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Batteri lattici

- Cocchi o bastoncini disposti generalmente in catenelle di 2 o piu elementi.
- Dimensione: 1-10 um di lunghezza.
- Batteri immobili (privi di pili e flagelli).

- Gram positivi.
- Asporigeni.
- Catalasi negativi.
- Anaerobi e ossigeno tolleranti.
-Optimum di crescita 20-48 °C.
Batteri lattici mesofili: <40 °C

Batteri lattici termofili: >40 °C

- Genoma di piccole dimensioni (compreso tra 1,8 e 3,3 Mbp).



In base al processo fermentativo si possono suddividere in:

Omofermentanti obbligati:
fermentano glucosio producendo quasi esclusivante acido lattico.
(Lb. delbrueckii, Lb. helveticus, Lc. lactis, St. thermophilus ...)

Eterofermentanti obbligati:
fermentano glucosio producendo acido lattico, acido acetico/etanolo e CO,.
(Ln. mesenteroides, Lb. brevis, Lb. reuteri, Lb. fementum ...).

Eterofermentanti facoltativi:

Batteri “omofermentanti”, che in particolari condizioni (assenza di glucosio) sono in
grado di fare la fermentazione eterolattica.

(Lb. casei, Lb. curvatus, Lb. plantarum ...).



Tassonomia “corrente” dei batteri lattici:

Phylum: Firmicutes
Classe: Bacilli
Ordine: Lactobacillales

Famiglia: Lactobacillaceae (Lactobacillus, Paralactobacillus, Pediococcus)
Aerococcaceae (Aerococcus, Abiotrophia, Dolosicoccus, Eremococcus, Facklamia,
Globicatella, Ignavigranum)

Carnobacteriaceae (Carnobacterium, Agitococcus, Alkalibacterium, Allofustis,
Alloiococcus, Desemzia, Dolosigranulum, Granulicatella,
Isobaculum, Lactosphaera, Marinilactibacillus, Trichococcus)

Enterococcaceae (Enterococcus, Atopobacter, Melissococcus, Tetragenococcus,

Vagococcus)
Leuconostocaceae (Leuconostoc, Oenococcus, Weissella)
Streptococcaceae (Streptococcus, Lactococcus)

Konig and Frohlich (2009)



La classificazione tassonomica dei Batteri lattici e
in continua evoluzione grazie anche alla scoperta
di nuove specie ...
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Molte specie di Batteri lattici sono QPS (Presunzione qualificata
di sicurezza)

Definizione dell’unita tassonomica

: |

Insieme delle conoscenze
riguardo alla specie batterica

l NO

Possibili problemi di sicurezza
(patogenicita)

lNO SI

—>| QPS

Valutazione
Caso per caso




Carnobacterium divergens

Lactobacillus acidophilus
Lactobacillus amylolyticus
Lactobacillus amylovorus
Lactobacillus alimentarius
Lactobacillus aviaries
Lactobacillus brevis
Lactobacillus buchneri
Lactobacillus casei
Lactobacillus cellobiosus
Lactobacillus collinoides
Lactobacillus coryniformis
Lactobacillus crispatus
Lactobacillus curvatus
Lactobacillus delbrueckii
Lactobacillus diolivorans
Lactobacillus farciminis
Lactobacillus fermentum
Lactobacillus gallinarum
Lactobacillus gasseri
Lactobacillus helveticus
Lactobacillus hilgardii
Lactobacillus johnsonii
Lactobacillus kefiranofaciens
Lactobacillus kefiri
Lactobacillus mucosae

Lactobacillus panis
Lactobacillus paracasei
Lactobacillus paraplantarum
Lactobacillus pentosus
Lactobacillus plantarum
Lactobacillus pontis
Lactobacillus reuteri
Lactobacillus rhamnosus
Lactobacillus sakei
Lactobacillus salivarius
Lactobacillus sanfranciscensis

Lactococcus lactis
Leuconostoc citreum

Leuconostoc lactis
Leuconostoc mesenteroides

Leuconostoc pseudomesenteroides

Oenococcus oeni

Pediococcus acidilactici
Pediococcus dextrinicus
Pediococcus parvulus
Pediococcus pentosaceus

Streptococcus thermophilus

Marzo 2016



Il contributo principale dei batteri lattici nei processi fermentativi consiste in primis

nella produzione di acido lattico.

Rapida acidificazione che inibisce lo sviluppo di microrganismi alterativi o patogeni negli alimenti
fermentati, prolungandone la conservabilita.

Lb. plantarum Lb. sanfranciscensis
Lb. brevis Lb. brevis
Lb. buchneri Lb. fermentum
No QPS
Tetragenococcus

halophilus

Ln. mesenteroides
Lb. plantarum
Lb. brevis

C. divergens

St. thermophilus 0. oeni
Lb. bulgaricus

Pd. pentosaceus
E. faecium



... hon solo acidificano

... i batteri lattici rappresentano delle “fabbriche cellulari” ideali per

la produzione alimenti funzionali.
(Hugenholtz et al., 2002)

Alimento funzionale: Alimento caratterizzato da componenti naturalmente presenti
o aggiunti, che interagiscono piu 0 meno selettivamente con una o piu funzioni
fisiologiche dell’organismo, portando ad effetti positivi sul mantenimento della

salute e/o prevenzione delle malattie.
(Roberfroid, 2000)



Produzione di vitamine: riboflavina (B2)
folati (B9)

cobalamina (B12) Lb. acidophilus, Lb. plantarum, Lb. bulgaricus,

vit. K Lc. lactis, E. faecium, S. thermophilus, Ln. mesenteroides
niacina (PP)
niotina (H)
acido pantotenico (B5)
Lb. plantarum, Lb. bulgaricus,
Lb. casei, Lb. paracasei,

Rendono disponibile minerali e micronutrienti: (Se, Zn, Cr, Mn, Cu e Fe)‘ Lb. rhamnosus, Lb. fermentum,
Lb. reuteri, Lb. breuvis,
Lb. acidophilus

Produzione di composti bioattivi: peptidi anti-ipertensivi (acido y-ammino butirrico- GABA)
peptidi antiossidanti (glutatione, tioredoxina e rubredoxina)
ammine bioattive (GABA, B-feniletilamina, triptamina)
peptidi oppiodi (casomorfine, casoxine, casozepine, esorfine)
peptidi in grado di legare i metalli (fitasi)

!

Lb. plantarum, Lb. casei, Lb. paracasei, Lb. rhamnosus,
Lb. acidophilus, Lb. helveticus, St. thermophilus



Produzione di acido linoleico coniugato (CLA) ed acido linolenico coniugato (CLNA)

Lb. plantarum, Lb. rhamnosus, Lb. reuteri,
Lb. brevis, Lb. acidophilus, Lc.lactis

Produzione di dolcificanti a basso contenuto calorico: mannitolo
sorbitolo - Ln mesenteroides, Lb. plantarum,
tagatosio Lb. fermentum
trealosio

Produzione di Esopopolisaccaridi (EPS): cellulosa, dextrano,
mutano, puIIuIano,- Lb. plantarum, Lc. lactis,
levano, gellano, Lb. rhamnosus, St. thermophilus

Xantano

Produzione di composti con attivita antimicrobica e antifungina: batteriocine

!

Enterococcus spp., Lc. lactis, Leuconostoc spp.,
Lb. casei, Lb. plantarum, Streptococcus spp.



Produzione di composti con attivita antimicrobica
Produzione di acido y-ammino butirrico (GABA)

Riduzione di colesterolo



Produzione di composti con attivita antimicrobica
Produzione di acido y-ammino butirrico (GABA)

Riduzione di colesterolo



L’attivita antimicrobica di batteri lattici nei confronti di batteri, lieviti e muffe avviene
grazie alla produzione di diversi tipi di composti:

Acidi organici: Acidi deboli (acido lattico, acetico e propionico)
Acido fenillattico

Acidi carbossilici (acido D-glucuronico, acido salicilico e derivati degli acidi benzoico ...)
Acidi grassi

Dipeptidi ciclici (2,5 diossopiperazine)
Lattoni

Composti proteici (batteriocine) - Peptidi prodotti da batteri con attivita inibente nei confronti di
microrganismi gram positivi e/o negativi.

La Nisina & l'unica batteriocina permessa nella filiera alimentare
(E234)

Nisina : N: Streptococcus sierotipo N (ora Lc. Lactis)
IS: “inhibitory substance”
INA: suffisso usato per gli antibiotici



'attivita antimicrobica dei batteri lattici in esame e stata testata contro microrganismi

patogeni, anti-caseari (10° UFC/mL) e muffe mediante il metodo standardizzato della
diffusione in agar.

(Campos et al., 2006)

Verifica della natura del composto inibente: trattamento con Proteinasi K.
Presenza di geni codificanti per batteriocine:

Lactococcus spp.
Nisina

Enterococcus spp.
Enterocine (entA, entAS-48, entB, entCRL35, entL50A/B, entP, entQ, ent1071 A/B, bac31 e munkS)



Enterococcus spp.

Lactobacillus spp.
904 ceppi Lactococcus spp.

Leuconostoc spp. Muffe (5 specie)
Streptococcus spp.

Microrganismi patogeni

Bacillus cereus ATCC14579
Escherichia coli ATCC8739
Pseudomonas aeruginosa PS5
Listeria monocytogenes

ATCC9525

Salmonella enterica ATCC14028
Staphylococcus aureus ATCC19095

Batteri anti-caseari

Clostridium sporogenes ATCC 3584
Clostridium tyrobutyricum DSM 2637
Clostridium beijerinckii DSM791
Clostridium butyricum DSM10072

Pseudomonas chloraphis PS6
Pseudomonas fluorescens ATCC 17397
Pseudomonas fragi ATCC 4973
Pseudomonas putida ATCC 12633
Pseudomonas syringae ATCC 19310

Batteri patogeni (6 specie)
mm) Batteri anti-caseari (9 specie)

Muffe

Aspergillus flavus
Aspergillus niger
Mucor hiemalis
Fusarium verticillioides
Penicillium roqueforti



|’attivita inibente nei confronti di batteri patogeni

102/904 ceppi (11.3%)

Enterococcus spp.
Lactobacillus spp.
Lactococcus spp.
Leuconostoc spp.



L'attivita inibente nei confronti di batteri patogeni

13 Ceppi anti- E. coli
E. faecalis (8 ceppi)
E. faecium (1 ceppo)
Lc. garvieae (1 ceppo)

2 i anti- Ps. aerugin
Le. lactis (3 ceppi) Ceppi anti- Ps. aeruginosa

E. lactis (1 ceppo)
Ln. mesenteroides (1 ceppo)

4 Ceppi anti- B. cereus /
Lc. garvieae (1 ceppo)

Lc. lactis (3 ceppi) \

29 Ceppi anti-
E. durans (1 ceppo)
E. faecalis (9 ceppi)
E. faecium (1 ceppo)
Lb. bulgaricus (3 ceppi)
Lb. fermentum (1 ceppo)
Lb. lactis (1 ceppo)
Lc. garvieae (4 ceppi)
Lc. lactis (5 ceppi)
Ln. lactis (2 ceppi)
Ln. mesenteroides (2 ceppi)

53 Ceppi anti- L. monocytogenes
E. durans (4 ceppi)

E. faecalis (28 ceppi)

E. faecium (6 ceppi)
E. lactis (1 ceppo)

Lc. garvieae (2 ceppi)

Lc. lactis (11 ceppi)

Morandi et al., 2013
Morandi et al., 2015



Natura dei composti inibenti

Lb. bulgaricus

Lb. casei

Lb. helveticus

Lb. lactis

Lb. paracasei

Lb. plantarum

Lb. rhamnosus

Ln. citreum

Ln. lactis

Ln. mesenteroides
Ln. pseudomesenteroides

-composti NON proteici

St. thermophilus B
nisina: Lc. lactis
E. durans entA: E. faecium, E. faecalis
E. faecalis entAS-48: E. faecium, E. faecalis
E. faecium - Batteriocine mm)p entl50:  E. faecium
E. lactis entP: E. durans, E. faecalis, E. faecium, E. lactis
Lc. lactis | entQ: E.faecalis
bac31: E. durans, E. faecalis, E. faecium

Morandi et al., 2015
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Ben Braiek et al., 2017

E. lactis Q1
produttore di enterocina P

Inibisce la crescita di:

Gram +

E. faecium

E. faecalis

E. durans

Lc. lactis subsp. cremoris
Lc. garvieae

Lb. brevis

L. ivanovii

L. monocytogenes
B. thuringiensis
Gram -

Ps. aeruginosa
Muffe

A. flavus

A. niger

F. equiseti

F. verticillioides



Produzione di acido y-ammino butirrico (GABA)



'acido y-ammino butirrico (GABA) ¢ il principale
neurotrasmettitoreinibitorio nei mammiferi ed
interviene in diverse funzioni fisiologiche, quali:
inibizione della proliferazione delle cellule tumorali,
effetti diuretici e mio-rilassanti a livello intestinale.

Il GABA si ottiene a partire dall‘acido glutammico che viene decarbossilato ad opera
dell‘acido glutammico decarbosilasi (GAD).

Nei batteri, durante la loro crescita, si ha una riduzione del pH intracellulare dovuta
all'laccumulo di acidi organici. GAD convertendo una molecola di glutammato in una
molecola di GABA innalza il pH del citosol e successivamente quello dell'ambiente
extracellulare.

LU'impiego di batteri lattici in grado di eseguire |'a-decarbossilazione del glutammato
consente di ottenere alimenti arricchiti di GABA.

GAD



Su 191 St. thermophilus e stata verificata la presenza del gene ORFgadB (Lin et al., 2009).

l

165 isolati da formaggi a latte crudo
26 starter commerciali

Sui ceppi ORFgabB +
Produzione di GABA

|

Inoculo 1% in latte microfiltrato pastorizzato
(incubazione 41 °C x 24 h) (Brasca et al., 2016).

senza acido glutammico con acido glutammico
(1mmol/L)



20 St. thermophilus su 191 (10,5%) erano ORFgadB+ 1650bp 5
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Produzione di GABA in latte senza aggiunta di glutammato (incubazione 41°C x 24h)

Brasca et al., 2016

- - - mORFgabB



Produzione di GABA in latte con aggiunta di glutammato (1 mmol/L) (incubazione 41°C x 24h)

Brasca et al., 2016



Concludendo ...

| batteri lattici sono in grado di:

produrre composti diversi (acido organici, batteriocine....) che inibiscono la crescita di
microrganismi patogeni (mastitogeni), anti-caseari (Clostridium spp.) e muffe.

garantire qualita e sicurezza microbiologica negli alimenti fermentati.

arricchire i prodotti alimentari di molecole funzionali (GABA) e allo stesso tempo

ridurre il tenore di composti potenzialmente pericolosi per la salute (colesterolo).

alcuni ceppi sono "multitasking" eseguono contemporaneamente piu attivita.

Lc. lactis: produzione di nisina (ampio spettro) — produzione di GABA.
Lb. casei: attivita anti-clostridio — riduce la concentrazione di colesterolo.



