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Analisi microbiologiche di quattro salami a fermentazione spontanea 

(senza utilizzo di colture starter commerciali) selezionati da AgenForm.

Analisi effettuate:

TARGET MEZZO DI COLTURA

Conta Aerobica Totale Plate Count Agar (PCA)

Batteri Lattici De Man–Rogosa–Sharpe agar (MRS)

Stafilococchi coagulasi positivi Mannitol salt agar (MSA)

Enterobacteriaceae Violet Red Bile Glucose (VRBG)

Staphylococcus aureus Baird-Parker Agar (BP)

Lieviti e Funghi filamentosi Estratto di malto addizionato di Tetraciclina (AMT)

Escherichia coli Tryptone Bile X-Glucuronide (TBX)



Unità di Misura = Log UFC/g ± Deviazione Standard

Tipologia di 

salame
PCA MRS MSA VRBGA BP AMT TBX

1. Maiale 8.57±0.4 8.19±0.08 3.79±0.01 2.78±0.00 2.3±0.00 4.21±0.04 <1

2. Maiale 8.17±0.4 7.35±0.2 6.53±0.01 4.27±0.003 <1 4.83±0.03 <1

3. Capra 8.41±0.01 8.56±0.07 7.83±0.05 3.60±0.01 <1 5.82±0.00 2.92±0.1

4. Maiale 8.05±0.08 8.25±0.05 6.10±0.002 2.15±0.2 <1 4.95±0.00 <1

Risultati analisi microbiologiche:



Sfruttare le diversità naturali dei salumi locali fermentati spontaneamente per selezionare 

microrganismi positivi in grado di produrre sostanze antimicrobiche di interesse.

Ricerca microrganismi produttori di batteriocine 

Microbiota autoctono Salmonella enterica, Staphilococcus aureus,
Listeria monocytogenes, Escherichia coli, 

Clostridium sporigenus

Microorganismi patogeni target

Clostridium sporogenes come 

surrogato di Clostridium botulinum



Replica plating per screening dell’attività inibente

La tecnica della piastratura delle repliche (in inglese replica plating) è stata sviluppata nel 1952 

da Joshua e Esther Lederberg. Attraverso questa tecnica si possono ottenere un numero variabile 

di capsule Petri contenenti un terreno di coltura solido (di solito agar agar) su cui sono fatte 

crescere colonie batteriche: le colonie hanno su tutte le piastre la stessa disposizione spaziale. 

In questo modo si hanno tante piastre cloni, tutte identiche tra loro.

La metodica scelta per poter effettuare lo screening di un elevato numero di colonie 

contemporaneamente è stata la tecnica del replica plates.



1. L. monocytogenes
2. E. coli
3. S. enterica
4. S. aureus
5. C. sporigenus

32 ceppi di Batteri Lattici

selezionati



Salmonella 
enterica

Listeria 
monocytogenes

Staphilococcus 
aureus

Escherichia coli



Agar well diffusion per conferma dell’attività inibente

Il test è stato allestito utilizzando piastre di BHI nelle quali è stato incluso il microorganismo target 

(106 CFU/mL) e lasciato solidificare, dopodiché sono stati realizzati dei pozzetti del diametro di 0.8 cm 

utilizzando un foratappi in acciaio sterile. 

Successivamente ogni pozzetto è stato riempito con 50 µL di sospensione di batterica (crescita overnight) dei 

ceppi di batteri lattici selezionati per il potenziale bioprotettivo.

La prova è stata effettuata in doppio per ognuno dei 5 batteri target per testare ciascun ceppo potenzialmente 

bioprotettore selezionato. 



Lettura dei risultati:

Una volta allestite, le piastre sono state incubate a 37°C per 12 ore. 

Al termine dell’incubazione le piastre sono state analizzate per valutare la presenza di un alone di 

inibizione attorno al pozzetto. 

I ceppi selezionati sono stati analizzati nel dettaglio per poter verificare che la natura di tale

meccanismo di antagonismo fosse proteica e quindi attribuibile alla produzione di batteriocine

attive nei confronti di almeno uno dei patogeni alimentari target.

Brodo Grezzo Brodo Neutralizzato Enzimi (Proteasi K)





No attività
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SE S. enterica
SA S. aureus
LM L. monocytogenes
EC E. coli
CS C. sporigenus
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Tramite le analisi effettuata in vitro, il ceppo che ha mostrato la più 

interessante azione antagonista nei confronti microorganismi 

target è stato: 

Latilactobacillus curvatus 2C.

Esso ha infatti mostrato in vitro una spiccata attività 

inibitoria nei confronti di L. monocytogenes e meno 

marcata, ma presente, nei confronti di C. sporigenes.

Il suo impiego nei successivi challenge test è stato previsto in combinazione con un ceppo di 

Staphilococcus xylosus (appartenente alla collezione TUC dell’università degli studi di Torino) in 

modo da garantire allo stesso tempo sia l’effetto bioprotettivo che una corretta fermentazione del 

prodotto.



5 Assaggiatori esperti
(AgenForm)

11 Potenziali consumatori
(DISAFA)



Assaggiatori consumatori DISAFA

Assaggiatori esperti AgenForm

I risultati hanno mostrato che l’apprezzamento 
complessivo dei due prodotti, da parte di potenziali 

consumatori, è molto simile. Anche il panel tecnico ha 
riconosciuto caratteristiche sovrapponibili nei due 

prodotti.
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Ceppo bioprotettivo 

proveniente dalla collezione 

DISAFA:

Lactococcus lactis 40FL 7 



Screening preliminare ingredienti 
alternativi

▪ Ingredienti antiossidanti naturali forniti da UNIUPO/CAMCOM:

▪ Estratti botanici

▪ Molecole

▪ Oli essenziali

▪ Test in vitro per valutazione preliminare dell’attività antibatterica nei confronti dei 

cinque microorganismi target tramite metodica agar well diffusion

▪ Successiva valutazione Minima Concentrazione Inibente (MIC) degli ingredienti 

più interessanti da IZS



Salvia Timo

Chiodi di 
Garofano



ID mg ul DMSO ul Acqua SA SE EC LM CS Ll Lc Sx

1B Noce Moscata 333 100 230 * * *

2B Timo 421 100 320 No attività

3B Salvia 582 100 480 Leggera attività

4B Chiodi di Garofano 650 100 550 Si attività

6B Vinaccioli 75 100 600 \ \ \

7B Riso nero 73 100 600 \ \ \ SE S. enterica

2E Polvere di Bergamotto 130 60 260 * * SA S. aureus

FALCON Succo di Bergamotto TQ \ \ \ \ \ LM L. monocytogenes

4E Catechina 12 60 60 * * EC E. coli

5E Acido Caffeico 43 100 330 \ \ \ CS C. sporigenus

6E Acido Ferulico 32 100 420 \ \ \

2I Tea Tree 100 100 800 * \ \ \ Ll L. lactics

3I Artemisia 100 100 800 \ \ \ Lc L. curvatus

4I Salvia 100 100 800 \ \ \ Sx S. xylosus

5I Rosmarino 100 100 800 \ \ \ * Betteriostatico

6I Elicrisio 100 100 800 \ \ \

Bianco \ 100 200
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20 ul per prova

Legenda:



Challenge test: ingredienti alternativi 



Prima trance sono state saggiate 5 
differenti ricette:
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