DSMZ 20231 BHI 37 0 0 0 0 
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Esclusione dell’attività inibitoria dovuta a fagi litici 

 Si può chiaramente escludere che l’inibizione sia dovuta all’attività di batteriofagi 

litici, poiché la formazione delle “placche” fagiche non è stata rilevata ed il test di 

sensibilità agli enzimi proteolitici ha mostrato la natura proteica delle sostanze inibenti lo 

sviluppo dei microrganismi sensibili. Inoltre, si ha un ulteriore conferma con i risultati del 

test di resistenza ai trattamenti termici, poiché anche dopo essere stati sottoposti a 

temperature sicuramente proibitive per i fagi, i supernatanti dei quattro ceppi in esame 

hanno conservato l’attività antimicrobica. 

  

Calcolo dell’Unità Arbitraria 

 Come già detto nella parte riguardante i materiali e metodi l’attività antimicrobica 

viene espressa in Unità Arbitrarie  o Unità di Attività per millilitro (AU/ml) ); una Unità 

Arbitraria  è definita come il reciproco della più alta diluizione mostrante una chiara zona 

d’inibizione (Todorov and Dicks, 2005). 

 L’Unità è “Arbitraria” perché il suo valore dipende da tanti parametri quali la 

composizione del mezzo di crescita, la temperatura ed i tempi di esposizione, il pH del 

mezzo, la sensibilità del microrganismo sensibile, etc., e quindi più in generale dalle 

condizioni sperimentali adottate. 

L’attività (espressa in UA/mL) è stata determinata dopo 24 h di crescita dei 

microrganismi produttori in MRS liquido (Oxoid) a 30oC, mentre la  L. monocytogenes 

211 è servita come microrganismo test. Il calcolo delle Unità Arbitrarie, sia con la tecnica 

dell’ agar-well-test sia con il metodo dell’agar-spot-test, quest’ultimo eseguito così come 

descritto da Van Reenen et al. (1998), ha fornito gli stessi valori. 

I ceppi di Enterococcus faecium SD1 ed SD2 hanno fatto registrare i più alti valori 

di attività con 51.200 UA/ml alle 24 h, dopo aver applicato la formula abx100, dove “a” 

rappresenta il fattore di diluizione in base 2 e “b” l’ultima diluizione che produce una zona 

d’inibizione di almeno 2 mm di diametro, mentre il 100 è il fattore di conversione (spot di 

10 µl) al fine di poter esprimere il valore dell’UA per ml. Nel caso delle batteriocine SD1 

ed SD2 applicando la formula appena descritta si è avuto 29 x 100 = 25600 UA/ml. Il 

ceppo di E. faecium SD3 ha segnato valori di attività di 3200 UA/ml dato da 25 x 100, 

mentre il valore più basso di attività è stato riscontrato con il ceppo SD4 dove 23 x 100 = 

800 UA/ml (Figura 13).  
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Fig. 13 - Unità arbitraria dei 4 ceppi produttori, in MRS, alla 24° h . 
    La L. monocytogenes 211 è stata usata come microrganismo test. 
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Effetto dei trattamenti col calore 

 Le batteriocine SD1 ed SD2 si sono dimostrate le più resistenti agli effetti del 

calore, conservando una certa attività dopo essere state sottoposte alla temperatura di 

100°C per 120 minuti ed anche dopo il trattamento di sterilizzazione a 121°C x 15’; la 

batteriocina SD3 ha conservato l’attività quando è stata sottoposta a trattamento di 100°C 

per un tempo di 2 ore, ma è stata disattivata dal trattamento di sterilizzazione.  

Infine la batteriocina SD4 era ancora attiva dopo trattamento di 100°C x 30’ ma è stata 

disattivata dopo i 40’ (Figure 14, 15, 16, 17). 

 L’enterocine 1071A e 1071B prodotte da Enterococcus faecalis BFE 1071 sono 

resistenti ai trattamenti termici fino a 100°C per 60 minuti e conservano 

approssimativamente  il 50% dell’attività antibatterica dopo sterilizzazione per 15 minuti a 

121°C (Balla et al., 2000). Anche per l’enterocina P l’attività è rimasta stabile dopo 

trattmento termico dell’ estratto libero da cellule per 60 minuti a 100°C, o per 15 minuti a 

121°C (Arlindo et al., 2006). 

 Per quanto riguarda l’enterocina MR99, batteriocina prodotta da Enterococcus 

faecalis MR99, l’attività non ha subito variazioni con trattamenti fino a 90°C per 30 minuti 

mentre si è ridotta del 50 % dopo 30 minuti a 100°C. Si è raggiunta la completa in 

attivazione in autoclave a 121°C per 15 min (Sparo et al., 2006). Anche nel caso della 

enterocina M, batteriocina prodotta da Enterococcus faecium AL41 le temperature di 60, 

80 e 100°C impiegate per la durata di 1 h non hanno modificato l’attività.   

 L’enterocina HJ35 prodotta Enterococcus faecium HJ35 ha mostrato di essere 

relativamente stabile, conservando l’attività quando è stata trattata a 100°C per 30 minuti. 

Risultati simili di resistenza al calore sono stati rilevati per diverse batteriocine prodotte sia 

da ceppi di Lactobacillus che di Lactococcus; la Lattocina NK24, prodotta da L. lactis, ha 

perso 87.5% della sua attività dopo 30 minuti a 100 ◦C ed è stata completamente inattivata 

dopo 15 minuti a 121 ◦C (Lee and Paik., 2001). 

  La stessa nisina, prodotta da L. lactis WNC20, è stata inattivata dopo un 

trattamento di sterilizzazione classica per 15 min a 121 ◦C, mentre la Bozacina B14 

prodotta da L. lactis ha perso l’attività antimicrobica quando è stata trattata per 10 minuti a 

90 ◦C (Ivanova et al., 2000). 
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                              controllo                                                        controllo  

            50'                                     30'                           120'                              90' 

                                 40'                                                                    100' 

Fig. 14 - Conservazione dell’attività antimicrobica della batteriocina SD1 dopo 
   esposizione alla temperatura di 100°C per tempi diversi. 
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Fig. 15 - Conservazione dell’attività antimicrobica della batteriocina SD2 dopo 
   esposizione alla temperatura di 100°C per tempi diversi. 

 

 



Batteriocine da enterococchi isolati da latte di capra 
CAP. 10 Risultati e discussione 

 

Autore: Stefano Schirru 
Titolo: Batteriocine da enterococchi isolati da latte di capra 
Tesi di Dottorato in Scienze dei sistemi agrari e forestali e delle produzioni alimentari                                                                        89  
Università degli Studi di Sassari 
 

 

                                    10'                                                                    70' 

                60'                                 20'                      121°Cx15'                              80' 

                             controllo                                                           controllo  

         50'                                             30' 

                                                                                     120'                                    90' 

                             40'                                                                           100' 

Fig. 16 - Conservazione dell’attività antimicrobica della batteriocina SD3 dopo 
   esposizione alla temperatura di 100°C per tempi diversi. 
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Fig. 17 - Conservazione dell’attività antimicrobica della batteriocina SD4 dopo        
 esposizione, per tempi diversi, alla temperatura di 90°C per la piastra a sinistra   
 ed a 100°C per la piastra a destra . 
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Effetto degli enzimi 

 Le batteriocine SD1, SD2 ed SD3, a conferma della loro natura proteica, sono 

risultate sensibili ed hanno mostrato una completa inttivazione quando sono state 

sottoposte all’azione dei diversi enzimi proteolitici testati, papaina, pepsina, pronase  tipo 

XIV, proteinase K, rennina (bovina) e tripsina; la catalasi non ha influito sull’attività 

escludendo così l’acqua ossigenata tra le possibili cause dell’inibizione, mentre l’azione 

della α-amilasi ha portato alla perdita totale dell’attività, suggerendo che le quattro 

batteriocine siano glicosilate e che quindi nella struttura del complesso molecolare oppure 

della molecola attiva siano presenti degli zuccheri, la cui idrolisi porta ad una perdita 

dell’attività antimicrobica.  

 Diverso è stato il comportamento della SD4 che è stata disattivata dal pronase e 

dalla tripsina, ma ha mostrato solo una riduzione parziale nei confronti di proteinasi K, α-

amilasi,  papaina, pepsina e chimosina; la catalasi non ha mostrato alcun effetto, escudendo 

così l’azione dell’acqua ossigenata (Figura 18). Le batteriocine SD1, SD2, SD3 ed SD4 

potrebbero, quindi, appartenere al IV° gruppo dello schema di classificazione generale 

delle batteriocine (Klaenhammer, 1988) . La maggior parte delle batteriocine, secondo De 

Vuyst and Vandamme (1994) sono dei polipeptidi e ad oggi sono state descritte solo poche 

batteriocine che sono un eccezione a questa regola e che di conseguenza rientrano nella 

IV° classe (Klaenhammer, 1988). 

 Tipici esempi di batteriocine sensibili all’α-amilasi sono la Leuconocina S, prodotta 

da Leuconostoc paramesenteroides (Lewus et al., 1992) e la carnocina 54, prodotta da 

Leuconostoc carnosum (Keppler et al., 1994). L’attività della Pediocina PA-1 non risulta 

influenzata da trattamenti con catalasi e lisozima, mentre viene persa dopo incubazione con 

enzimi proteolitici come tripsina, papaina, chimotripsina, proteasi IV, proteasi XIV, 

proteasi XXIV e proteinasi K (Ray et al., 1989). Le batteriocine prodotte da diverse specie 

di Pediococchi mostrano una certa resistenza agli enzimi proteolitici; il trattamento delle 

pediocine SM-1 e PD-1 con papaina, pepsina, tripsina o α-chimotripsina non ha avuto 

effetto sull’attività, mentre le due pediocine sono risultate sensibili all’azione della 

proteinasi K (Anastasiadou et al., 2008a; Green et al., 1997). 

 La batteriocina T8 prodotta da Enterococcus faecium T8, è risultata sensibile alla 

proteinasi K, pepsina e pronase mentre il trattamento con amilasi non ha avuto effetto 

sull’attività (De Kwaadsteniet et al., 2006). 
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Fig. 18 - Test di sensibilità delle quattro batteriocine a vari enzimi (1mg /ml, 37°C x 2h). 
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Effetto del pH 

 Le batteriocine sono rimaste stabili dopo un tempo di esposizione di 30’ e di 2 h 

alla temperatura di 37°C, con valori di pH compresi da 2 ad 11; tutte hanno invece 

mostrato una riduzione dell’attività a pH 12 (Figure 19, 20, 21, 22). 

 L’Enterocine SD1, SD2, SD3 ed SD4 sono quindi consistentemente stabili in ampi 

intervalli di pH. Queste caratteristiche sono tipiche di diverse enterocine già conosciute e 

caratterizzate, quali l’enterocina A (Aymerich et al., 1996), l’enterocina B (Casaus et al., 

1997), l’enterocina P (Cintas et al., 1997) produced by E. faecium, e l’enterocine 1071A e 

1071B, prodotte da E. faecalis (Balla et al., 2000).  

 La batteriocina prodotta da E. mundtii, denominata mundticina è risultata stabile 

per 14 h a valori di pH da 1 fino a 10 (Bennik et al., 1998) mentre l’attività della 

mundticina KS prodotta da E.  mundtii ceppo NFRI 7393 non è stata marcatamente 

influenzata dopo incubazione a 37°C x 30 minuti a valori di pH da 3 a 12 (Kawamoto et 

al., 2002). Valori simili sono stati registrati per le enterocine 1071A e 1071B, le quali non 

sono state drasticamente influenzate da valori di pH da 3 a 12. Nessuna attività battericida   

è stata rilevata per la batteriocina T8, una batteriocina prodotta da E. faecium T8, quando 

sottoposta a valori di pH 2 e 12 (De Kwaadsteniet et al., 2006). 

 L’E. mundtii QU 2 produce la mundticina Qu 2, che mostra attività in un ampio 

spettro di pH da 2 a11 ed un massimo di 12 800 UA/ml  contro Lact. plantarum ATCC 

14917T; ancora a pH 12, la batteriocina conserva un attività di 800 UA/ml (Zendo et al., 

2005). 

 La batteriocina sintetizzata da Enterococcus faecium LR/6 denominata enterocina 

LR/6 non ha subito perdite nell’attività nel range di pH tra 2.0 e 6.0, ma ha mostrato una 

riduzione del 20 % a valori di pH di 7.0 ed 8.0 (Kumar et al., 2009), mentre la enterocina 

HJ35 prodotta da E. faecium HJ35 è stabile fra pH 3.0 e pH 9.0 (Chang Yoon et al., 2005).  

 Sono diverse le batteriocine da enterococchi che possiedono e conservano una certa 

stabilità in ampi intervalli di pH anche a valori estremi (pH 2 oppure 12); questa è una 

caratteristica molto importante e deve essere tenuta in grande considerazione per una loro 

applicazione come conservanti degli alimenti.  
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Fig. 19 - Effetto del pH sull’attività della batteriocina SD1. 
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Fig. 20 - Effetto del pH sull’attività della batteriocina SD2. 
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Fig. 21 - Effetto del pH sull’attività della batteriocina SD3. 
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Fig. 22 - Influenza del pH sull’attività della batteriocina SD4. 
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Effetto dei tensioattivi e dei sali 

 L’attività delle batteriocine SD1, SD2, SD3 ed SD4 non sembra essere influenzata 

dall’azione dei diversi tensioattivi e dei sali utilizzati nel test. Particolare attenzione 

meritano N-Laourylsarcosine (sale sodico, tensioattivo anionico, L5125-Sigma), Sodium 

dodecyl sulphate (SDS-detergente anionico, L6026-Sigma) e Triton X-100 (tensioattivo 

non ionico, T9284-Sigma), perché manifestando essi stessi attività inibitoria nei confronti 

del microrganismo test “mascherano” l’eventuale alone d’inibizione prodotto dalle 

batteriocine (Figura 23). 

 Nessuno dei tensioattivi e dei sali impieagati nella prova ha annullato o ridotto 

l’attività delle batteriocine testate, come si evince dal confronto con il controllo presente in 

ogni piastra. E’ invece evidente, particolarmente nel caso della batteriocina SD4 un effetto 

“somma” dell’attività della batteriocina stessa con l’azione inibitoria  esplicata dai tre 

tensioattivi citati in precedenza, N-Laourylsarcosine, SDS e Triton X-100. 

 L’effetto del Tween 80 è stato inoltre osservato confrontando i valori di UA/ml 

ottenuti dai surnatanti ottenuti da colture microbiche dei quattro ceppi di E. faecium 

cresciuti su brodo MRS (Tween 80, 0.1%) e su MRS modificato senza Tween 80; è 

evidente l’apporto positivo dato dal Tween 80 nella produzione delle quattro batteriocine 

(Figura 24) 

 In letteratura si riporta che l’attività della batteriocina ST44AM non viene 

influenzata dalla presenza del 1% di SDS, Tween 20, Tween 80, Trion X-100, Triton X-

114, Urea, EDTA od NaCl. Risultati simili si sono ottenuti con la plantaricina 423 

(Verellen et al., 1998), la pediocina AcH (Biswas et al., 1991), la lattacina B (Barefoot and 

Klaenhammer, 1984) e la lattocina 705 (Vignolo et al., 1995). Anche l’attività della 

plantaricina C19 non è stata ridotta quando sottoposta al trattamento con SDS oppure 

Triton X-100 (Atrih et al., 1993), così come anche per la pediocina ST18 (Todorov and 

Dicks, 2005a), la enterocina EJ97 prodotta da E. faecalis EJ97, la plantaricina ST31 

(Todorov et al., 1999) e la bozacina B14 (Ivanova et al., 2000). 

 Pantev et al. (2002) hanno riscontrato che nel caso della enterococcina A 2000, fra i 

diversi tensioattivi testati SDS, Triton X-100, Tween 20, Tween 80, urea ed N-

laurylsarcosine, solo quest’ultimo inibiva l’attività della batteriocina. 
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Fig. 23 - Effetto dei tensioattivi e dei sali sulle diverse batteriocine. 
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Fig. 24 - L’effetto positivo del Tween 80 sulla produzione delle batteriocine;  
   confronto tra MRS ed MRS modificato (senza tween 80). 
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Stabilità delle batteriocine nel tempo 

 L’attività antimicrobica delle batteriocine è risultata stabile dopo che i surnatanti, 

sono stati incubati a 25°C per 72 h; questo suggerisce l’assenza di proteasi nei supernatanti 

o la mancanza d’azione nei confronti delle batteriocine. 

  

Produzione delle batteriocine a diversi tempi e  temperature 

 Dall’osservazione dei grafici (figura 25) si nota che la temperatura d’incubazione di 

21°C ha fatto registrare i più bassi livellli di attività per tutti e quattro i ceppi produttori; 

nel ceppo SD3, il livello di produzione della batteriocina non è stato neppure rilevabile. 

Nei ceppi SD1 ed SD4 alla temperatura sia di 30 che di 37°C non vi è stata alcuna 

differenza nel calcolo delle UA/ml al variare della durata dell’incubazione; per il ceppo 

SD1 sono state registrate 51200 UA/ml a 12, 24 e 36 h, mentre il ceppo SD4 ha marcato un 

valore di 800 UA/ml sempre per gli stessi tempi. L’ E. faecium SD2 ha fatto registrare la 

massima produzione in assoluto tra tutti e quattro i ceppi, con 102400 UA/ml  ottenuto alla 

temperatura di 37°C ed alla 36° h d’incubazione; lo stesso ceppo alla medesima 

temperatura ma alla 12° ed alla 24° h, ed alla temperatura di 30°C per tutti e tre i tempi di 

rilevamento ha raggiunto 51200 UA/ml. La temperatura di 30°C sembra la più ottimale per 

la sintesi della batteriocina SD3, che sia alla 12° h sia alla 24° ha fatto registrare un valore 

di attvità di 3200 UA/ml. Da notare, infine, che la batteriocina SD4 alla temperatura di 

21°C ed alla 24° h d’incubazione, ha ottenuto un valore di 800 UA/ml, dato simile a quegli 

conseguiti con le temperature di 30 e 37°C.  
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     Figura 25. Produzione espressa in UA/ml delle batteriocine SD1 (A, pagina precedente), SD2 (B),  
          SD3 (C) ed SD4 (D) a 12, 24, 36 h ed a diversi valori di temperatura di 21, 30 e 37°C. 
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Produzione delle batteriocine in differenti terreni ed a diversi pH iniziali di 

crescita 

  La produzione delle batteriocine è fortemente dipendente da diverse variabili quali 

il pH e la composizione del mezzo, la temperatura e la durata d’incubazione, etc. 

Inoltre, i massimi livelli di attività non sono sempre correlati con la massa cellulare o con il 

tasso di crescita del microrganismo produttore (Kim et al., 1997; Bogovic-Matijasic and 

Rogelj, 1998). Maggiori livelli nella produzione delle batteriocine si ottengono spesso in 

condizioni differenti, di solito non ottimali, come ad esempio temperature più basse 

rispetto a quelle richieste per l’optimum di sviluppo (Todorov and Dicks,. 2004; Parente et 

al., 1994; Parente and Ricciardi, 1994; Mortvedt-Abildgaard et al., 1995; De Vuyst et al, 

1996; Matsusaki et al, 1996; Krier et al, 1998; Aasen et al, 2000; Todorov et al, 2000). 

 E’ stata rilevata la curva di produzione delle batteriocine SD1 (fig. 26C, 27), SD2 

(fig. 28C, 29), SD3 (fig. 30C, 31) ed SD4 (fig. 32C, 33) durante le 27 ore ad intervalli di 3 

h, mentre con cadenza oraria sono state eseguite sia la lettura della densità ottica che 

l’andamento del pH per i singoli ceppi produttori SD1 (fig. 26 A-B), SD2 (fig. 28 A-B), 

SD3 (fig. 30 A-B) ed SD4 (fig. 32 A-B).  L’incubazione è avvenuta a 30°C in terreno 

liquido MRS con 2% d’inoculo. 

 Tutte le prove di attività sono state condotte utilizzando come microrganismo 

sensibile la L. monocytogenes 211. 

 Per quanto riguarda la crescita microbica dei ceppi di E. faecium durante le 24 ore, 

è stata registrato un aumento della densità cellulare da 0.04-0.05 (OD600nm) ad, 

approssimativamente, un valore di 2.7-3.0 (tenendo in considerazione nel calcolo il fattore 

di diluizione). 

 Sono stati registrati livelli di produzione delle batteriocine SD1 ed  SD2 (3200 

UA/mL) dopo 3 h di crescita in MRS liquido, mentre per i ceppi SD3 ed SD4 non è stato 

rilevato alcun livello di attività. Alla 6° h il valore di attività è salito a 12800 UA/ml per i 

ceppi SD1 ed SD2, mentre per la batteriocina SD3 si è avuto un livello di attività di 1600 

UA/ml e nessuna produzione per il ceppo SD4. L’attività delle batteriocine SD1 ed SD2 ha 

raggiunto rispettivamente le 51200 e le 25600 UA/ml dopo 9 h d’incubazione, le 6400 

UA/ml per il ceppo SD3 ed ancora nessuna produzione per la batteriocina SD4. Dopo 12 h 

di crescita le batteriocine SD1 ed SD2 hanno confermato i valori della 9° h mentre si 

registra un calo per la SD3 con 3200 UA/ml; per la batteriocina SD4 è stata rilevata una 

certa attività di 800 UA/ml. Con eccezione per la SD2 che registra 51200 UA/ml, il 
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monitoraggio alla 24° h ha confermato i livelli già registrati nelle prime 12 h, con 25.600 

UA/ml per la batteriocina SD1, 3200 UA/ml per la batteriocina SD3 e le 800 UA/ml per la 

SD4. Nell’ultimo rilievo effettuato alla 27° h il livello di attività delle batteriocine SD1 ed 

SD2 si è mantenuto costante con 51200 UA/ml, mentre ha evidenziato un calo della 

batteriocina SD3 con 1600 UA/ml e della SD4 con solo 400 UA/ml. 

  Sono stati riscontrati risultati simili anche in altre batteriocine, come ad 

esempio la AMA-K prodotta dal L. plantarum AMA-K, un ceppo isolato dall’Amasi, un 

latte fermentato dello Zimbawe (Todorov, 2008). In questo caso la massima produzione di 

batteriocina AMA-K (25600 UA/mL) si è avuta dopo 29 h, e soltanto a temperature 

d’incubazione di 30°C oppure 37oC, mentre bassi livelli di attività (meno di 200 UA/mL) 

sono stati riscontrati dopo 8 h, sempre in MRS liquido. La batteriocina AMA-K è un 

metabolite primario. La crescita del L. plantarum AMA-K in diversi mezzi di crescita quali 

BHI, M17, latte di soia è stata molto simile a quella in MRS. 

Le produzioni della batteriocina ST151BR (Todorov and Dicks, 2005a), della 

plantaricina Y (Bogovic-Matijasic and Rogelj, 1998) e della batteriocina prodotta dal P. 

acidilactici (Nel et al., 2001) hanno fornito risultati simili. 

La crescita dei ceppi di E. faecium SD1, SD2, SD3 ed SD4 in 37 g/l di BHI liquido 

(Oxoid) ed in 50 g/l oppure 100 g/l di latte scremato (Oxoid) è stata molto simile a quella 

riscontrata in MRS liquido (Oxoid) (fig. 26 A, 28 A, 30 A, 32 A). Lo sviluppo microbico 

in BHI liquido con valore iniziale di pH corretto a 6.5 ha prodotto un attività di 25.600, 

12.800, 200 e 200 UA/mL rispettivamente per le batteriocine SD1, SD2, SD3 ed SD4 

(tabella 9). Dall’osservazione della tabella si evince che la batteriocina SD1 raggiunge, in 

BHI con pH corretto a 6.5, gli stessi livelli di attività riscontrati in brodo MRS sia a pH 6.0 

che a pH 7.0 (25.600 UA/ml); la batteriocina SD2 prodotta nelle stesse condizioni, registra 

valori simili a quelli  ottenuti su MRS liquido a pH 7.0 (12.800 UA/ml) ma del 50% 

inferiori  a quelli  ottenuti su MRS liquido a pH 6.0 (25.600 UA/ml). Per la batteriocina 

SD3 prodotta in BHI emerge un crollo nel livello di attività prodotta in BHI (pH 6.5) 

rispetto ai valori espressi in brodo MRS, registrando valori otto volte inferiori (200 UA/ml 

contro 1.600 UA/ml). Anche la batteriocina SD4, nel mezzo BHI raggiunge livelli di 

attività che sono inferiori rispetto a quanto ottenuto in MRS sia a pH 6.0 che a pH 7.0 

(rispettivamente 200 UA/ml contro 800 UA/ml e 400 UA/ml). 

Utilizzando  il latte scremato (Oxoid) in ragione del 5% (p/v) sono stati riscontrati 

livelli più bassi nella produzione delle batteriocine per i ceppi SD1 (6.400 UA/ml) ed  SD2 
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(3.200 UA/ml), mentre non vi è stata produzione rilevabile di batteriocine con i ceppi SD3 

ed SD4. Quando il latte, come terreno liquido di crescita, è stato impiegato con 

concentrazione del 10%, sono stati ottenuti livelli di attività di 6.400 UA/ml e di 12.800 

UA/ml per le batteriocine SD1 ed SD2, mentre ancora non si è avuta produzione di 

batteriocine per i ceppi SD3 ed SD4 (tabella 9). 

Nel caso della batteriocina AMA-K, prodotta dal L. plantarum AMA-K, sono stati 

rilevati bassi livelli di produzione della batteriocina (800AU/mL) quando i ceppi sono stati 

inoculati in melassa ottenuta dalla lavorazione della canna da zucchero, utilizzata in 

concentrazione del 10% (p/v). 

L’ottimo nella produzione della batteriocina SD1  è stata registrata in terreno MRS 

con valori iniziali di pH di 6.0 e di 7.0 (25.600 UA/ml), mentre per la batteriocina SD2 il 

livello di attività di 25.600 UA/ml lo si è avuto solo con il valore iniziale di pH di 6 in 

brodo MRS. Quando il pH iniziale dell’MRS è stato portato al valore di 7.0, il livello di 

attività della batteriocina SD2 è sceso a 12.800 UA/ml. Come per la batteriocina SD1, 

anche per la batteriocina SD3 la massima produzione è stata rilevata con i valori di pH di 

partenza sia 6.0 che 7.0, raggiungendo le 1.600 UA/ml come miglior risultato. Similmente 

alla batteriocina SD2, il ceppo SD4 ha prodotto un livello ottimale di batteriocina di 800 

AU/ml, quando è stato lasciato crescere in brodo MRS con un valore di pH iniziale di 6.0. 

La produzione ottimale della batteriocina AMA-K (12.800 UA/mL) è stata 

registrata in brodo MRS con valori di pH iniziali di 6.0 e 5.5 (Todorov, 2008), mentre bassi 

livelli di attività della batteriocina si sono avuti quando i ceppi sono stati inoculati in MRS 

liquido con valori di pH di partenza di 5.0 e 4.5, rispettivamente 3.200 UA/mL e 6.400 

UA/mL (Todorov, 2008).  Il pH della brodo coltura dopo una crescita di 24 h si aggirava 

tra 3.45 e 3.60, in accordo con altri risultati che sono stati riportati per altre batteriocine 

prodotte dal L. plantarum (Daeschel et al., 1990; Jimenez-Diaz et al., 1993; Todorov et al., 

2000). 
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 Fig. 26 - (A) curva di crescita (OD), (B) andamento del pH  e (C) produzione  

       della batteriocina SD1 da parte di E. faecium SD1. 
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Fig. 27 – E. faecium SD1. Produzione della batteriocina espressa in UA/ml.  
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 Fig. 28 - (A) curva di crescita (OD), (B) andamento del pH  e (C) produzione  

               della batteriocina SD2 da parte di E. faecium SD2. 
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Fig. 29 – E. faecium SD2. Produzione della batteriocina espressa in UA/ml.  
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Fig. 30 - (A) curva di crescita (OD), (B) andamento del pH e (C) produzione 
    della batteriocina SD3 da parte di E. faecium SD3. 
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Fig. 31 – E. faecium SD3. Produzione della batteriocina espressa in UA/ml. 
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Fig. 32 - (A) curva di crescita (OD), (B) andamento del pH  e (C) produzione 
       della batteriocina SD4 da parte di E. faecium SD4. 
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Fig. 33 – E. faecium SD4. Produzione della batteriocina espressa in UA/ml 
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L’effetto della composizione del mezzo di crescita sulla produzione delle 
batteriocine 
  E’ stato detto fin qui detto che la produzione delle batteriocine è fortemente 

dipendente da diverse variabili quali il pH del mezzo, la temperatura d’incubazione, etc. e 

che i massimi livelli di attività non sono sempre correlati con la massa cellulare o con il 

tasso di crescita del microrganismo produttore (Kim et al., 1997; Bogovic-Matijasic and 

Rogelj, 1998). Maggiori livelli nella produzione delle batteriocine si ottengono spesso in 

condizioni differenti, di solito non ottimali, come ad esempio temperature più basse 

rispetto a quelle richieste per una crescita ottimale (Todorov and Dicks,. 2004; Parente et 

al., 1994; Parente and Ricciardi, 1994; Mortvedt-Abildgaard et al., 1995; De Vuyst et al, 

1996; Matsusaki et al, 1996; Krier et al, 1998; Aasen et al, 2000; Todorov et al, 2000). 

 Inoltre è stato visto che il livello della produzione delle batteriocine viene spesso 

aumentata, oltre che correggendo i valori di pH del mezzo, come descritto nel test 

precedente, dall’apporto al terreno di fattori influenzanti la crescita come carboidrati, 

azoto, vitamine e fosfato di potassio. 

Come conseguenza delle risposte avute precedentemente, scaturite dall’impiego di 

diversi substrati di crescita, si può quindi affermare che per la produzione delle batteriocine 

SD1, SD2, SD3 ed SD4 siano richiesti determinati nutrienti; questo aspetto è già stato 

osservato per altri peptidi, ad esempio le batteriocine ST194BZ, ST414BZ ed ST664BZ, 

prodotte da differenti ceppi di L. plantarum (Todorov and Dicks, 2005b; Todorov and 

Dicks, 2006). 

Fonti azotate. In un esperimento condotto utilizzando il ceppo SD1, l’aggiunta di 

triptone (20g/L), od una combinazione di estratto di carne ed estratto di lievito nel rapporto 

1:1, o di una combinazione di triptone, estratto di carne ed estratto di lievito in rapporto 

1:0,5:0,5 ad un terreno MRS base ha determinato un livello di produzione della 

batteriocina di 25.600 UA/mL (tabella 9), mentre la crescita in presenza di una 

combinazione di triptone ed estratto di carne (1:0,6) ha ridotto la produzione della 

batteriocina del 50%. Il livello di attività raggiunto in presenza del solo estratto di lievito 

(20g/L), del solo estratto di carne (20 g/l) o della combinazione di triptone ed estratto di 

lievito (1:0,6) risultava essere di 6.400 UA/mL (tabella 9).   

Per la batteriocina prodotta dall’ E. faecium SD2, il livello più alto di produzione 

della batteriocina (25.600 UA/ml), per quello che riguarda le sole fonti azotate come 

variabili, è stato ottenuto con la combinazione di triptone, estratto di carne ed estratto di 
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lievito in rapporto 1:0,5:0,5. Sono stati rilevati livelli di attività di 6.400 UA/ml quando 

sono stati aggiunti singolarmente triptone (20 g/l), estratto di carne (20 g/l) od una 

combinazione di triptone ed estratto di lievito (1:0,6) (tabella 9), mentre il livello si è 

ulteriormente ridotto del 50% (3.200 UA/ml) nel caso di utilizzo delle combinazioni 

triptone ed estratto di carne (1:0,6) e di estratto di carne con estratto di lievito (1:0,6). Il 

livello più basso di attività lo si è ottenuto con l’aggiunta del solo estratto di lievito (20 g/l) 

come unica fonte di azoto, risultando in soli 1.600 UA (tabella 9).   

Per quanto riguarda la batteriocina SD3 l’aggiunta di triptone (20g/L) oppure della 

combinazione triptone, estratto di carne ed estratto di lievito (1:0,5:0,5), al terreno MRS 

base ha prodotto un livello di batteriocina di 1.600 UA/mL, che è anche il massimo livello 

raggiunto dal ceppo SD3 (tabella 9), mentre la crescita del ceppo in presenza di estratto di 

carne (20 g/l), di estratto di lievito (20 g/l) oppure della combinazione di estratto di carne 

ed estratto di lievito nel rapporto di 1:1, ha diminuito la produzione della batteriocina del 

50% (400 UA/ml). I più bassi livelli nella produzione della batteriocina SD3 si sono avuti 

con le combinazioni di triptone ed estratto di lievito (1:0,6) e di triptone con estratto di 

carne (1:0,6) (tabella 9).   

Risultati similari, come andamento, sono stati osservti per la produzione della 

batteriocina SD4, che è prodotta ai massimi livelli (800 UA/ml) dalla presenza di triptone 

(20g/L) oppure dalla combinazione nel rapporto di 1:0,5:0,5 di triptone con estratto di 

carne ed estratto di lievito (tabella 9), mentre quando si aggiungono singolarmente al 

terreno MRS base l’estratto di carne (20 g/l) oppure l’estratto di lievito (20 g/l) od ancora 

la combinazione degli estratti di carne e di lievito (1:1) il livello di attivià della batteriocina 

si riduce del 50% (400 UA/ml). Come con la batteriocina SD3, anche per la batteriocina 

SD4 le riduzioni più forti si sono osservate quando il ceppo  di E. faecium è stato fatto 

crescere in presenza di triptone ed estratto di lievito (1:0,6) oppure di triptone ed estratto di 

carne (1:0,6) (tabella 9). 

Risultati simili sono stati riportati per la produzione della plantaricina 423 

(Verellen et al., 1998), della batteriocina ST712BZ (Todorov and Dicks, 2007) e per le 

batteriocine ST151BR ed ST112BR (Todorov and Dicks, 2004a; Todorov and Dicks, 

2004b). Il Triptone è la risorsa chiave di azoto indispensabile per una ottimale produzione 

della batteriocina AMA-K (Todorov, 2008).  Diverso è il caso della plantaricina 423, nella 

quale le produzioni ottimali sono state ottenute integrando MRS base con nell’ordine, 

peptone batteriologico, casaminoacidi, triptone ed estratto di carne.  Una spinta alla 
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produzione della batteriocina per mezzo dell’estratto di lievito e dell’estratto di carne, è 

stata riportata per la helveticina J (Joerger and Klaenhammer, 1986).  Infine, per quanto 

fino ad oggi osservato, il triptone è la primaria fonte azotata per la produzione delle 

batteriocine da parte del L. plantarum. 

Zuccheri. La crescita dell’ E. faecium SD1 in presenza di glucosio in 

concentrazione di 20.0 e 30.0g/L ha portato ad una produzione di batteriocina SD1 di 

25.600 UA/ml (tabella 9), mentre si è osservato un decremento del 50% (12.800 UA/ml) 

con concentrazioni di 5g/l  e 10 g/l; inoltre livelli più alti di glucosio (50 g/l) hanno 

prodotto un più basso livello di attività di solo 1.600 UA/ml (tabella 9). E’ stata testata, in 

MRS modificati, anche la sostituzione del glucosio con il lattosio ed i risultati ottenuti 

mostrano che la concentrazione ottimale di lattosio, per la sintesi della batteriocina SD1 è 

di 10 g/l (51.200 UA/ml), mentre con concentrazioni di 5 g/l oppure di 20 g/l si sono 

registrati livelli di attività ridotti del 50%, 25.600 Ua/ml (tabella 9). Aumentando la 

concentrazione del glucosio la relativa produzione della batteriocina si riduce 

ulteriormente. Sostituendo il glucosio con il mannosio alla concentrazione di (20.0g/L), è 

stata rilevata l’attività di 25.600 UA/ml, la stessa ottenuta con le stsse concentrazioni di 

glucosio (Tabella 9).  

La crescita dell’ E. faecium SD2 in presenza di glucosio in concentrazione di 20.0 

g/l ha prodotto un valore di attività di 25.600 UA/ml di batteriocina SD2 (tabella 9), 

mentre quando sono stati utilizzati quantitativi di glucosio sia inferiori (5g/l e 10 g/l) che 

superiori (30 g/l e 50 g/l) ai 20.0 g/l sono stati registrati livelli inferiori di produzione della 

batteriocina, rispettivamente 3.200 UA/ml, 6.400 UA/ml, 6.400 UA/ml, 800 UA/ml 

(tabella 9). Quando il glucosio è stato sostituito con il lattosio sono stati rilevati alti livelli 

nella sintesi della batteriocina SD2 con 51.200 UA/ml utilizzando 5.0 g/l, 10 g/l, 20g/l e 30 

g/l (tabella 9), con una riduzione del 50% (25.600 UA/ml) con concentrazioni di lattosio di 

50 g/l. La crescita del ceppo SD2 in presenza di 20 g/l di mannosio produceva la stessa 

attività di 51.200 UA/ml del lattosio utilizzato alla stessa concentrazione di 20 g/l, mentre 

sostituendo il glucosio con il ramnosio (20 g/l) si sono raggiunti livelli di attività della 

batteriocina SD2 di 6.400 UA/ml (tabella 9).  

Con l’utilizzo del glucosio, in ragione di 20 g/l, come fonte zuccherina per la 

crescita dell’E. faecium SD3 sono stati osservati livelli di attività di 1.600 UA/ml (tabella 

9), mentre sono stati misurati decrementi in presenza di  5g/l, 10g/l, 30 g/l e 50 g/l di 

glucosio, rispettivamente 200 UA/ml, 200 UA/ml, 400 UA/ml e 200 UA/ml (tabella 9).  La 
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crescita in MRS modificati dove il glucosio è stato sostituito dal lattosio ha mostrato quale 

concentrazione ottimale di lattosio per la produzione della batteriocina SD3 quella di 10g/l 

(3200 UA/ml), mentre con 20 g/l di lattosio si è avuta una riduzione del 50% , cioè 1.600 

Ua/ml. Utilizzando concentrazioni di lattosio di 5.0 g/l, 30g/l oppure di 50 g/l, sono stati 

livelli molto bassi nel livello di attività (tabella 2). La crescita in presenza di mannosio (20 

g/l) ha fatto rilevare la stessa attività  prodotta da 20 g/l di glucosio e da 20 g/l di lattosio 

(tabella 9).  

La concenrazione di 20 g/l di glucosio ha determinato, per la batteriocina SD4, la 

produzione di 800 UA/ml come livello di attività (tabella 9), mentre un decremento (200 

UA/ml) è stato registrato con concentrazioni di glucosio di 5g/l, 10g/l e 30 g/l ed invece, 

nessuna produzione di batteriocina si è  avuta con la concentrazione di 50 g/l (tabella 9).  

La sostituzione del glucosio con il lattosio ha mostrato che i livelli di concentrazione 

ottimali per la massima produzione della batteriocina sono 5 g/l e 10g/l (400 AU/ml), con 

solo 200 UA/ml quando il quantitativo di lattosio è stato aumentato a 20.0 g/l, 30g/l e 50 

g/l (tabella 9). L’impiego del mannosio (20 g/l) in luogo del glucosio (20 g/l) ha prodotto 

lo stesso livello di attività di 800 UA/ml (tabella 9).  

In bibliografia si riporta che il L. plantarum AMA-K in presenza di glucosio (20 e 

50 g/l) ha prodotto 12.800 UA/ml di batteriocina AMA-K (Todorov, 2008), registrando un 

aumento dell’attività (25.600 UA/ml) quando la concentrazione di glucosio è stata 

innalzata a 30g/l ed un abbassamento dell’attività con minori concentrazioni di zucchero di 

5.0g/l e 10.0g/l, rispettivamente 3.200 UA/ml e 6.400 UA/ml (Todorov, 2008).  La crescita 

in presenza di maltosio (20 g/l) o di saccarosio (20 g/l) ha mostrato gli stessi livelli 

produttivi dei 20.0g/L di glucosio, mentre gli zuccheri mannosio (20.0g/l) e fruttosio 

(20.0g/l) hanno ridotto l’attività del 75%, cioè a 3.200 UA/ml (Todorov, 2008). In presenza 

di 20 g/l di lattosio e di 20 g/l di gluconato la riduzione nella produzione della batteriocina 

AMA-K è stata perfino maggiore con 1.600 UA/ml. Questi risultanti sono abbastanza 

sorprendenti, poiché il ceppo è stato isolato da un latte fermentato, ma allo stesso tempo 

indicano che la produzione della batteriocina dipende da una combinazione di fattori. Sulla 

base di questi risultati, la produzione della batteriocina AMA-K viene stimolata quando le 

cellule sono lasciate crescere in un terreno addizionato di 30.0g/l di glucosio (Todorov, 

2008).  
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K2HPO4 ed KH2PO4. La produzione della batteriocina SD1 è stata diversamente 

influenzata dalla presenza di differenti concentrazioni del dipotassio-idrogeno-fosfato 

(K2HPO4) o del potassio-diidrogeno-fosfato (KH2PO4). La produzione ottimale di 

batteriocina SD1 (25.600 UA/ml) si è ottenuta utilizzando concentrazioni di 2.0g/l e  10.0 

g/l di K2HPO4; altre concentrazioni differenti che sono state testate hanno avuto un effetto 

negativo sulla sintesi della batteriocina SD1, ed in particolare l’attività è scesa del 50% a 

valori di 12.800 UA/ml con 5.0 g/l (tabella 9). La sostituzione del K2HPO4 con il KH2PO4 

ha indotto una diminuzione sia nella crescita dell’ E. faecium SD1 sia nella produzione 

della batteriocina (tabella 9), così come anche la combinazione del  K2HPO4  con il 

KH2PO4 (2.0g/l e 2.0g/l) ha raggiunto un livello di attività abbastanza modesto di 3.200 

UA/ml (tabella 9).  

Risultati simili si sono registrati per la batteriocina SD2, poichè anche in questo 

caso la produzione è stata influenzata dalle diverse quantità impiegate di K2HPO4 o di 

KH2PO4. La massima produzione di batteriocina SD2 (25.600 UA/ml) è stata rilevata in 

presenza di 2.0g/l di K2HPO4, il quale se utilizzato a concentrazioni diverse, sia più alte 

che più basse, presenta un effetto negativo sul livello di batteriocina prodotto (tabella 9). 

Come osservato per la batteriocina SD1, la sostituzione del K2HPO4 con il KH2PO4 ha 

avuto come risultato la riduzione della crescita dell’ E. faecium e la diminuzione della 

relativa produzione della batteriocina (tabella 9); una riduzione dell’attività della 

batteriocina SD2 (3.200 UA/ml) è stata determinata anche dalla combinazione, con 

concentrazioni di 2.0g/l e 2.0g/l, del K2HPO4 con il KH2PO4. 

Quando l’E. faecium SD3 e l’ E. faecium SD4 sono stati esaminati per la 

produzione delle rispettive batteriocine sono stati rilevati risultati molto simili. La 

produzione ottimale (1.600 UA/ml) per la batteriocina SD3 si ha in presenza di 2.0g/l di 

K2HPO4, mentre concentrazioni più alte di K2HPO4 hanno avuto un effetto negativo, così 

come anche la sostituzione del K2HPO4 con il KH2PO4 ha determinato una riduzione sia 

nello sviluppo del microrganismo sia nella sintesi della batteriocina (tabella 9).  Con la 

combinazione del K2HPO4  e del KH2PO4 in concentrazioni di 2.0g/l e 2.0g/l si è avuta la 

perdita totale di attività della batteriocina SD3 (tabella 9). 

La produzione della batteriocina SD4 è stata influenzata in modo simile alla 

batteriocina SD3; infatti, anche la produzione ottimale della batteriocina SD4 (200 UA/ml) 

è stata ottenuta in presenza di 2.0g/l di K2HPO4 (tabella 2), mentre sia l’uso di 
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concentrazioni diverse sia la sostituzione del K2HPO4 con il KH 2PO4 hanno avuto effetti 

negativi sul livello della batteriocina SD4 (tabella 9). Anche in questo caso la 

combinazione del K2HPO4 con il KH2PO4 (2.0g/l e 2.0g/l) ha provocato una totale perdita 

dell’attività (tabella 9). 

L’effetto del dipotassio-idrogeno-fosfato e del potassio-diidrogeno-fosfato sulla 

produzione delle batteriocine è ben riportato in letteratura. Nel caso della plantaricina 

UG1, l’uso del K2HPO4 in concentrazione di 7.0g/l ha determinato un incremento 

dell’attività (Enan et al., 1996), mentre nella produzione della batteriocina ST712BZ, 

prodotta dal L. pentosus ST712BZ, differenti concentrazioni di K2HPO4 e di KH2PO4 non 

ne hanno influenzato significativamente il livello (Todorov and Dicks, 2007).  Nella 

produzione della batteriocina ST112BR, sono stati rilevati maggiori livelli di attività 

quando il mezzo conteneva 5.0g/l, 10.0g/l 20.0g/l di KH2PO4 (Leroy and De Vuyst, 2003).  

Per la ottimale produzione della plantaricina ST31 si sono rese necessarie concentrazioni di 

K2HPO4 comprese tra 2.0g/l e 5.0g/l (Todorov et al., 2000). 

Glicerolo. La massima produzione delle batteriocine SD1, SD2, SD3 ed SD4 

(rispettivamente 25.600 UA/ml, 25.600 UA/ml, 1.600 UA/ml ed 800 UA/ml) è stata 

osservata in assenza di glicerolo (tabella 9).  Crescenti concentrazioni di glicerolo da 5.0g/l 

fino a 20.0g/l hanno portato livelli decrescenti della produzione delle batteriocine,  

progressivi nel caso delle batteriocine SD3 ed SD4, altalenanti per le batteriocine SD1 ed 

SD2 (tabella 9). In letteratura sono riportati risultati simili per la produzione delle 

batteriocine ST151BR, ST112BR, ST712BZ e della plantaricina ST31 (Todorov and 

Dicks, 2004a; Todorov et al., 2000; Todorov and Dicks, 2004b ; Todorov and Dicks, 2007).  

E’ noto che un aumento del glicerolo conduce ad un abbassamento dell’attività dell’acqua; 

la produzione della batteriocina AMA-K può essere influenzata da stress osmotici o per 

mezzo del legame della batteriocina alle membrane cellulari o ad altre molecole, in ogni 

caso agevolati dalla presenza del glicerolo. 

Tween 80. La massima produzione delle batteriocine SD1, SD2, SD3 ed SD4 

(rispettivamente 25.600 UA/ml, 25.600 UA/ml, 1.600 UA/ml ed 800 UA/ml) è stata 

registrata in presenza di 1.0 g/l di Tween 80, mentre maggiori concentrazioni di Tween 80 

hanno un effetto negativo sulla produzione delle quattro batteriocine (tabella 9). Risultati 

differenti sono stati registrati nella produzione della batteriocina AMA-K, il cui ottimo è 

stato rilevato in presenza di 1.0g/l, 1.5g/l e 2.0g/l di Tween 80, il quale a concentrazioni 
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più basse esplica un effetto negativo sulla produzione della batteriocina AMA-K (Todorov, 

2008).  

Acetato di sodio. In presenza della concentrazione di 5.0 g/l di acetato di sodio, la 

produzione delle batteriocine SD1, SD2, SD3 ed SD4 raggiunge i massimi livelli. Tutte le 

altre concentrazioni testate hanno mostrato di ridurre l’attività delle batteriocine (tabella 9).  

Solfato di magnesio e solfato di manganese. In assenza di questi due sali, la 

produzione delle batteriocine SD1, SD2, SD3 ed SD4 è stata inferiore, se confrontata con 

quella ottenuta quando questi due sali sono stati impiegati alle concentrazioni con cui 

entrano a far parte del terreno MRS (tabella 9).  Anche la produzione della batteriocina 

AMA-K richiede la presenza del solfato di magnesio e del solfato di manganese come 

componente del mezzo di crescita (Todorov 2008), poiché l’esclusione di questi sali 

determina la riduzione della produzione della batteriocina AMA-K (Todorov 2008). 

Citrato triammonico. Risultati simili sono stati ottenuti per effetto del citrato 

triammonico; normalmente, questo componente è presente nel terreno MRS nella dose di 

2.0g/l, ed a questa concentrazione si è avuta una produzione ottimale delle batteriocine 

SD1, SD2, SD3 ed SD4. Sia l’esclusione del citrato triammonico dal mezzo di crescita, che 

l’uso di concentrazioni crescenti a 4.0 g/l si sono risolti in una riduzione del livello di 

attività delle batteriocine (tabella 9). In letteratura sono riportati risultati simili per la 

produzione della batteriocina AMA-K (Todorov 2008). 
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Tabella 9. Influenza, a diverse concentrazioni, dei componenti del brodo MRS sulla  

       produzione delle batteriocine SD1, SD2, SD3 ed SD4. 

Attività batteriocina (UA/ml) Componenti Concentratione 

(g/L) SD1 SD2 SD3 SD4 

Triptone 20.0 25 600 6 400 1 600 800 

Estratto di carne 20.0 6 400 6 400 400 400 

Estratto di lievito 20.0 6 400 1 600 400 400 

Triptone + estr. di carne 12.5 + 7.5 12 800 3 200 200 200 

Triptone + estr. di lievito 12.5 + 7.5 6 400 6 400 200 200 

Estratto di carne + 

estratto di lievito 

10.0 + 10.0 25 600 3 200 400 400 

Triptone + estr. di carne 

+ estratto di lievito 

10.0 + 5.0 + 5.0 25 600 25 600 1 600 800 

Glucosio 5.0 12 800 3 200 200 200 

Glucosio  10.0 12 800 6 400 200 200 

Glucosio 20.0 25 600 25 600 1 600 800 

Glucosio 30.0 25 600 6 400 400 200 

Glucosio 50.0 1 600 800 200 0 

Lattosio 5.0 25 600 51 200 800 400 

Lattosio 10.0 51 200 51 200 3 200 400 

Lattosio 20.0 25 600 51 200 1 600 200 

Lattosio 30.0 12 800 51 200 400 200 

Lattosio 50.0 6 400 25 600 200 200 

D-mannitolo 20.0  – – – – 

Mannosio 20.0 25 600 51 200 1 600 800 

Ramnosio 20.0 – 6 400 – 0 

Glicerolo 0 25 600 25 600 1 600 800 

Glicerolo  2.0 6 400 6 400 400 400 

Glicerolo  5.0 3 200 6 400 400 400 

Glicerolo  8.0 3 200 12 800 400 400 

Glicerolo  10.0 6 400 12 800 400 200 

Glicerolo  20.0 6 400 6 400 200 200 
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MRS (Oxoid) (controllo) 55.0 25 600 25 600 1 600 800 

MRS pH 3.0 55.0  –  –  –  – 

MRS pH 4.0 55.0  –  –  –  – 

MRS pH 5.0 55.0 800 800 0 0 

MRS pH 6.0 55.0 25 600 25 600 1 600 800 

MRS pH 7.0 55.0 25 600 12 800 1 600 400 

BHI (Oxoid) 37.0 25 600 12 800 200 200 

Milk (Oxoid) 50.0 6 400 3 200 0 0 

Milk (Oxoid) 100.0 6 400 12 800 0 0 

K2HPO4 + KH2PO4 2.0 + 2.0 3 200 3 200 0 0 

K2HPO4 0.0 – – 200 200 

K2HPO4 2.0 25 600 25 600 1 600 800 

K2HPO4 5.0 12 800 1 600 400 200 

K2HPO4 10.0 25 600 800 800 200 

KH2PO4 0.0 – – 200 200 

KH2PO4 2.0 –  –  –  – 

KH2PO4 5.0 –  – 200 – 

KH2PO4 10.0 –  – 0 0 

Solfato di magnesio  0 6 400 400 200 200 

Solfato di magnesio  0.1 25 600 25 600 1 600 800 

Solfato di manganese  0 3 200 6 400 200 400 

Solfato di manganese  0.05 25 600 25 600 1 600 800 

Triammonio citrato 0 12 800 6 400 400 400 

Triammonio citrato 2.0 25 600 25 600 1 600 800 

Triammonio citrato 4.0 1 600 12 800 0 0 

Tween 80 1.0 25 600 25 600 1 600 800 

Tween 80 2.0 3 200 6 400 200 200 

Tween 80 5.0 3 200 6 400 200 200 

Acetato di sodio 0.0 3 200 1 600 400 400 

Acetato di sodio 5.0 25 600 25 600 1 600 800 

Acetato di sodio 10.0 1 600 1 600 200 200 
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    Crescita del microrganismo target in presenza delle batteriocine 

 Supernatanti con valori di 25.600 UA/ml della batteriocina SD1,  25.600 UA/ml 

della batteriocina SD2 e 1.600 UA/ml della batteriocina SD3, sono stati aggiunti a colture 

microbiche di L. monocytogenes 211, L. monocytogenes 220 e L. monocytogenes 637 

(OD600nm = 0.1) durante la terza ora d’incubazione e quindi all’inizio della fase 

esponenziale di crescita; il controllo era rappresentato dagli stessi ceppi di Listeria 

monocytogenes lasciati crescere nelle stesse condizioni (inoculo al 2% in brodo BHI a 

37°C) ma senza la presenza delle batteriocine. 

L’aggiunta dei surnatanti contenenti le batteriocine ha represso la crescita 

microbica per tutta la durata della fase esponenziale che, nel controllo ha registrato una 

durata di 6 h, avendo avuto inizio alla 3° h ed essendosi conclusa alla 9° h, momento nel 

quale si è registrato l’inizio della fase stazionaria. La repressione ha avuto un andamento 

molto simile per queste tre batteriocine (Fig. 34) prodotte dai ceppi di E. faecium SD1, 

SD2, SD3. Nella relativa conta in piastra dei campioni, dopo le 12 h e mostranti bassi 

valori di densità ottica, non sono state rilevate cellule vitali di L. monocytogenes 211 in 

presenza delle batteriocine SD1, SD2 ed SD3; questo suggerisce che l’azione delle tre 

relative batteriocine, nei confronti della  L. monocytogenes 211 è battericida. 

Nel caso della batteriocina prodotta dall’E. faecium SD4, invece, quando questa 

batteriocina è stata aggiunta alle stesse colture microbiche di L. monocytogenes 211, L. 

monocytogenes 220 e L. monocytogenes 637 (OD600nm = 0.1) durante la terza ora 

d’incubazione e quindi all’inizio della fase esponenziale di crescita, è stata osservata una 

inibizione insufficiente ed alla dodicesima ora la riduzione della crescita dei microrganismi 

test è stata di circa il 50% se confrontata con il controllo non trattato. Questo suggerisce 

che l’azione della batteriocina SD4 non è battericida quanto piuttosto batteriostatica. 

Le batteriocine SD1, SD2, SD3 possono perciò essere impiegate nel controllo della 

contaminazione alimentare da Listeria. Va sottolineato, infatti, che questi esperimenti sono 

stati eseguiti con un alto numero iniziale di cellule di Listeria (approssimativamente 108 

CFU/mL). Poiché molto difficilmente negli alimenti si riscontrano valori nel numero di 

cellule così elevati, ma di solito, anche nei cibi contaminati e quindi alterati, il numero di 

cellule che ci si attende è più basso, questi risultati suggeriscono che l’azione delle 

batteriocine SD1, SD2, SD3 sarà più che sufficiente.  
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          Figura 34. Curva di crescita di L. monocytogenes 637 (A), L. monocytogenes 620 (B) e L.     
        monocytogenes 211 (C) in presenza delle batteriocine SD1, SD2, SD3 ed SD4. 
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Riduzione delle cellule vitali del microrganismo target in presenza delle 

batteriocine  

 Non sono state riscontrate neppure cellule vitali quando, cellule in fase stazionaria 

di L. monocytogenes 211,  sono state esposte all’azione delle batteriocine SD1, SD2, SD3 a 

37oC per 1 h.  

Nel test eseguito utilizzando sempre la L. monocytogenes 211 come microrganismo 

sensibile, ma utilizzando la batteriocina dell’E. faecium SD4, è stata riscontrata una 

riduzione nel numero della conta vitale da 5.7 x 108 CFU/ml a 3.4 x 105 CFU/ml. Una 

simile riduzione è considerata insufficiente per l’utilizzo nella bioconservazione degli 

alimenti.  

 Trattamenti di cellule in fase stazionaria di L. ivanovii subsp. ivanovii ATCC 

19119, L. innocua 2030C ed E. faecium HKLHS (108 – 109 CFU/mL) con batteriocina 

ST44AM prodotta dal ceppo ST44AM di Pediococcus pentosaceus mostravano una 

completa inibizione della crescita (Todorov and Dicks, L.M.T. 2009), poiché dopo 1 h di 

contatto non è stata rilevata alcuna cellula vitale di L. ivanovii subsp. ivanovii ATCC 

19119, L. innocua 2030C ed E. faecium HKLHS.  Per contro, non si è avuta nessuna 

variazione significativa nel controllo non trattato, nel numero di cellule vitali di L. ivanovii 

subsp. ivanovii ATCC 19119, L. innocua 2030C od E. faecium HKLHS. Risultati simili 

sono stati ottenuti quando sono state trattate un minore numero di cellule, sempre degli 

stessi ceppi microbici L. ivanovii subsp. ivanovii ATCC 19119, L. innocua 2030C ed E. 

faecium HKLHS (Todorov and Dicks, 2009). Risultato analogo è stato riportato per le 

batteriocine HA-6111-2 ed HA-5692-3 prodotte da P. acidilactici nei confronti del ceppo 

di E. faecium HKLHS (Albano et al. 2007).  
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 Adsorbimento delle batteriocine sulle cellule target 

 La batteriocina SD1 è stata adsorbita per il 42.86% sulle cellule di L. 

monocytogenes 211, sulle cellule di L. monocytogenes 620 e sulle cellule di E. faecium 

ATCC 19443, mentre per il 57.14% sulle cellule L. monocytogenes 637 e solo per il 

28.57% sulle cellule di L. sakei ATCC 15521 (tabella 10). Per la batteriocina SD2 è stato 

registrato un adsorbimento del 42.86% sulla L. monocytogens 211, sulla  L. monocytogens 

637 e sulle cellule di E. faecium ATCC 19443, mentre è risultato del 57.14% sulle cellule 

di L. monocytogenes 620 e sulle cellule di L. sakei ATCC 15521 (tabella 10). 

L’adsorbimento della batteriocina SD3 è stato del 71.43% sulle cellule di L. 

monocytogenes 620, mentre è risultato minore con valori del 57.14% sulle cellule di L. 

monocytogenes 211, sulle cellule di  L. monocytogenes 637 e sulle cellule di L. sakei 

ATCC 15521, mentre ha registrato valori del 42.86% sulle cellule di E. faecium ATCC 

19443 (tabella 10). Infine la batteriocina SD4 è stata adsorbita al 33% sulle cellule di L. 

monocytogenes 211, su quelle di L. monocytogenes 620 , sulle cellule di L. monocytogenes 

637 e sulle cellule di L. sakei ATCC 15521, mentre l’adsorbimento maggiore è stato 

osservato sulle cellule dell’ E. faecium ATCC 19443 con un valore del 66.67% (tabella 

10). 

 Sono diversi i casi citati in letteratura, come i diversi livelli di adsorbimento 

osservati per la batteriocina bacHV219, ma in generale i più alti livelli di adsorbimento 

sono stati registrati su ceppi sensibili rispetto a ceppi dimostratisi resistenti all’azione della 

batteriocina (Todorov et al., 2007). Sono stati riportati risultati simili per la pediocina N5p 

(Manca de Nadra et al, 1998) che è stata adsorbita al 100% dalle cellule sensibili di O. oeni 

X2L, per 80% dalle cellule di Lactobacillus hilgardii e da quelle di O. oeni L10, ed al 70% 

dalle cellule di L. hilgardii 6D (Manca de Nadra et al, 1998), mentre è stata adsorbita meno 

del 20% dai batteri rivelatisi resistenti alla pediocina N5p (Manca de Nadra et al, 1998). La 

buhnericina LB è stata adsorbita per il 100% dalle cellule sensibili di L. plantarum, 

Pediococcus dextranicus, O. oeni ed E. faecalis, ma ha anche registrato un adsorbimento 

del 100% da parte di un ceppo insensibile di Pediococcus cerevisiae (Yildirim et al., 

2002). Nel caso della plantaricina 423, adsorbimento ha oscillato dal 17% per lo 

Streptococcus caprinus ATCC 700066 al 67% per il L. plantarum LMG 13556, il L. 

curvatus DF38, la L. innocua LMG 13568 ed il L. sakei DSM 20017, mentre i ceppi 

microbici sensibili alla plantaricina 423 l’hanno adsorbita in modo maggiore (Todorov and 

Dicks, 2006). 
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L’influenza del pH sull’adsorbimento delle batteriocine 

L’adsorbimento ottimale della batteriocina SD1 (57.14%) sulla cellule della L. 

monocytogenes 211 è stato registrato a pH 8.0 ed a pH 10.0, mentre a valori di pH inferiori 

(6.0 e 4.0) si è avuta una riduzione dell’adsorbimento (tabella 10). Il massimo 

adsorbimento della batteriocina SD2 (57.14%) sulle cellule della L. monocytogenes 211 è 

stato ottenuto a pH 10.0, mentre una diminuzione nell’adsorbimento della batteriocina SD2 

è stato riscontrato a valori di pH 8.0, 6.0 e 4.0 (tabella 10). Il più alto adsorbimento della 

batteriocina SD3 (71.43%) da parte delle cellule di L. monocytogenes 211 è stato rilevato a 

pH 4.0, per contro valori di pH maggiori  hanno provocato riduzione nell’adsorbimento 

sulla stessa Listeria monocytogenes 211 (tabella 10). L’ottimale adsorbimento della 

batteriocina SD4 (66.67%) sulle cellule della L. monocytogenes 211 è stato registrato a pH 

4.0; quando il pH è stato corretto a valori più alti (6.0, 8.0 e 10.0) si è avuta una riduzione 

nell’adsorbimento da parte del microrganismo bersaglio (tabella 10). Questi risultati 

mostrano il potenziale applicativo di queste batteriocine ai diversi intervalli di pH; le 

batteriocine SD1 ed SD2 potrebbero trovare applicazione in prodotti a valori di pH neutri o 

superiori, mentre le batteriocine SD3 ed SD4 potrebbero essere utilizzati in prodotti con 

pH bassi. Le differenze nell’adsorbimento dovute ai diversi valori di pH potrebbero essere 

dovute a specifiche interazioni che s’instaurano tra le batteriocine SD1, SD2, SD3 ed SD4 

ed il ceppo bersaglio. Nel caso della buchnericina LB, il migliore adsorbimento sulle 

cellule di L. plantarum è stata registrata a pH 5.0 – 8.0 (Yildirim et al., 2002); il migliore 

adsorbimento della plantaricina 423 sull’E. faecium HKLHS si è avuto con valori di pH 

compresi tra 8.0 e 10.0 mentre il migliore adsorbimento della stessa batteriocina sul L. 

sakei DSM20017 ha oscillato da pH 2.0 a pH 6.0 (Todorov and Dicks, 2006). 

 

L’influenza della temperatura sull’adsorbimento delle batteriocine 

La temperatura ha dimostrato d’influenzare l’adsorbimento delle batteriocine SD1, 

SD2, SD3 ed SD4 sulle cellule di L. monocytogenes 211.  Alle temperature di  25oC e 37oC 

sono stati osservati livelli di adsorbimento del 57.14% per la batteriocina SD1 sulla 

Listeira monocytogenes 211 come microrganismo test, mentre vi è stata una riduzione 

dell’adsorbimento al 42.86% alle temperature di 4oC e 30oC (tabella 10). Il più alto livello 

di adsorbimento ottenuto (42.86%) dalla batteriocina SD2 sulle cellule della Listeira 

monocytogenes 211 è stato rilevato alle temperature di 30oC e 37oC; quando sono state 

testate temperature più basse, 4oC e 25oC, si sono ottenuti livelli di adsorbimento inferiori, 
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del 28.57% (tabella 10). La batteriocina SD3, alla temperatura di 4oC mostra livelli di 

adorbimento del 100% quando testata sulla Listeira monocytogenes 211, mentre con valori 

di temperatura crescenti a 25°C, 30°C e 37°C si hanno cali progressivi rispettivamente a 

valori del 71.43%, 57.14% e 42.86% nell’adsorbimento della batteriocina stessa (tabella 

10). L’adsorbimento ottimale della batteriocina SD4 sulle cellule della Listeira 

monocytogenes 211 è stato osservato alle temperature di 4oC, 25oC e 37oC, dove sono stati 

raggiunti livelli del 66.67% (tabella 10). L’adsorbimento è, quindi, stato influenzato dalla 

temperatura e risultati simili sono stati osservati per altre batteriocine. 

In bibliografia è riportato che un aumento della temperatura, con valori compresi da 

25oC fino a 60oC, ha avuto un effetto negativo sull’adsorbimento della batteriocina 

bacHV219 sulle cellule di E. faecium HKLHS, risultando essere del 40% per l’intervallo di 

temperatura indicato, ed un adsorbimento ottimale con valori dell’80% a temperature di 

4oC. E’ stato rilevato, inoltre, un totale adsorbimento (100%) per la stessa batteriocina nei 

confronti dell’ E. faecalis E88, quando sono state impiegate temperature di esposizione di 

4oC, 10oC, 45oC e 60oC, mentre un decremento di adsorbimento del 20% è stato rilevato 

alla temperatura di 37°C (Todorov et al., 2007). Diversi sono i casi della batteriocina 

buchnericina LB, che ha registrato livelli di adsorbimento identici sulle cellule di L. 

plantarum dopo un esposizione a diverse temperature di 0, 10, 25, 50 ed 80oC (Yildirim et 

al., 2002) e della plantaricina 423, dove variazioni della temperatura non ha prodotto effetti 

nell’adsorbimento sulle cellule dell’E. faecium HKLHS (Todorov and Dicks, 2006).  

  

L’effetto dei sali inorganici e dei composti organici sull’ adsorbimento delle 
batteriocine  
 

Per questa prova di adsorbimento dellle batteriocine SD1, SD2, SD3 ed SD4, sono 

stati utilizzati NaCL, Na2HPO4 e NaH2PO4, SDS, Tween 20, Tween 80. L’adsorbimento 

della batteriocina SD1 sulle cellule della L. monocytogenes 211 è risultato essere del 

57.14% in presenza del Tween 80, del Tween 20, di Na2HPO4 ed NaH2PO4, con un 

decremento (42.86%) con cloruro di sodio, mentre nessun adsorbimento è stato registrato 

con SDS (tabella 10). Per quanto riguarda la batteriocina SD2 sono stati osservati livelli di 

adsorbimento del 57.14% in presenza del Tween 80 e del Na2HPO4, livelli del 42.86% con 

Tween 20 e con NaH2PO4 mentre i più bassi livelli di adsorbimento (14.29%) sono stati 

ottenuto utilizzando SDS ed NaCl (tabella 10). Per quanto riguarda la batteriocina SD3 il 

più alto livello di adsorbimento (85.71%) sulle cellule della L. monocytogenes 211 è stato 
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raggiunto con l’impiego del sodiodiidrogenofosfato (NaH2PO4), livelli intermedi del 

71.43% sono stati rilevati in presenza del Tween 80, di SDS e del disodioidrogenofosfato 

(Na2HPO4), mentre i più bassi livelli di adsorbimento (57.14%) si sono osservati con NaCl 

e Tween 20 (tabella 10). Rispetto alle altre tre batteriocine, la SD4 ha ottenuto risultati 

diversi di adsorbimento sempre sulle cellule di L. monocytogenes 211, toccando il 100% in 

presenza di of SDS, seguito dal 66.67% con Tween 80 e Tween 20 ed il 33.33% da NaCl, 

Na2HPO4 e NaH2PO4 (tabella 10).  

La letteratura riporta diversi lavori sull’adsorbimento delle batteriocine da parte dei 

microrganismi bersaglio; un incremento nell’adsorbimento della batteriocina bacHV219 

prodotta Lactococcus lactis subsp. lactis HV219 sul ceppo di E. faecium HKLHS è stato 

rilevato in presenza di Triton X-100, β-mercapto-etanolo, cloroformio, NaCl, KH2PO4 e 

MgCl2 (Todorov et al., in press, 42); l’adsorbimento della stessa bacHV219 ma su E. 

faecalis E88 ha registrato livelli più alti quando impiegata in associazione con sodio 

acetato, Na2CO3, Triton X-100, etanolo 80%, metanolo, K2HPO4, KH2PO4, MgCl2, KCl, 

Tris e NH4-citrato (Todorov et al., 2007). Triton X-100, Triton X-114 cloroformio hanno 

incrementato l’adsorbimento della plantaricina 423 su E. faecium HKLHS (Todorov and 

Dicks, 2006). Il ceppo di L. sakei DSM 20017 trattato con NaCl, K2HPO4, KH2PO4, 

MgCl2, KCl, KI, Tris, NH4-citrato, Na2CO3, SDS, β-mercapto-etanolo, etanolo 80% e 

metanolo ha portato ad una riduzione nell’adsorbimento della plantaricina 423 (Todorov 

and Dicks, 2006). Nessuna variazione nell’adsorbimento è stata osservata in presenza di 

sodio acetate o di EDTA, mentre un incremento è stato dato da Triton X-100, Triton X-114 

e cloroformio (Todorov and Dicks, 2006). L’adsorbimento della buchnericina LB su 

cellule di L. plantarum è diminuito in presenza di NaCl, NH4Cl, MgCl2, KCl, KI e Tris, 

mentre il trattamento delle cellule con NH4-citrato, sodio acetato, NaCO3, EDTA, SDS, 

triton-X, 2-mercapto-etanolo, etanolo 80% e metanolo 80% non ha avuto effetto 

sull’adsorbimento della buchnericina LB su L. plantarum (Yildirim et al., 2002). 

L’adsorbimento della pediocina N5p su P. pentosaceus E5p è aumentato in presenza di 

MgCl2, MgSO4, MnCl2, MnSO4, mentre NaCl, KCl, KI, NH4Cl, CaCl2, Na3PO4, Na2SO4, 

EDTA ed etanolo non lo hanno influenzato (Nieto-Lozano et al., 2002). Per contro i sali 

organici ed il sodio acetato hanno ridotto l’adsorbimento della pediocina N5p sulle cellule 

bersaglio. Infine, l’adsorbimento della stessa batteriocina viene incrementato del 25% in 

presenza di SDS (Manca de Nadra et al, 1998). 
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Tabella 10. Effetto della temperatura, pH, tensioattivi e sali sull’adsorbimento delle    

         batteriocine SD1, SD2, SD3 ed SD4 sui microrganismi sensibili 

 Adsorbimento (%) delle batteriocine prodotte da E. faecium 

 SD1 SD2 SD3 SD4 

L. monocytogenes 211, 4b 42.86 42.86 57.14 33.33 

L. monocytogenes 620, 4b 42.86 57.14 71.43 33.33 

L. monocytogenes 637, 1/2c 57.14 42.86 57.14 33.33 

E. faecium ATCC 19443 42.86 42.86 42.86 66.67 

L. sakei ATCC 15521 28.57 57.14 57.14 33.33 

     

 

Adsorbimento (%) delle batteriocine da Enterococcus faecium su  L. monocytogenes 211, 4b 

Temperatura (oC)     

4 42.86 28.57 100 66.67 

25 57.14 28.57 71.43 66.67 

30 42.86 42.86 57.14 33.33 

37 57.14 42.86 42.86 66.67 

     

pH     

4.0 42.86 28.57 71.43 66.67 

6.0 42.86 42.86 57.14 33.33 

8.0 57.14 42.86 57.14 33.33 

10.0 57.14 57.14 42.86 0 

     

Tensioattivi e sali (1%)     

Tween 80 57.14 57.14 71.43 66.67 

Tween 20 57.14 42.86 57.14 66.67 

SDS 0 14.29 71.43 100 

NaCl 42.86 14.29 57.14 33.33 

Na2HPO4 57.14 57.14 71.43 33.33 

NaH2PO4 57.14 42.86 85.71 33.33 
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Determinazione della dimensione in Tricine SDS-PAGE 

  L’agar spot test, realizzato utilizzando 10 µl dei retentati per ciascuno dei tagli 

molecolari di 30, 10 e 3 kDa, nonché l’eluato del 3kDa, ottenuti trattando 

consequenzialmente lo stesso campione, così come precedentemente descritto nei materiali 

e metodi, ha fornito dei primi risultati indicativi sulla dimensione di queste sostanze ad 

attività antimicrobica. Nel caso delle batteriocine SD1 ed SD2 si sono ottenuti 2 aloni 

d’inibizione, uno con la frazione con cut-off da 30 kDa e l’altro con taglio da 10 kDa.  

Con le batteriocine SD3 ed SD4 invece, è stato ottenuto un solo alone d’inibizione, relativo 

alla frazione con cut-off a 30 kDa, mentre non è stata riscontrata alcuna attività negli altri 

tre tagli molecolari (figura 35).  

 Da questo primo risultato parziale, quindi, le batteriocine oggetto di studio 

sembrerebbe possano avere dimensioni molecolari uguali o superiori ai 10 kDa. Invece, 

secondo quanto evidenziato con  il gel in tricine-SDS-PAGE (figure 36, 37), in ambiente 

denaturante, le batteriocine sono risultate essere dei piccoli peptidi con una massa 

molecolare compresa tra i 5 ed i 10 kDa, cosi come la quasi totalità delle batteriocine 

prodotte dal genere Enterococcus.  

  Questa differenza la si spiega con la capacità da parte delle batteriocine, di solito 

sotto forma di oligomeri, di creare aggregati o co-aggrgati (dimeri, tetrametri) che, quindi 

vengono trattenuti dai tagli di peso molecolare superiori, mentre nell’SDS-PAGE questi 

vengono scomposti nelle singole frazioni monometriche attive, essendo il test fortemente 

denaturante per le strutture terziarie e quaternarie delle proteine,  conservando comunque 

la capacità inibitoria. 

  Ad oggi, su un totale di 25 enterocine conosciute, ben 24 hanno dimensioni 

inferiori ai 10 kDa, con la sola esclusione della Enterolisina A che possiede una massa 

molecolare di 34.500 daltons.   
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Fig. 35 - Aloni di inibizione da surnatanti a diversi tagli molecolari, ottenuti con     
    concentratori da 30, 10 e 3 kDa. 



Batteriocine da enterococchi isolati da latte di capra 
CAP. 10 Risultati e discussione 

 

Autore: Stefano Schirru 
Titolo: Batteriocine da enterococchi isolati da latte di capra 
Tesi di Dottorato in Scienze dei sistemi agrari e forestali e delle produzioni alimentari                                                                        132  
Università degli Studi di Sassari 
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                          CEPPO SD3                                                      CEPPO SD4 

Fig. 36 -  Tricine-SDS-PAGE delle batteriocine. La metà del gel ricoperto con cellule di  
    L. monocytogenes mostra la zona d’inibizione nella crescita del microrganismo.  
    Le zone d’inibizione indicano la posizione delle bande del peptide attivo.  
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1 marker di peso molecolare;     2 frazione >30kDa; 
3 frazione > 10kDa;                     4 frazione > 3kDa; 

Fig.37 - Determinazione della dimensione delle batteriocine, mediante affiancamento delle 
metà dei gel ottenuti in tricine-SDS-PAGE. Sulla sinistra di ciascun immagine la 
metà del gel colorato con Coomassie, sulla destra quella impiegata per il test di 
attività biologica. 
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Conclusioni 

Gli enterococchi sono ampiamente diffusi in natura, ben rappresentati nei prodotti 

alimentari fermentati e nei prodotti lattiero caseari; in particolare nei formaggi tradizionali 

del bacino del mediterraneo, contribuiscono alla formazione di sapori ed aromi tipici. 

Inoltre, sembra che rivestano una certa importanza anche in altri prodotti fermentati quali 

gli insaccati, le olive ed i vegetali. Tali microrganismi sono produttori di batteriocine attive 

sia nei confronti di batteri degradativi-putrefativi sia di microrganismi patogeni, in 

particolare la Listeria. Questa capacità potrebbe essere uno strumento molto utile nella 

produzione e nella conservazione di diversi prodotti, come ad esempio i formaggi da latte 

crudo, i formaggi tradizionali dall’aroma molto spiccato o gli insaccati fermentati a bassa 

acidità. Inoltre, gli enterococchi sono stati e vengono usati come probiotici. 

Gli enterococchi solitamente risultano essere ben rappresentati in molti prodotti di 

origine animale e questo trova diverse plausibili spiegazioni, tra le quali il fatto che la 

produzione delle batteriocine li agevola nella colonizzazione dei cibi, prendendo così il 

sopravvento sugli altri gruppi microbici presenti, effetto valido particolarmente per le carni 

fermentate e per i prodotti lattiero caseari. La forte presenza degli enterococchi, che spesso 

costituiscono la popolazione microbica predominante di diversi prodotti fermentati di 

origina animale, non può comunque, essere spiegata solo con la produzione delle 

batteriocine, ma anche attraverso la loro grande resistenza verso i diversi parametri che 

influenzano la vita dei microrganismi quali il calore, i bassi valori di attività dell’acqua e le 

alte concentrazioni di sale. La produzione di batteriocine, in combinazione con l’ampio 

spettro di resistenza nei confronti di diversi agenti fisici e chimici, potrebbe spiegare il 

perché questi batteri sono così naturalmente vigorosi e perché occupano una così grande 

varietà di nicchie ecologiche.  

Le stesse batteriocine prodotte dai ceppi di E. faecium isolati da latte di capra 

prodotto in Sardegna, che sono state l’argomento di questo studio, hanno dimostrato di 

avere interessanti potenzialità; infatti nei vari test a cui sono state sottoposte, hanno 

dimostrato: 

• Di possedere capacità antagonistica nei confronti della L. monocytogenes; l’inibizione 

mostrata nei confronti di questo microrganismo suggerisce che, dette batteriocine 

possano essere ascritte nella classe IIA (batteriocine ad azione anti Listeria) dello 
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schema di classificazione generale. Da sottolineare l’azione d’inibizione mostrata dalle 

batteriocine SD1, SD2 ed SD3 nei confronti di diversi ceppi di Salmonella poichè, 

l’attività contro batteri gram negativi è un fenomeno abbastanza inusuale ed è stato 

rilevato solo per poche batteriocine, come l’enterocine AS-48 ed MR99 rispettivmente 

prodotte dai ceppi di E. faecalis  S-48 ed MR99, e l’enterocina 012 prodotta dall’ 

Enterococcus gallinarum.  Anche una batteriocina prodotta da un ceppo di Lactobacillus 

plantarum isolato da molassa, ha mostrato di possedere attività contro A. baumannii, 

così come è stata riportata attività antimicrobica nei confronti di specie batteriche gram 

negative per la batteriocina ST4SA prodotta da E. mundtii ST4SA. 

• Di essere termoresistenti, arrivando a conservare, nel caso delle batteriocine SD1 ed 

SD2, l’attività antimicrobica anche dopo essere state sottoposte al trattamento di 

sterilizzazione classica (121°C X 15’). 

• Di possedere grande resistenza verso variazioni sensibili del pH, mostrando di mantenere 

praticamente inalterata la capacità antimicrobica in un range di pH da 2 a 11.  

• La capacità di conservare tale attività inibitoria anche quando sono state sottoposte 

all’azione di diversi agenti tensioattivi e sali inorganici. 

• Produrre diversi valori di Unità Arbitraria nell’arco delle 24 h, con picchi di 51200 

UA/ml per i ceppi SD1 ed SD2, 3200 per l’SD3 e 800 per l’SD4.  

• La loro natura proteica quando trattate con diversi enzimi proteolitici , nonché la perdita 

della loro capacità antimicrobica per azione di enzimi glicolitici (α-amilasi), che 

dimostra la presenza, nella frazione attiva, di una componente glicosidica. 

• Di reprimere la crescita microbica per tutta la durata della fase esponenziale, quando 

sono state aggiunte a colture microbiche dei microrganismi sensibili durante la terza ora 

d’incubazione e quindi all’inizio della fase esponenziale di crescita. 

• Di avere azione battericida nei confronti della L. monocytogenes. Infatti, nella conta in 

piastra del microrganismo target successiva all’aggiunta delle batteriocine sia in fase di 

crescita esponenziale che in fase stazionaria, non sono state rilevate cellule vitali di L. 

monocytogenes 211. 

• Essere adsorbite sulla parete delle cellule bersaglio a diversi valori di pH, con le 

batteriocine SD1 ed SD2 che hanno mostrato un adsorbimento ottimale a pH superiori a 

6, mentre le batteriocine SD3 ed SD4 sono state adsorbite preferenzilamente a valori di 

6 od inferiori. Questi risultati mostrano il potenziale applicativo di queste batteriocine ai 

diversi intervalli di pH; le batteriocine SD1 ed SD2 potrebbero infatti trovare 
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applicazione in prodotti a valori di pH neutri o superiori, mentre le batteriocine SD3 ed 

SD4 potrebbero essere utilizzati in prodotti con pH bassi. 

• Di avere una dimensione molecolare inferiore ai 10 kDa, come la quasi totalità delle 

batteriocine da enterococchi. Ad oggi, su un totale di 25 enterocine conosciute, ben 24 

hanno dimensioni inferiori ai 10 kDa, con la sola esclusione della Enterolisina A che 

possiede una massa molecolare di 34.500 daltons.    

 Le enterocine sono generalmente attive contro la L. monocytogenes e possono 

anche essere attive nei confronti del C. tyrobutyricum, un microrganismo responsabile del 

gonfiore tardivo dei formaggi a lunga stagionatura. L’uso degli enterococchi produttori di 

batteriocine come colture starter nella produzione dei formaggi potrebbe prevenire lo 

sviluppo dei clostridi ed inibire la crescita della L. monocytogenes, così come dimostrato 

da studi recenti. Infine gli enterococchi produttori di batteriocine o le stesse batteriocine 

purificate sono state impiegati, in prove sperimentali,  come bioconservanti nella 

produzione di diversi alimenti. 

Le batteriocine possono svolgere un importante ruolo nell’ecologia batterica e 

questo probabilmente spiega la grande capacità di produrre batteriocine da parte degli 

enterococchi. Nella maggior parte dei casi, sembra che la produzione delle batteriocine sia 

regolata e che avvenga in condizioni di crescita ideali, anche se per contro, c’è chi sostiene 

che la produzione massima delle batteriocine non si abbia nelle migliori condizioni di 

sviluppo del microrganismo produttore. Perciò la scelta di adatte condizioni di crescita 

come la composizione del mezzo, il tempo e la temperatura d’incubazione, l’attività 

dell’acqua, etc., sono assolutamente determinanti nella fase di monitoraggio di ceppi 

potenziali produttori di batteriocine.  

E’ noto che alcune batteriocine vengano prodotte in mezzo solido e non in brodo 

colturale, altre sono fortemente influenzate dalla temperatura; ad esempio l’E. faecium L50 

produce almeno tre batteriocine che vengono prodotte a temperature differenti, come 

differenti sono temperature ideali a cui vengono prodotte. Queste batteriocine sono L50A, 

L50B, enterocina P ed enterocina Q. Ciò che rende unici gli enterococchi è il grande 

numero di differenti batteriocine  prodotte dai membri di questo gruppo batterico.  

Poichè queste batteriocine sono generalmente attive nei confronti di batteri patogeni 

di origine alimentare, suscita grande interesse  il tentativo di farne un uso biotecnologico ai 

fini della conservazione degli alimenti, sia attraverso l’uso del ceppo produttore sia 

utilizzando direttamente la batteriocina purificata.  
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Per contro alcuni enterococchi sono portatori di potenziali fattori di virulenza e 

possono risultare patogeni; inoltre, nell’ultima decade è andato aumentando il numero 

degli enterococchi resistenti alla vancomicina, anche se fortunatamente, tutte queste 

importanti caratteristiche sono specie-specifiche. Per queste motivazioni, nella selezione di 

ceppi di enterococchi  interessanti per l’industria alimentare, l’assenza di qualsiasi 

patogenicità o di geni di resistenza agli antibiotici sono requisiti fondamentali. 

Un ostacolo all’uso degli enterococchi come colture starter è che essi non sono 

considerati GRAS (generally recognized as safe), ed inoltre sono stati associati con 

infezioni nosocomiali. 

Perciò sono necessari studi per garantire che il ceppo in esame sia “sicuro” in 

termini di virulenza potenziale, specialmente perché ceppi isolati dai cibi hanno mostrato 

di possedere determinanti per la virulenza. E’ imperativo, quindi, che qualsiasi ceppo di 

enterocco batteriocina-produttore, prima del suo eventuale utilizzo come coltura starter o 

come microrganismo probiotico sia testato per potenziali fattori di virulenza e per la 

resistenza agli antibiotici.  

 Tutto quanto detto è naturalmente valido anche per i ceppi di E. faecium e le 

batteriocine da essi prodotte che, sono stati studiati in questo lavoro di tesi. Essi, come 

suddetto, presentano le diverse caratteristiche positive comuni al gruppo degli 

enterococchi, ma necessitano di essere testati per quel che riguarda l’aspetto “sicurezza” 

prima di un loro eventuale utilizzo nell’industria alimentare.  
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batteriocina matura; (3) La proteina Istidina chinasi (HPK) reagisce 
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