CARATTERIZZAZIONE DI BATTERI LATTICI  ISOLATI  DA ORATE (Sparus aurata) CONFEZIONATE IN ATMOSFERA PROTETTIVA
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Summary –  Lactic acid bacteria (LAB) were isolated  from 72 samples (40 %) of 180 samples of Sparus aurata, breeded off-shore,  packed in modified atmosphere and stored at 0/+2 °C for three weeks. Two different MAP were used: ApA (60 %  CO2  and 40 % N2); ApB (60 % CO2, 20 % O2  and 20 % N2). LAB were isolated from 51 (70.8 %) of gilthead skin and from 21 (29.2 %) muscle. Significant difference (P<0.05) in LAB count was observed between second and third week of storage, whereas no significant difference (P>0.05) between  ApA and ApB packaging was founded. Three hundred-fifty strains were collected in all. Five and nine groups were clustered according to biochemical and molecular identification, respectively. 
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INTRODUZIONE – Il calo delle risorse ittiche marine, unitamente all’incremento dei consumi di pesce fresco e dei prodotti derivati, ha stimolato un sensibile sviluppo dell’acquacoltura, che anche nel nostro Paese ha raggiunto livelli economici considerevoli. In particolare, grande rilievo ha l’allevamento delle specie spigola (Dicentrarchus labrax) e orata (Sparus aurata), per le quali l’Italia rappresenta il più importante mercato europeo. In tale contesto ben si comprende la necessità di sviluppare tecnologie di conservazione, quali il confezionamento in atmosfera protettiva e la bioconservazione, atte a prolungare la shelf-life di tali derrate che, se da una parte sono caratterizzate da pregevoli requisiti nutrizionali, dall’altra sono contraddistinte da una notevole deperibilità. I batteri lattici (LAB) sono largamente utilizzati dall’industria alimentare come colture starter per la fermentazione di diverse matrici alimentari, mentre sono ancora poco utilizzati nei prodotti ittici, ad eccezione di salse di pesce (1). Emerge pertanto la necessità di individuare colture starter da impiegare anche nella bioconservazione dei prodotti ittici. A tal proposito, se è vero che, come sostengono diversi autori, la capacità di adattamento in un alimento è maggiore quando il microrganismo viene isolato dalla stessa tipologia di matrice alimentare, anche nei prodotti dell’acquacoltura è auspicabile l’individuazione di LAB da utilizzare come potenziali starter per la bioconservazione (2). In tale ottica è stato effettuato uno studio per la ricerca e caratterizzazione di LAB in orate provenienti da tre diversi allevamenti  marini off-shore.
MATERIALI E METODI – La ricerca dei batteri lattici (LAB) è stata effettuata su 180 campioni di orate (Sparus aurata), provenienti da allevamenti marini off-shore, siti nelle province di Messina, Sassari e Pisa,  confezionate in atmosfera protettiva, in pellicola plastica, con l’utilizzo di due diverse miscele gassose: ApA (60 % CO2  e 40 % N2); ApB (60 % CO2, 20 % O2  e 20 % N2). Le confezioni sono state stoccate in cella di refrigerazione ad una temperatura compresa tra 0/+2 °C  per  3 settimane circa. I campioni sono stati esaminati a: 1, 5, 8, 12, 15 e 19 giorni dal confezionamento. I LAB sono stati ricercati sia dal muscolo che dalla cute prelevando, dai due siti, aliquote di 25g (pool di 2 soggetti per campione), omogenati in 225 ml di MRD. L’isolamento è stato effettuato su MRS Agar (Oxoid), a pH 5,5, incubato a 25 °C/5 giorni (3). In relazione ai diversi tempi di sperimentazione, i dati relativi all’andamento dei LAB, in funzione della  miscela di gas utilizzata, sono stati sottoposti ad elaborazione statistica (ANOVA).
 I ceppi isolati sono stati preliminarmente saggiati in base alle seguenti caratteristiche fenotipiche: morfologia, crescita in presenza di NaCl a diverse concentrazioni, fermentazione degli zuccheri (omofermentanti ed eterofermentanti) con eventuale produzione di gas, produzione di H2S e perossido di idrogeno, nonché eventuale attività istaminogena su terreno di Niven modificato. Sui dati attenuti è stata eseguita la Cluster Analysis (SPSS 12.0), che ha permesso di distribuire i ceppi in gruppi omogenei. Il 50 % del numero totale dei ceppi costituenti i singoli gruppi è stato sottoposto ad identificazione biochimica mediante gallerie API 50CHL (bioMérieux). In tal modo è stato possibile determinare le specie rappresentative dei singoli gruppi. Per ciascuna di esse, nell’ambito di ciascun gruppo, sono stati scelti circa 6 ceppi sottoposti ad identificazione genotipica, mediante RAPD-PCR (4). Per la PCR sono stati usati i seguenti primers e condizioni di amplificazione: M13: 5’ GAGCGGCCAAAGGGACGACGAGAC 3’ (4). 35 cicli di: 94 °C per 1 min., 40 °C per 20 s, rampa a 72 °C a 0.5 °C  s-1, 72 °C per 2 min. D8635:5’ gagcggccaaagggacgagac 3’ (5). Uno step iniziale a 94 °C per 2 min., seguito da 35 cicli a 94 °C per un min., 42 °C  per 1 min, 72 °C per 1,5 min. e uno step finale a 72 °C per 10 min (6).
I profili RAPD-PCR sono stati acquisiti direttamente mediante fotocamera digitale ImageMaster VDS (Amersham Pharmacia Biotech, MI) e analizzati tramite software Gel Compar Versione 4.1 (Applied Maths, Koetrijk, Belgium). 
RISULTATI – Su 180 campioni complessivamente esaminati, i LAB sono stati isolati da 72 campioni (40 %). In 51 casi (70,8 %)  dalla cute, e solamente in 21 (29,2 %) dal muscolo. In riferimento agli allevamenti di provenienza, non è stata rilevata alcuna differenza nell’andamento dei LAB, nei diversi tempi di sperimentazione. Durante la prima settimana di conservazione, la presenza dei LAB è risultata sempre <10 ufc/g. Solo a partire dalla seconda settimana è stato possibile isolarli da alcuni campioni, con cariche oscillanti tra 10-1 e10-2 ufc/g. Un significativo incremento (P<0,05), è stato registrato, invece, nella terza settimana di conservazione. Da sottolineare, in accordo a quanto già osservato nel corso di una precedente ricerca, la scarsa vitalità dei LAB, isolati da prodotti ittici. Per l’esecuzione delle prove biochimiche, infatti, frequentemente si è dovuto far ricorso alla rivitalizzazione dei ceppi su Agar sangue (7). In riferimento alle due miscele gassose utilizzate per il confezionamento, anche se le cariche sono risultate sensibilmente più elevate nei campioni confezionati in ApB, rispetto a quelli confezionati in ApA, la differenza tra le medie dei valori, rilevati a 8-12 giorni e 15-19 giorni di conservazione, è risultata statisticamente non significativa (P>0,05). Complessivamente sono stati collezionati 350 ceppi di LAB e nessuno di essi è risultato produttore di H2S, perossido di idrogeno e istamina. La Cluster Analysis ha permesso di distribuire i ceppi isolati, in 5 gruppi omogenei.  L’identificazione biochimica, eseguita sul 50 % dei ceppi presenti nei singoli gruppi, ha consentito di identificarne  la specie rappresentative: 1) Lb. fermentum; 2) Lb. lactis; 3) Lb. delbrueckii; 4) Cb. piscicola; 5) Lb. curvatus. I risultati dell’analisi genetica, effettuata su 28 ceppi, scelti random dai cluster, ha portato ad individuare, invece, 9 specie, rappresentate da: Lb. fermentum, Lb. fructivorans, Lb. alimentarius, Lb. sakei, Lb. citreum, Cb. divergens, E. fecalis, E. pseudoavium, W. halotolerans. Come si può osservare nella tabella 1, è stato possibile riscontrare una concordanza solo per quanto riguarda alcuni ceppi di Lb. fermentum, per il resto dei ceppi, l’analisi genetica ha portato ad una differente identificazione di specie. In relazione al sito di prelievo, sulla cute sono stati riscontrati ceppi riferibili a tutte le specie identificate, mentre nel muscolo sono stati isolati solamente ceppi riconducibili a Lb. alimentarius, Cb. divergens e Lb. sakei.
CONSIDERAZIONI E CONCLUSIONI – In accordo con la letteratura scientifica, i risultati della ricerca confermano sostanzialmente la scarsa presenza dei LAB nei prodotti ittici freschi e nello specifico, anche nelle orate allevate off-shore. La maggiore frequenza degli isolamenti dalla cute, rispetto al muscolo, porta a ritenere che la presenza dei LAB è in gran parte riconducibile ad una contaminazione ambientale, anche se Carnobacterium spp e Lactobacillus spp, possono far parte della normale flora gastrointestinale dei pesci (8). Comunque non si sono registrati mai livelli elevati, tanto che solo nella terza settimana di conservazione si sono registrati valori medi di 103 ufc/g. Anche se, durante la conservazione, la crescita dei LAB è risultata sensibilmente più elevata nei campioni confezionati in ApB, rispetto a quelli in ApA, l’analisi statistica non ha evidenziato una differenza significativa. I dati relativi all’identificazione di specie dei ceppi isolati, evidenziano una discrasia tra l’identificazione effettuata in base ai caratteri biochimici e quella ottenuta mediante analisi genotipica, in quanto quest’ultima ha confermato solo per alcuni ceppi di Lb. fermentum, l’identificazione di specie effettuata con API 50CHL. Lyhs e coll. (2002), in campioni di trote salate conservate sotto vuoto a 3/8 °C, mediante ribotipizzazione hanno identificato: Lb. sakei, Lb. curvatus e Carnobacterium  piscicola.
	Gruppi in base all’identificazione fenotipica 
	N.ceppi
	Identificazione con RAPD-PCR
	N.ceppi



	1: Lb. fermentum
	6
	Lb. fermentum
	2

	
	
	Lb. sakei
	3

	
	
	Lb. citreum

	1

	2: Lb.lactis
	7
	Lb. alimentarius
	3

	
	
	Lb. fructivorans
	1

	
	
	Cb. divergens

	4

	3: Lb. delbruekii
	5
	W. halotolerans
	2

	
	
	Lb. alimentarius

	3

	4: Cb. piscicola        
	6
	E. faecalis
	3

	
	
	E. pseudoavium
	2

	
	
	Lb. fructivorans

	1

	5: Lb. curvatus            
	4
	Lb. alimentarius
	1

	
	
	Cb. divergens
	2


Tabella 1: identificazione di specie di alcuni ceppi di LAB, effettuata mediante analisi fenotipica e genotipica.
Quindi, l’identificazione dei LAB, tradizionalmente effettuata con l’utilizzo di test microbiologici standard, può portare ad una non corretta identificazione dei microrganismi e rende necessario l’impiego di tecniche più specifiche per assicurare l’autenticità del risultato.
D’altra parte discordanze tra i risultati dell’analisi fenotipica e di quella  genotipica, sono segnalate da diversi autori, i quali sottolineano, che  i soli test fenotipici non sono sufficienti per stabilire la corretta definizione tassonomica di un microrganismo (10). A nostro avviso, però, l’importanza di una precisa identificazione biomolecolare dei LAB, non sminuisce il significato delle prove biochimiche, per valutarne l’attività metabolica di questi microrganismi nella matrice alimentare, sia in relazione ad una loro eventuale attività alterante,  sia in funzione di un loro possibile utilizzo come starter.
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