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Riassunto

I prodotti tipici e tradizionali costituiscono un patrimonio di indiscusso valore e una rilevante opportunita di svi-
luppo per larga parte del territorio del nostro paese. La loro tutela e valorizzazione non puo prescindere da una
approfondita conoscenza, basata su dati oggettivi, sia dei punti di forza sia dei punti di debolezza che queste pro-
duzioni presentano.

Molti degli alimenti a denominazione protetta (DOP, IGP, STG) e di quelli compresi nell’ Elenco nazionale dei pro-
dotti agroalimentari tradizionali, pubblicato con Decreto del MIPAF, sono alimenti fermentati e la maggior parte di
essi ha grande rilevanza nella dieta quotidiana, come pane e altri lievitati da forno, formaggi e latti fermentati, pro-
dotti carnei fermentati di diverso tipo. In queste produzioni tradizionali i processi di fermentazione e di matura-
zione si basano sull’intervento di caratteristiche popolazioni microbiche, spesso molto eterogenee e complesse, de-
finite “autoctone”, in quanto specificamente associate a materie prime e ambienti di produzione. Il ruolo di queste
comunita microbiche ¢ fondamentale nel determinare le proprieta sensoriali e nutrizionali dei prodotti, pertanto, la
loro conoscenza si rivela cruciale ai fini della valorizzazione delle produzioni tradizionali e tipiche.

Draltro canto, occorre che queste produzioni garantiscano lo stesso livello di sicurezza d’uso presente nei prodotti
correnti, ottenuti con processi maggiormente standardizzati. A tal fine occorre, da una parte, una maggiore cono-
scenza dei meccanismi che conducono al verificarsi di possibili condizioni di rischio e, dall’altra, la messa a punto
di strumenti di controllo adeguati, se pure quanto piu possibile rispettosi della natura tradizionale di queste pro-
duzioni e del loro legame con il territorio.

I microbiologi agrari hanno fornito un contributo fondamentale in entrambe queste direzioni, con ricerche riguar-
danti le popolazioni microbiche delle produzioni alimentari tradizionali e tipiche, con particolare attenzione ai mi-
crorganismi autoctoni che vi svolgono un ruolo pro-tecnologico, ¢ a microrganismi patogeni o produttori di meta-
boliti tossici che possono pregiudicarne la qualita igienica.

Una sintesi di queste ricerche viene qui riportata sulla base dei contributi inviati dai microbiologi della Societa di
Microbiologia Agraria, Alimentare e Ambientale (SIMTREA), in occasione del Convegno della Associazione Ita-
liana delle Societa Scientifiche Agrarie (AISSA).

Parole chiave: alimenti fermentati; alimenti tipici e tradizionali; analisi molecolari; microrganismi negli alimenti;
sicurezza igienica.

Summary

QUALITY AND SAFETY OF TRADITIONAL FOODS: THE ROLE OF MICROBIOLOGY

The typical and traditional foods represent an heritage of undisputed value and a significant development oppor-
tunity for large part of the territory of our country.

Their protection and enhancement can not prescind from thorough knowledge, based on objective data, concern-
ing both the strengths and weaknesses of this type of productions.

Most of the traditional and origin-protected foods are fermented foods and most of them have great value in the
daily diet, as bread and other leavened baked goods, cheeses, fermented milks and different kinds of fermented
meat products.

* Autore corrispondente: tel.: +39 071 2204855; fax: +39 071 2204988. Indirizzo e-mail: f.clementi@univpm.it
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The fermentation processes of these traditional productions are based on the activities of characteristic microbial
communities, often very heterogeneous and complex, defined “autochthonous” since they are specifically associat-
ed to raw materials and production environments. The role of these microbial communities is essential in deter-
mining the nutritional and sensory properties of the traditional and typical foods, therefore, their knowledge is cru-
cial for giving value to these products.

On the other hand, it is necessary that the typical and traditional productions guarantee the same level of safety
present in current products obtained through more standardized processes. To this aim, both a deep knowledge of
the mechanisms leading to the occurrence of possible risks and the development of appropriate control tools (re-
spectful of the traditional nature of these productions) are needed.

Food Microbiologists have given an essential contribution in both these directions carrying out researches dealing
with the microbial populations of the typical and traditional productions, focused on either autochthonous micro-
organisms that play a pro-technology role, or pathogen micro-organisms and toxic metabolite producers.

This brief review summarizes the contributions collected from the Microbiologists of the SIMTREA presented at

the Congress of the AISSA.

Key-words: fermented foods; typical and traditional foods; molecular tools; food micro-organisms; food safety.

Introduzione

I prodotti tipici e tradizionali costituiscono un
patrimonio di indiscusso valore e una rilevante
opportunita di sviluppo per larga parte del ter-
ritorio del nostro paese. Molteplici sono gli
aspetti che determinano il valore di queste pro-
duzioni e il loro generale apprezzamento, tutta-
via la loro adeguata valorizzazione non puo pre-
scindere da una loro approfondita conoscenza.
In particolare, ¢ necessario avere una adeguata
consapevolezza, basata su dati oggettivi, dei
punti di forza che differenziano questi prodotti
da alimenti simili ottenuti secondo criteri di me-
ra produzione industriale. D’altro canto, risulta
altrettanto importante la conoscenza dei punti
di debolezza che questo tipo di produzioni pre-
senta, su cui & necessario intervenire, se pure nel
massimo rispetto del loro legame con tradizio-
ne e territorio. In anni recenti, i microbiologi
agrari hanno fornito un contributo fondamen-
tale in entrambe queste direzioni, con ricerche
riguardanti le popolazioni microbiche delle pro-
duzioni alimentari tradizionali e tipiche, con
particolare attenzione ai microrganismi autoc-
toni che vi svolgono un ruolo pro-tecnologico e
a microrganismi patogeni o produttori di meta-
boliti tossici che possono pregiudicarne la qua-
lita igienica.

In linea con quanto premesso, lo studio di
entrambi questi aspetti & di rilevante importan-
za ai fini di una adeguata valorizzazione dei pro-
dotti della nostra tradizione alimentare, come
testimonia la notevole mole di lavori pubblica-
ti in anni recenti su tali temi. Di seguito ne ¢
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riportata una sintesi, sulla base dei contributi in-
viati dai microbiologi della Societa di Micro-
biologia Agraria, Alimentare e Ambientale
(SIMTREA), in occasione del Convegno della
Associazione Italiana delle Societa Scientifiche
Agrarie (AISSA).

Qualita delle produzioni alimentari tradizionali
e tipiche

Premessa

Molti degli alimenti a denominazione protetta
(DOP, IGP, STG) e di quelli compresi nell’E-
lenco nazionale dei prodotti agroalimentari tra-
dizionali pubblicato con Decreto del MIPAF so-
no alimenti fermentati e la maggior parte di es-
si ha grande rilevanza nella dieta quotidiana, co-
me il pane e altri lievitati da forno, formaggi e
latti fermentati, prodotti carnei fermentati di di-
verso tipo (Ministero delle Politiche Agricole e
Forestali, 2000).

Nelle produzioni industriali correnti, i pro-
cessi di fermentazione e maturazione di questi
alimenti si basano sull’impiego di colture starter
commerciali, costituite da associazioni microbi-
che standardizzate, che hanno il ruolo di avvia-
re e condurre a termine le desiderate trasfor-
mazioni. Nelle produzioni tradizionali, invece, i
processi di fermentazione e di maturazione si
basano sull’intervento di caratteristiche popola-
zioni microbiche, spesso molto eterogenee e
complesse, definite “autoctone”, in quanto spe-
cificamente associate a materie prime e am-
bienti di produzione, come conseguenza di un
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naturale adattamento alle peculiari condizioni
che li caratterizzano. La composizione di tali po-
polazioni autoctone e le dinamiche che si in-
staurano al loro interno sono di fondamentale
importanza ai fini delle proprieta sensoriali e
nutrizionali dei prodotti.

La conoscenza delle popolazioni microbiche
autoctone degli alimenti fermentati ¢ dunque
cruciale ai fini della loro caratterizzazione. Es-
sa puo essere essenzialmente perseguita utiliz-
zando due differenti strategie.

Un possibile approccio per lo studio del mi-
crobiota di alimenti fermentati prevede di iso-
lare il numero piu elevato possibile di micror-
ganismi da materie prime, semilavorati e pro-
dotti finiti, utilizzando le tradizionali tecniche
microbiologiche, in particolare mediante impie-
go di adeguati terreni selettivi. Una volta otte-
nuti in coltura pura e conservati in collezione, i
singoli isolati provenienti dalla popolazione in
studio, vengono analizzati in base al loro geno-
tipo, nonché caratterizzati in base al loro feno-
tipo (con analisi chimiche, biochimiche, micro-
biologiche).

Le tecniche di analisi del genotipo oggi a di-
sposizione, citate di seguito, sono molteplici e
caratterizzate da un crescente livello di affina-
mento e affidabilita. La maggior parte di esse
sono basate sulla reazione a catena della poli-
merasi (PCR), seguita da analisi degli amplico-
ni ottenuti, che possono essere diversamente
trattati; ad esempio, possono essere sottoposti a
restrizione da parte di endonucleasi, come nel-
le tecniche ARDRA (Amplified Ribosomal
DNA Restriction Analysis) e RFLP (Restriction
Fragment Length Polymorphism). In tutti i casi
si giunge ad un risultato finale dello stesso tipo,
che consiste nel tradurre I'informazione conte-
nuta nel DNA bersaglio in una serie di bande
che vengono visualizzate su un gel e fotografate.
Si ottiene cioe il cosiddetto fingerprinting mole-
colare ('impronta digitale genetica) del campio-
ne, in questo caso costituito dalla popolazione mi-
crobica in studio. Il profilo ottenuto ¢ analizzato
con lausilio di metodi di clusterizzazione, ad
esempio NJ (Neighbor-Joining), UPGMA (Unwei-
ghted Pair Group Method With Arithmetic Ave-
rages) o WPGMA (Weighted Pair Group Method)
(Saitou e Nei, 1987; Waterman, 1995), con lo sco-
po di giungere alla identificazione della coltura o
alla sua tipizzazione (a livello intraspecifico).

Le analisi fenotipiche degli isolati sono in-

vece soprattutto finalizzate allo studio delle lo-
ro proprieta metaboliche di potenziale interes-
se nelle produzioni alimentari da cui essi pro-
vengono. Anche gli strumenti analitici a dispo-
sizione per questi studi si sono progressivamen-
te diversificati e potenziati, cosi tanto da con-
sentire il nascere di discipline specifiche che stu-
diano i profili metabolici (metabolomica) o ca-
ratterizzano le proteine globalmente espresse ri-
spetto a struttura, funzione, attivita, quantita e
interazioni molecolari (proteomica).

La grande potenzialita delle tecniche impie-
gate in questo tipo di indagini consente di ac-
cumulare una grande mole di informazioni su
ogni singolo isolato e quindi anche sulla popo-
lazione microbica nel suo insieme. Questo tipo
di approccio, inoltre, presenta anche I'impor-
tante vantaggio di portare alla raccolta di un
gran numero di colture potenzialmente utilizza-
bili nella produzione di alimenti tradizionali, co-
me starter di origine autoctona, essendone note,
fra l’altro, le caratteristiche rilevanti ai fini del-
la produzione alimentare da cui provengono.

Come sempre accade, anche questa medaglia
ha il suo rovescio; ’approccio descritto presen-
ta un limite assai rilevante, in quanto non con-
sente di ottenere una “fotografia” esauriente
della reale composizione della popolazione mi-
crobica, per la impossibilita di riprodurre, con i
substrati selettivi disponibili per la coltivazione
dei microrganismi, le condizioni esistenti nella
matrice alimentare. Qualsiasi approccio di in-
dagine coltura-dipendente ¢ infatti incapace di
fornire informazioni sulla cosiddetta frazione
VNC (vitale non coltivabile) della popolazione
microbica che spesso ne rappresenta una parte
rilevante (costituita da cellule stressate e/o mi-
crorganismi “fastidiosi” di difficile coltivazione).
Per tale motivo, in anni recenti, un crescente in-
teresse & stato rivolto a tecniche molecolari di
indagine coltura-indipendenti, in grado di forni-
re il profilo (fingerprinting) rappresentativo del-
la diversita genetica di una popolazione micro-
bica nel suo ambiente naturale (in questo caso,
la matrice alimentare). Fra le tecniche svilup-
pate con tale finalita, quella oggi di uso piu co-
mune ¢ probabilmente la PCR-DGGE (Dena-
turing Gradient Gel Electrophoresis). Con que-
sta tecnica, si procede alla estrazione del DNA
microbico direttamente dalla matrice e ad am-
plificazione via PCR di un opportuno target, ge-
neralmente rappresentato dalle regioni variabi-
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li del gene per il 16S rRNA (per i batteri), o del
gene per il 26S o di quello per il 18S rRNA (per
gli eucarioti); gli ampliconi vengono quindi fat-
ti correre in un gel di poliacrilamide in gra-
diente denaturante di urea e formamide, che
consente di separare ampliconi differenti sulla
base sia della lunghezza sia della sequenza nu-
cleotidica. L’attribuzione di specie alle singole
bande visualizzate sul gel di poliacrilamide in
seguito alla migrazione elettroforetica puo es-
sere effettuata attraverso il confronto con un
ladder appositamente preparato con specie no-
te, e/o sequenziamento del DNA eluito dalle
bande excise dal gel. I profili ottenuti sono inol-
tre utilizzati per la costruzione di cluster (clu-
ster analysis), utilizzando software apposita-
mente sviluppati (ad esempio: NTSYS o SAS).

E evidente che anche la tecnica PCR-DG-
GE, come ogni altra, presenta alcuni limiti. Gli
inconvenienti pil comuni sono legati alla fase
di estrazione e purificazione del DNA, in quan-
to le matrici alimentari sono differenti fra loro
e spesso molto complesse, inoltre i diversi mi-
crorganismi possono rivelarsi diversamente sen-
sibili all’azione degli enzimi litici utilizzati in
questa fase; anche la reazione di PCR non ¢
esente da problemi che possono risultare legati
sia alla matrice (ad esempio, la presenza di ini-
bitori della PCR), sia al DNA microbico etero-
geneo, che in alcuni casi puo legare in maniera
preferenziale i primer.

Una dettagliata descrizione della tecnica
PCR-DGGE come strumento di fingerprinting
molecolare di popolazioni microbiche negli ali-
menti & riportata nella review di Ercolini, 2004;
ai fini della presente trattazione ¢ sufficiente
sottolineare che tale tecnica, come ogni altra
tecnica di indagine molecolare coltura-indipen-
dente, ¢ in grado di fornire informazioni com-
plementari a quelle ottenute con tecniche di-
pendenti.

Da tutto quanto premesso, consegue che una
conoscenza il piu possibile approfondita della
popolazione microbica di un alimento possa es-
sere ottenuta grazie ad una opportuna integra-
zione delle informazioni ottenute con le diffe-
renti tecniche di indagine, come evidenzia la sin-
tesi dei lavori di seguito riportata, con riferi-
mento a diversi tipi di alimenti fermentati.

I formaggi

Nei formaggi la popolazione microbica autoc-
tona responsabile delle trasformazioni che han-

104

no luogo nel corso di caseificazione e matura-
zione ¢ rappresentata, essenzialmente, se pure
non esclusivamente, da batteri lattici. La mag-
gior parte delle ricerche sulla microbiologia dei
formaggi riguarda quindi questi microrganismi.

Il nostro gruppo di ricerca ha condotto uno
studio sugli isolati da formaggio Canestrato
Pugliese DOP utilizzando un approccio polifa-
sico che prevede I'impiego di tecniche genoti-
piche e fenotipiche per la loro identificazione
e caratterizzazione. In un primo lavoro (Aqui-
lanti et al., 2006), 207 isolati sono stati identi-
ficati a livello di specie utilizzando 30 saggi fe-
notipici e tre tecniche molecolari: RFLP (Re-
striction Fragment Lenght Polymorphism), se-
quenziamento di una porzione del gene per il
16S rRNA ed amplificazione del gene recA
mediante PCR multipla. I risultati ottenuti
hanno permesso di dimostrare che con le sole
analisi basate sul fenotipo era possibile soltan-
to riconoscere il genere Enterococcus, mentre
I'uso delle tecniche molecolari risultava indi-
spensabile ai fini di una affidabile identifica-
zione a livello di specie (tab. 1). Globalmente,
I’approccio polifasico utilizzato ha portato alla
identificazione di 207 isolati ascritti a 10 diffe-
renti specie (168 isolati sono risultati ascritti al
genere Enterococcus, 25 a Lactobacillus, 13 a
Lactococcus e 1 a Leuconostoc).

Successivamente, 33 isolati sono stati tipiz-
zati utilizzando un duplice approccio basato sul-
lo studio del loro genotipo, mediante RAPD
(Random Amplified Polymorphic DNA) e clu-
sterizzazione dei profili con il metodo UPGMA
(fig. 1), e del loro fenotipo (attivita acidificante,
proteolitica (tab. 2), e tendenza all’autolisi
(Aquilanti et al., 2007a). I risultati della tipiz-
zazione genotipica e fenotipica sono stati valu-
tati comparativamente (tab. 3); nelle condizioni
sperimentali realizzate, lo studio delle caratteri-
stiche fenotipiche ha permesso di rilevare un pitt
elevato grado di biodiversita, rispetto a quella
evidenziata dalle analisi molecolari. Nessuno
degli isolati in studio ha mostrato di possedere
1 valori piu elevati per tutti i test condotti, men-
tre ¢ stato possibile ottenere una performance
ottimale utilizzando una appropriata associazio-
ne di ceppi opportunamente scelti sulla base
delle singole attivita.

In altri lavori, un simile approccio polifasico
¢ stato applicato allo studio della popolazione
di batteri lattici di formaggio Pecorino (Aqui-
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Tabella 1. Identificazione fenotipica e molecolare degli 88 isolati ottenuti dal formaggio Canestrato Pugliese (modificata

da: Aquilanti et al., 2006).

Table 1. Phenotypic and molecular identification of the 88 cultures isolated from Canestrato Pugliese cheese (modified

from: Aquilanti et al., 2006).

Identificazione fenotipica Isolato
Lactococcus lactis subsp. cremoris 28, 30
Lactococcus lactis subsp. lactis 5

Identificazione molecolare
Lactococcus lactis subsp. cremoris
Lactococcus lactis subsp. lactis

Lactobacillus brevis

Lactobacillus spp.

4,50, 51, 52

23

27

47

49

9,106,142, 182, 183, 242, 243, 245, 249, 298
7,16, 26, 54, 204, 265, 21
72,73, 86

59, 74

57,67,2

14, 45, 58, 61, 68, 83

11

17,20, 29, 33, 35

128, 161, 165, 196, 301, 306, 307
43,15, 69, 70, 71, 84, 6, 55

Lactococcus lactis subsp. cremoris
Lactobacillus plantarum
Lactobacillus casei

Leuconostoc argentinum
Lactobacillus brevis

Enterococcus faecium
Enterococcus faecalis
Lactobacillus brevis

Lactobacillus plantarum
Enterococcus faecium
Lactobacillus brevis

Lactobacillus pentosus
Lactobacillus plantarum
Enterococcus faecium
Enterococcus faecalis
Lactococcus lactis subsp. cremoris
Enterococcus faecium
Enterococcus faecalis
Lactobacillus plantarum

Lactobacillus casei 10
Lactobacillus sakei 265
Lactobacillus curvatus 91, 204
Lactobacillus pentosus 55

77,78

24
Lactobacillus plantarum 81

8
Leuconostoc spp. 1,3,7,13,16

Leuconostoc mesenteroides
subsp. mesenteroides 105
Pediococcus pentosaceus

22

19, 207, 202, 206, 23, 246, 12, 64

Lactobacillus brevis
Enterococcus faecium
Lactobacillus brevis
Lactobacillus plantarum
Lactococcus garviae

Enterococcus faecium
Enterococcus faecium
Enterococcus faecalis

lanti et al., 2007b) e di Mozzarella (Ciarrocchi
et al., 2000), prodotti nella regione Marche. In
entrambi 1 casi, 'approccio utilizzato ha con-
sentito di dimostrare il potenziale interesse de-
¢li isolati raccolti come starter autoctoni per la
produzione dei formaggi in studio.

Numerose ricerche di questo tipo, basate sul-
lo studio degli isolati, sono state condotte nelle
diverse sedi italiane dai Microbiologi Agrari.

La popolazione microbica del formaggio
DOP Montasio ¢ stata investigata attraverso lo
studio di ben 899 isolati, sottoposti ad identifi-
cazione, con analisi genotipiche e biochimiche e
a caratterizzazione in base alle attivita acidifi-
cante e proteolitica. La comunita microbica & ri-
sultata dominata da Streptococcus thermophilus
e da enterococchi (pill acidificanti i primi, pil
proteolitici i secondi) (Marino et al., 2003).

Alcuni studi di Gatti et al. (2003; 2004), si
sono focalizzati sulla diversita intraspecifica di

colture di Lactobacillus helveticus isolate da sie-
ro fermenti per Parmigiano Reggiano, Grana
Padano e Provolone. Gli isolati sono stati sot-
toposti ad analisi genotipiche, quali RAPD e
RFLP e fenotipiche, come la SDS-PAGE (So-
dium Dodecyl Sulphate Polyacrilamide Gel
Electrophoresis) delle proteine di parete. I ri-
sultati ottenuti hanno dimostrato la presenza di
differenti biotipi nei diversi ecosistemi, confer-
mando l'ipotesi dell’esistenza di un peculiare
microbiota nelle diverse produzioni casearie ti-
piche. La comunita microbica dei siero-fermen-
ti per il Grana Padano ¢ stata ulteriormente in-
vestigata, da parte dello stesso gruppo di ricer-
ca, anche in funzione dei trattamenti tecnologi-
ci (Gatti et al., 2006; Santarelli et al., 2008; Ros-
setti et al., 2008). In questi studi & stato utiliz-
zato un approccio analitico innovativo, che fa
uso di metodi coltura-indipendenti, basati sulla
PCR o sulla microscopia in fluorescenza. In par-
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Figura 1. Dendrogramma costruito mediante clusterizzazio-
ne col metodo UPGMA dei profili RAPD ottenuti dai 33
isolati di batteri lattici, ascritti alle specie Lb. plantarum (a),
Lb. brevis (b), L. lactis subsp. cremoris (c), and Lb. casei (d),
isolati dal formaggio Canestrato Pugliese. I cluster geneti-
camente omogenei sono stati definiti utilizzando una soglia
arbitraria di similarita dell’80%, calcolata utilizzando il coef-
ficiente Dice (modificata da: Aquilanti et al., 2007a).

Figure 1. UPGMA-dendrogram of the 33 indigenous lactic
acid bacteria isolated from the Canestrato Pugliese cheese on
the basis of RAPD profiles within the species Lb. plantarum
(a), Lb. brevis (b), L. lactis subsp. cremoris (c), and Lb. casei
(d). An 80% similarity, calculated by using the Dice coeffi-
cient, was arbitrarily chosen as a discriminating threshold to
define the homogenous clusters, with each corresponding to
a genotype (modified from: Aquilanti et al., 2007a).

ticolare, la tecnica di LH-RT-PCR (Length He-
terogeneity Reverse Transcriptase-PCR), in gra-
do di distinguere i microrganismi in base al na-
turale polimorfismo di lunghezza del 16S rRNA,
amplificato via RT, si ¢ dimostrato un valido
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strumento per lo studio delle comunita micro-
biche. Di pari utilita si ¢ rivelato il kit
LIVE/DEAD® BacLight™ che permette di evi-
denziare i batteri vitali nel preparato microsco-
pico, in quanto marcati da una fluorescenza ver-
de, mentre le cellule morte mostrano una fluo-
rescenza rossa.

In alcuni casi, le ricerche si sono orientate
alla individuazione di nuovi marker per la mes-
sa a punto di strumenti molecolari di indagine,
specie specifici (quali primer o sonde), in grado
di fornire una affidabile identificazione e diffe-
renziazione di diverse specie di batteri lattici.
Studi di questo tipo sono stati condotti sul po-
limorfismo dei geni Asp60 in differenti specie
del genere Lactobacillus (Blaiotta et al., 2008)
o sul grado di polimorfismo inter-specifico del-
le regioni spaziatrici intergeniche (ISR) tra i ge-
ni per il 16S rRNA e il 23S rRNA nell’ambito
del genere Lactococcus (Moschetti et al., 1998;
Blaiotta et al., 2002). In particolare, nello studio
di Moschetti, I’analisi del polimorfismo di re-
strizione delle regioni definite ISR (Intergenic
Spacer Regions) si ¢ dimostrata un valido me-
todo per la discriminazione dei ceppi all’inter-
no della specie Streptococcus thermophilus; la
tecnica sviluppata, infatti, se pure non in grado
di fornire lo stesso grado di discriminazione
della PFGE (Pulsed Field Gel Electrophoresis),
ha tuttavia fornito risultati del tutto compara-
bili a quelli ottenibili con tale metodo, in ge-
nere riconosciuto come golden standard in que-
sto campo.

Un altro lavoro finalizzato allo studio della
popolazione lattica del formaggio, attraverso 1'i-
solamento e lo studio dei suoi componenti, ¢
stato condotto sul Raschera, un formaggio DOP
a pasta semidura prodotto in Piemonte (Dolci
et al., 2008a). Dopo identificazione degli isola-
ti, eseguita con I'uso combinato di analisi PCR
della regione spaziatrice dei geni per il 16S e
23S rRNA, PCR specie specifiche e sequenzia-
mento di parte del gene per il 16S rRNA, gli
isolati appartenenti alla specie dominante (Lac-
tococcus lactis subsp. lactis) sono stati biotipiz-
zati, via RAPD. E emersa una estrema omoge-
neita: tutti i ceppi sono stati infatti raggruppati
in due cluster che non avevano alcuna relazio-
ne con la fonte di isolamento (cagliata o for-
maggio a diversa stagionatura), o con il pro-
duttore.

Uno studio di questo tipo ¢ stato condotto
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Tabella 2. Attivita acidificante, proteolitica ed autolitica di 33 isolati di batteri lattici ottenuti dal formaggio Canestrato Pu-
gliese. Per ciascuna attivita, sono stati riportati valore medio + deviazione standard. L’acidificazione ¢ stata valutata me-
diante misurazione del pH dopo 8 e 24 ore di fermentazione in Skim milk (Oxoid), incubato a 30 °C; la proteolisi & sta-
ta valutata mediante determinazione del contenuto in glicina dopo 24 ore e 7 giorni di fermentazione; ’attivita autolitica
¢ stata valutata in termini di percentuale (%) e velocita (AR, autolysis rate) di autolisi (modificata da: Aquilanti et al.,

2007a).

Table 2. The acidifying, proteolytic and autolytic activities of 33 lactic acid bacteria isolates from Canestrato Pugliese chee-
se. Mean values + standard deviations are reported of: pH after 8 and 24 h fermentation in Skimmed milk (Oxoid) incu-
bated at 30 °C; ug/mL of glicine released after 24 h and 7 days; autolysis percentages (%) and autolysis rates (AR) (mo-

dified from: Aquilanti et al., 2007a).

Isolato Specie Acidificazione Proteolisi Autolisi
8 h 24 h 24 h 7 giorni % AR

8 Lactobacillus brevis 6,38 + 0,01 547 + 0,01 13525 + 0,00 141,43 + 30,60 32,10 + 2,69 0,03 + 0,01
14 591 + 0,01 4,80 + 0,01 147,62 + 3497 166,16 + 56,83 39,37 + 0,10 0,03 + 0,01
45 564 + 0,01 471 + 0,01 147,62 + 17,48 512,38 + 4,37 20,73 + 2,13 0,06 + 0,01
46 5,76 + 0,01 498 + 0,00 141,43 + 4,37 153,8 + 8,74 90,77 + 1,75 0,01 + 0,00
48 549 + 0,01 482+ 0,10 141,43 + 13,11 141,43 + 21,85 26,75 + 1,03 0,15 + 0,03
68 548 + 0,04 448 + 0,01 135,10 + 4,37 150,80 + 0,00 69,48 + 0,73 0,10 + 0,01
77 5,63 +£ 0,05 482+ 0,03 2829 + 4,37 37,57 + 4,37 4520 +2,13 0,12 + 0,03
81 5,76 + 0,00 4,84 + 0,00 129,05 + 0,10 673,40 + 10,20 4,60 + 1,46 0,07 + 0,00
83 5,86 + 0,00 5,14 + 0,10 134,07 + 2,14 153,08 + 0,00 2325 +393 0,04 + 0,01
86 5,86 + 0,01 5,14 +0,10 13525 + 0,00 150,21 + 1,60 31,95 +1,91 0,07 + 0,01
49 5,73 £ 0,02 490 + 0,02 98,16 + 437 104,34 + 0,00 39,84 + 3,06 0,02 + 0,00
58 591 + 0,00 4,72 + 0,01 401,10 + 21,85 184,71 + 13,11 17,75 + 1,38 0,04 + 0,02
72 5,76 + 0,00 4,84 + 0,00 129,07 + 8,47 147,62 + 30,60 49,06 + 2,82 0,14 + 0,01
73 536 + 0,03 4,60 + 0,05 13525+ 0,00 153,80 + 0,00 38,74 + 1,56 0,08 + 0,03
78 6,16 + 0,01 5,67 + 0,00 122,89 + 0,00 209,44 + 4,37 26,29 + 532 0,14 + 0,08
29 Lactobacillus

plantarum 595+ 0,02 493 +0,22 184,71 + 437 20944 + 48,08 19,74 + 9,20 0,13 + 0,06
33 588 + 0,01 488 + 0,01 376,37 + 21,85 184,71 + 39,34 24,76 + 4,50 0,08 + 0,00
55 6,14 + 0,01 5,83 +0,02 116,70 + 0,00 104,35 + 0,00 2859 + 321 0,22 + 0,04
23 6,18 + 0,00 5,31 + 0,01 122,89 + 4,37 98,16 + 4,37 9,28 + 344 0,01 + 0,00
56 551 +0,01 441 +0,10 116,80 + 0,00 104,35 + 0,14 24,58 + 538 0,07 + 0,03
59 551 +0,01 441 +0,01 13525+ 2185 116,70 + 43,71 13,40 + 2,96 0,60 + 0,02
17 6,38 + 0,01 5,47 + 0,01 29,53 + 0,00 51,79 + 0,00 27,06 + 2,04 0,07 + 0,02
18 553 +0,01 476 + 0,01 184,71 + 437 209,46 + 21,85 17,11 + 3,20 0,07 + 0,02
19 6,28 + 0,01 540 + 0,00 13525 + 0,00 141,43 + 30,60 19,27 + 4,82 0,05 + 0,03
35 6,29 + 0,01 5,70 + 0,01 166,16 + 17,00 104,34 + 4,30 7,06 + 3,25 0,05 + 0,02
74 5,56 + 0,00 4,79 + 0,01 129,07 + 0,00 673,13 + 21,85 44,17 + 1,14 0,17 + 0,01
30 Lactobacillus casei 6,29 + 0,01 5,70 + 0,01 166,16 + 17,00 104,34 + 4,30 7,06 + 3,25 0,05 + 0,02
27 6,11 + 0,01 536 + 0,01 178,53 + 437 190,89 + 4,37 13,06 + 5,82 0,08 + 0,05
4 Lactococcus lactis

SSp. cremoris 6,00 + 0,07 439 + 0,01 184,71 + 8,74 246,54 + 17,48 521 +2,62 0,04 + 0,02
6 6,20 + 0,01 4,55+ 0,01 15998 + 437 190,89 + 8,47 0,00 0,04 + 0,01
28 594 + 0,01 444 + 0,00 166,16 + 17,48 104,34 + 4,37 0,00 0,24 + 0,02
51 594 + 0,01 4,72 + 0,00 122,89 + 4,37 98,16 + 2623 11,10 + 0,96 0,05 + 0,02
52 6,08 + 0,02 4,52 + 0,01 15998 + 8,74 178,53 + 39,34 9,28 + 344 0,30 + 0,01

nell’ambito di una ricerca finalizzata alla carat-
terizzazione di nove formaggi della tradizione
casearia italiana, prodotti con latte di pecora
(Coda et al., 2006). Questa indagine ha previsto
la raccolta di isolati da ciascun formaggio e la
loro identificazione e tipizzazione su base ge-
notipica (via RAPD e sequenziamento di una
porzione del gene per il 16S rRNA). E stato co-
si possibile individuare le specie dominanti nei
diversi formaggi; gli isolati sono stati ulterior-

mente caratterizzati in termini di composizione
chimica, proteolisi, via RP-FPLC (Reversed
Phase Fast Protein Liquid Chromatography)
contenuto in composti volatili, via SPME-GC-
MS (Solid Phase Micro Extraction-Gas Chro-
matography-Mass Spectrometry). Un lavoro
analogo ¢ stato condotto per la caratterizzazio-
ne di quattro formaggi che prevedono una fase
di maturazione in condizioni non convenziona-
li (Di Cagno et al., 2007).
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Tabella 3. Cluster RAPD e biotipi individuati tra i 33 isolati
di batteri lattici dal formaggio Canestrato Pugliese. La defi-
nizione dei biotipi ¢ stata condotta mediante ANOVA di: at-
tivita acidificante (AA) dopo 8 ore di fermentazione; attivita
proteolitica (AP) e tasso di autolisi (AR, Autolysis Rate). Al-
I'interno di ogni specie e gruppo di dati, gli isolati contrasse-
gnati con le stesse lettere non sono significativamente diffe-
renti (P < 0.05) (modificata da: Aquilanti et al., 2007a).

Table 3. The RAPD clusters and biotypes, related to the 33
lactic acid bacteria from Canestrato Pugliese cheese. The
biotypes have been defined by ANOVA carried out on da-
ta related to: acidifying activities after 8 h (AA); proteoly-
tic activities after 24 h (PA) and autolysis rates (AR). Within
each species and data set, the isolates labelled with the sa-
me letters are not significantly different (P < 0.05) (modi-
fied from: Aquilanti et al., 2007a).

Isolato Caseificio Cluster Caratterizzazione fenotipica

RAPD AA AP AR Biotipo
8 F1 Lbb 1 a c a Lbr A
83 F1 Lbb 2 b c a Lbr B
81 F1 e c a Lbr C
72 F3 Lbb 3 e c a
58 F2 b b a Lbr D
73 F3 f c a Lbr E
78 F3 g c a Lbr F
77 F1 c a a Lbr G
68 F1 d c a Lbr H
45 F1 Lbb 5 d c a
46 F1 b c a Lbr I
48 F1 b c a
49 F2 c [¢ a Lbr M
14 F1 e c a Lbr N
86 F1 Lbb 4 e c a
55 F1 Lbp 1 a a c LbpA
17 F3 Lbp 2 b b c Lbp B
74 F3 c a be Lbp C
18 F3 Lbp 3 c c c Lbp D
19 F3 d a c Lbp E
33 F1 e d c Lbp F
35 F3 d c c Lbp G
56 F2 g a c Lbp I
59 F2 h a a Lbp L
23 F2 Lbp 4 i a ¢ Lbp M
29 F1 Lbp 5 1 c c Lbp N
30 F1 Lbc 1 a a a Lbc A
27 F3 Lbc 2 b a a Lbc B
4 F2 Leel bc b [¢ Lcl A
6 F3 Lee 2 a b ¢ Lcl B
28 F3 c b b Lcl C
51 F3 c a [¢ Lcl D
52 F3 b b a Lcl E

Nel lavoro di De Angelis et al., 2008 lo stu-
dio di 146 isolati di batteri lattici provenienti da
siero-fermenti ¢ stato invece finalizzato alla se-
lezione di ceppi autoctoni per la produzione di
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Mozzarella. Dopo I'individuazione dei ceppi piu
acidificanti e la messa a punto di colture starter
multi-ceppo, il lavoro ¢ stato focalizzato sulla
produzione sperimentale di mozzarella. I for-
maggi sperimentali sono stati caratterizzati in
termini di composizione chimica, proteolisi, pro-
prieta sensoriali e strutturali, attraverso analisi
di CLSM (Confocal Laser Scanning Micro-
scopy). 11 monitoraggio dei ceppi ¢ stato effet-
tuato mediante RAPD. Lo stesso gruppo di ri-
cerca ha condotto una indagine su un gran nu-
mero di colture di batteri lattici isolati da di-
versi formaggi italiani, con la finalita di carat-
terizzarli in base alla loro capacita di produrre
acido y-amino-butirrico (GABA), recentemente
al centro dell’attenzione come composto bio-at-
tivo (Siragusa et al., 2007). Questo vasto lavoro
di screening ha portato alla selezione di tre cep-
pi di lattobacilli (Lactobacillus plantarum
WCEFS1, Lb. paracasei CF6 e Lb. delbrueckii
subsp. bulgaricus PR1, capaci di sopravvivere e
sintetizzare GABA in condizioni caratteristiche
dell’intestino umano).

Come premesso, lo studio di una popolazio-
ne microbica puo essere condotto combinando
tecniche coltura-dipendenti con analisi coltura-
indipendenti integrando le informazioni cosi ot-
tenute. Una ricerca di questo tipo ¢ stata con-
dotta da Aponte et al., 2008 sulla popolazione
lattica del Provolone del Monaco, un formaggio
a pasta filata tradizionale della regione Campa-
nia. La comunita microbica ¢ stata monitorata
durante la caseificazione e la maturazione. Gli
esiti dell’identificazione fenotipica e genotipica
dei 308 isolati (dominanza di Streptococcus ther-
mophilus e St. macedonicus, enterococchi e lat-
tobacilli del gruppo casei) sono risultati coeren-
ti con quelli ottenuti via PCR-DGGE; quest’ul-
tima analisi, tuttavia, consentiva di mettere in
evidenza anche alcune specie (Lb. fermentum e
Lb. delbrueckii subspecies) non emerse dalle in-
dagini coltura-dipendenti. Uno studio analogo &
stato condotto su tre produzioni del formaggio
DOP piemontese Castelmagno (Dolci et al.,
2008b). La dinamica della comunita microbica
durante la maturazione ¢ stata seguita median-
te metodica PCR-DGGE. Anche in questo ca-
SO sono stati raccolti numerosi isolati, che sono
stati identificati con metodi molecolari. Per
quanto riguarda le identificazioni, si & osserva-
ta la tipica successione da lattococchi all’inizio
a lattobacilli alla fine della maturazione. Questa
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situazione ¢ stata solo parzialmente confermata
dall’analisi coltura-indipendente, dove Lacto-
coccus lactis € comunque stato osservato fino al-
la fine (90 giorni di maturazione). Anche que-
sto lavoro ha confermato I’opportunita di com-
binare i due approcci, coltura-dipendente e col-
tura-indipendente, al fine di una caratterizza-
zione piu esauriente della comunita microbica.

Uno studio particolare ¢ stato condotto, in-
vestigando, con metodi coltura-dipendenti e cul-
tura-indipendenti la comunita microbica pre-
sente sulla crosta del formaggio DOP Fontina,
nella cui maturazione, di tipo centripeto, i mi-
crorganismi superficiali hanno rilevante impor-
tanza. Il lavoro ha preso in considerazione quat-
tro batches in due differenti caves di matura-
zione (Dolci et al., 2009). L’identificazione de-
¢li isolati ha permesso di mettere in evidenza le
specie di lieviti (Debaromyces hansenii e Can-
dida sake) rilevabili durante tutto il periodo di
maturazione e la successione tra le specie di bat-
teri (Lactococcus lactis lactis e St. thermophilus
prima, Arthrobacter nicotianae e Brevibacterium
casei, poi). La clusterizzazione dei profili DG-
GE ha permesso invece di dimostrare come
I’ambiente di maturazione abbia un rilevante ef-
fetto sulle dinamiche della comunita microbica
superficiale della Fontina DOP.

Lo studio della biodiversita microbica di pro-
dotti tipici o tradizionali, la cui produzione ¢ le-
gata ad un determinato territorio, puo essere an-
che finalizzato a verificare se il profilo della co-
munita microbica puo essere correlato con 1’o-
rigine geografica, cio¢ verificare se formaggi con
profili microbiologici differenti sono attribuibi-
li a zone differenti. Studi di questo tipo sono
stati condotti dal gruppo di ricerca della Facolta
di Agraria di Portici dell’Universita “Federico
IT” di Napoli, sulle comunita microbiche del sie-
ro fermento per la produzione di formaggi a pa-
sta filata: il Caciocavallo Silano DOP e la Moz-
zarella di Bufala. Nel primo caso, la ricerca ha
riguardato ben 63 siero fermenti per la produ-
zione del Caciocavallo in sei diverse regioni del-
I’Italia meridionale; la diversita microbica a li-
vello di specie ¢ stata analizzata utilizzando
PCR-DGGE e, comparativamente, una tecnica
sviluppata molto piu recentemente: la DHPLC
(Denaturing High Performance Liquid Chroma-
tograpy), che si ¢ dimostrata altrettanto effica-
ce; la biodiversita intraspecifica ¢ stata analiz-
zata via RAPD (Ercolini et al., 2008). I risulta-

ti ottenuti non hanno permesso di mettere in
evidenza alcuna correlazione tra i profili delle
comunitd microbiche e la zona geografica di
produzione. Questa correlazione ¢ stata invece
dimostrata con successo nello studio condotto
sulla Mozzarella di bufala, in cui i profili DG-
GE dei siero innesti sono stati combinati con
quelli ottenuti dall’analisi dei composti volatili
aromatici, via HRGC-MS (High Resolution Gas
Chromatography-Mass Spectrometry). In questo
caso, i risultati dei profili microbiologici ed aro-
matici risultavano utili per risalire all’origine
geografica del formaggio (la cui produzione era
localizzata in un’area molto pil ristretta rispet-
to a quella del Caciocavallo Silano) (Mauriello
et al., 2003).

I prodotti carnei fermentati

Analogamente a quanto fin qui riferito circa gli
studi concernenti le comunita microbiche dei
formaggi, numerose indagini dello stesso tipo
hanno riguardato le popolazioni microbiche dei
prodotti carnei fermentati, nei quali, oltre ai bat-
teri lattici rivestono un ruolo pro-tecnologico i
microrganismi riconducibili al gruppo dei coc-
chi coagulasi negativi (CCN), appartenenti ai
generi: Staphylococcus, Micrococcus e Kocuria.

Nel nostro gruppo, le ricerche in questo set-
tore, condotte nell’ambito di un progetto PRIN-
2004: “Individuazione di parametri di qualita in
prodotti carnei regionali italiani”, si sono so-
prattutto focalizzate sul Ciauscolo, un salume
tradizionale dell’Ttalia centrale (Umbria e Mar-
che), per il quale ¢ attualmente in fase di ac-
quisizione la denominazione protetta di IGP
(Silvestri et al., 2007; Aquilanti et al., 2007c). Le
ricerche hanno analizzato comparativamente la
comunita di batteri lattici di 22 produzioni a ca-
rattere industriale e artigianale e, successiva-
mente, I’evoluzione di queste popolazioni in una
delle produzioni risultate di maggiore interesse.
Nelle indagini sono state utilizzate tecniche col-
tura-dipendenti e coltura-indipendenti. Paralle-
lamente, ¢ stato sviluppato un metodo per Ii-
dentificazione e la quantizzazione delle specie
lattiche tipiche degli insaccati fermentati me-
diante real-time PCR (Silvestri et al., 2006). La
enumerazione di coliformi totali, Escherichia co-
li e S. aureus ha evidenziato una adeguata ap-
plicazione delle norme di buona prassi igienica
dei processi produttivi in studio. Dai fingerprints
molecolari, ¢ emerso che le due specie Lb. sakei
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e Lb. curvatus sono le piu rappresentate, essen-
do state rilevate rispettivamente nell’86% e
81% dei campioni, mentre le specie Lb. planta-
rum, Lb. farciminis, Pediococcus acidilactici,
Lactococcus lactis subsp. lactis sono state indi-
viduate con minore frequenza. L’indagine ha an-
che permesso di rilevare che alcune produzioni
sono rimaste sostanzialmente fedeli alla tradi-
zione mentre in altri casi le condizioni produt-
tive si sono allontanate dallo schema originale
(Silvestri et al., 2007).

L'utilizzo combinato di tecniche di indagine
coltura-indipendenti e coltura dipendenti ¢ sta-
to applicato anche allo studio della popolazio-
ne microbica della Soppressata del Vallo di Dia-
no, un salume tradizionale della regione Cam-
pania (Villani et al., 2007). In questo caso, lo stu-
dio della ecologia microbica via PCR-DGGE e
sequenziamento genico ¢ stato esteso alla co-
munita di batteri lattici e CCN (tramite ampli-
ficazione delle regioni variabili V3 e V1 del ge-
ne per il 16S rRNA) e a quella di lieviti (tra-
mite amplificazione del gene per il 26S rRNA).
Parallelamente, ceppi di Staphyloccoccus xylo-
sus, Lb. sakei e Lb. curvatus sono stati caratte-
rizzati con riferimento alle attivita nitrato-re-
duttasica, proteolitica, lipolitica e anti-ossidante,
con prove in vitro e in situ; queste ultime, con-
sistenti nel testare ogni ceppo in lavorazioni
sperimentali in scala di laboratorio di soppres-
sata, si sono rivelate maggiormente utili al fine
di individuare ceppi potenzialmente utilizzabili
come starter.

Un approccio combinato di indagine, con
tecniche coltura-dipendenti e coltura-indipen-
denti, & stato utilizzato anche per una indagine
su tre salumi fermentati tradizionali del Nord-
est d’Italia, mediante conte sui convenzionali
substrati selettivi e PCR-DGGE (Rantsiou et
al., 2005). Come la precedente, anche questa in-
dagine ha portato a definire le specie dominan-
ti di batteri lattici e di cocchi coagulasi negati-
vi. Sono stati inoltre evidenziati batteri appar-
tenenti ai generi Bacillus e Ruminococcus e al-
la specie Macrococcus caseolyticus. Tra i lieviti,
i profili DGGE hanno evidenziato: Debaryo-
myces hansenii (trovato anche nella precedente
indagine, nella Soppressata del Vallo di Diano),
Candida spp. e Willopsis saturnus. Dall’analisi
cluster si ¢ evidenziato che i profili DGGE ot-
tenuti sono in grado di definire il prodotto tra-
dizionale. Mentre i campioni all’inizio della fer-
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mentazione erano molto diversi tra di loro, in
stagionatura essi sono stati raggruppati per sta-
bilimento.

Un approccio coltura-dipendente ¢ stato in-
vece utilizzato in un’indagine condotta su sal-
sicce fermentate tradizionalmente prodotte nel-
I'Ttalia meridionale (Mauriello et al., 2004). No-
vantotto isolati appartenenti al genere Staphy-
lococcus e 1 al genere Kocuria sono stati carat-
terizzati con riferimento alle attivitd metaboli-
che gia citate per il lavoro sulla Soppressata del
Vallo di Diano, nonché con riferimento alla lo-
ro capacita di crescere alle temperature tipiche
di maturazione di questi prodotti e in presenza
di elevate concentrazioni di NaCl. Nell’insieme,
i risultati ottenuti hanno portato ad evidenzia-
re un’ampia variabilita di queste caratteristiche
fra gli isolati in studio, che sono risultati di po-
tenziale interesse per 1'uso come starter autoc-
toni in diverse condizioni produttive.

Un’altra ricerca condotta attraverso lo stu-
dio di un gran numero di isolati ha preso in esa-
me la comunita di stafilococchi coagulasi nega-
tivi in due salumi della tradizione meridionale
(Blaiotta et al., 2004a). Le proprieta fenotipiche
di 471 ceppi sono state analizzate con analisi
multivariata, usando 28 ceppi da Collezioni di
colture e 48 ceppi identificati in base al genoti-
po, come riferimento. La composizione delle co-
munita batteriche in studio ¢ risultata altamen-
te variabile, in funzione del tipo di produzione
considerata, dell’impianto, del tempo di matu-
razione. La caratterizzazione fenotipica, abbina-
ta alla analisi statistica & risultata utile al fine di
biotipizzare un gran numero di ceppi e, quindi,
monitorare i cambiamenti nelle comunita mi-
crobiche durante la maturazione, ma non si ¢ ri-
velata affidabile ai fini della identificazione de-
gli stafilococchi. Altre ricerche hanno invece
evidenziato I’efficacia, a tal fine, di un approc-
cio polifasico, basato sull’'uso combinato di due
tecniche molecolari: amplificazione via PCR
della regione V3 del gene per il 16S rRNA se-
guita da DGGE e analisi del polimorfismo del-
la regione spaziatrice tra i geni per il 16S e per
il 23S rRNA (Blaiotta et al., 2003). Lo stesso
gruppo ha messo a punto un metodo di PCR-
specie specifica affidabile e rapido (4 ore dalla
estrazione del DNA all’ottenimento del risulta-
to), per l'identificazione e differenziazione del-
la specie equorum spesso presente in questi pro-
dotti (Blaiotta et al., 2004b).
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Anche per i salumi, come per i formaggi, lo
studio della comunita microbica puo essere
combinato con quello delle caratteristiche chi-
miche e biochimiche dei prodotti, con la finalita
di una loro caratterizzazione quanto pill possi-
bile completa. Uno studio comparativo di que-
sto tipo ¢ stato condotto da Di Cagno et al.,
2008 su tre prodotti carnei fermentati a deno-
minazione protetta (Varzi, Brianza e Piacenti-
no). I prodotti sono stati analizzati con riferi-
mento a: composizione chimica fondamentale;
conta e identificazione dei principali compo-
nenti la comunita microbica; proteolisi delle
proteine miofibrillari e proteolisi secondaria e
profilo della componente volatile (52 composti
analizzati via SPME-GC-MS).

I prodotti fermentati di origine vegetale

Tra tutti i prodotti della nostra tradizione il pa-
ne & probabilmente il piu antico e diffuso.
Tradizionalmente la sua produzione ¢ basa-
ta sulla cosiddetta “lievitazione naturale”. Que-
sta fermentazione si basa sull'impiego dell’im-
pasto acido (sourdough), essenzialmente costi-
tuito da una miscela di acqua e farina e da una
popolazione microbica di batteri lattici e lieviti,
naturalmente selezionatasi. La fermentazione
con impasto acido ¢ anche utilizzata per la pro-
duzione di alcuni dolci caratteristici delle festi-
vita natalizie e pasquali (Panettone, Pandoro,
Colomba), nonché della Pizza napoletana e di
altri lievitati da forno della nostra tradizione.
Analogamente a quanto accade per gli altri ali-
menti fermentati, la comunita microbica degli
impasti acidi ¢ responsabile delle trasformazio-
ni (fermentazione e lievitazione) che avvengo-
no nell’impasto, prima della cottura; quindi la
sua composizione e le attivita metaboliche dei
suoi componenti sono di fondamentale impor-
tanza ai fini delle caratteristiche sensoriali € nu-
trizionali dei prodotti. Il nostro gruppo ha svol-
to uno studio sulla composizione della comunita
di batteri lattici e lieviti di impasti acidi utiliz-
zati nella produzione di tre tipologie di panet-
tone e sulla sua evoluzione nel corso dei pro-
cessi produttivi (Garofalo et al., 2008). La ri-
cerca ¢ stata condotta utilizzando la tecnica
PCR-DGGE, con un approccio duplice, coltura-
indipendente e coltura-dipendente: nel primo
caso ¢ stato utilizzato come templato il DNA
direttamente estratto dalle matrici alimentari
(gli impasti acidi), nel secondo caso il DNA

templato ¢ stato estratto dai bulk di colonie iso-
late dagli stessi impasti acidi, mediante adegua-
ti terreni selettivi (mMRS e mSDB per i batte-
ri lattici e YPD per i lieviti). I due metodi han-
no portato ad ottenere risultati complementari,
la cui integrazione ha consentito una piu com-
pleta conoscenza delle comunita in studio e del-
le loro dinamiche. In particolare ’approccio col-
tura-indipendente ha evidenziato una prepon-
deranza delle specie Lb. sanfranciscensis, Lb.
brevis e C. humilis negli impasti acidi delle tre
produzioni dolci in esame; tali specie vengono
frequentemente identificate negli impasti acidi
utilizzati per le produzioni a lievitazione natu-
rale a conferma della tradizionalita delle pro-
duzioni studiate. Inoltre, ’approccio coltura-di-
pendente ha permesso di evidenziare una suc-
cessione microbica lungo due delle produzioni
in esame: nell’ultimo impasto della produzione
di Panettone e Ciambellona, la specie Lb. san-
franciscensis scompare e vengono rilevate le
specie Lb. plantarum e Leuconostoc mesente-
roides, ad evidenziare la grande sensibilita del-
la comunita microbica degli impasti acidi ai
cambiamenti dei parametri tecnologici di pro-
duzione. Tale dinamica di popolazione viene
schematizzata in figura 2.

Il gruppo del professor Gobbetti, della Fa-
colta di Agraria di Bari ha condotto un gran nu-
mero di ricerche sui microrganismi degli impa-
sti acidi. Qui si cita in particolare la ricerca fi-
nalizzata alla caratterizzazione molecolare e
funzionale di ceppi di Lb. sanfranciscensis iso-
lati da impasti acidi (De Angelis et al., 2007).
Cinquanta isolati sono stati identificati e tipiz-
zati con un approccio di indagine polifasico ba-
sato su analisi del genotipo: RISA (Ribosomal
Intergenic Spacer Analysis); amplificazione del
gene rpoB (per la subunita f del’RNA) segui-
to da DGGE; rep-PCR e analisi del fenotipo:
con Biolog System e saggio delle attivita acidi-
ficante, proteolitica e peptidasica. I risultati ot-
tenuti hanno nel loro insieme indicato che la
formulazione di eventuali colture starter do-
vrebbe essere multi-ceppo, cioe basata sull’im-
piego di un certo numero di ceppi selezionati,
sulla base di ognuna delle caratteristiche tecno-
logiche di interesse.

La comunita microbica degli impasti acidi
per la produzione della Pizza napoletana ¢ sta-
ta oggetto di ricerca, ovviamente, da parte del
gruppo della Facolta di Agraria di Portici del-
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Panettone
Fonte A B C D E
Impasti acidi v & v e * v & Qe
mMRS v a v Q a v Qa e
mSDB v a v Q a v Qa e A
YPD * * * * *
Panettone “Sugar-free”
Fonte F G H 1
Impasti acidi vaeo vae v o v aoe
mMRS v Qa v a v Qa v Qa
mSDB v Q v Q v Qa v Q
YPD * * ¢ 0 L O}
Ciambellona
Fonte L M N (@] P
Impasti acidi vae vaeo vae vae vae
mMRS v Q v Q v Q v Q e
mSDB v Qa v Q v Q v Q e
YPD 4 * * * 4
v' Lb. sanfranciscensis & C. humilis A Leu. mesenteroides O C. milleri
Q Lb. brevis ® S. cerevisiae ® Lb. plantarum

Figura 2. Dinamiche delle popolazioni di batteri lattici e lieviti in impasti acidi per dolci lievitati, definite tramite PCR-

DGGE (modificata da: Garofalo et al., 2008).

Figure 2. Population dynamics of LAB and yeasts in sourdoughs destined to the manufacture of sweets goods assessed by

PCR-DGGE (modified from: Garofalo et al., 2008).

I’Universita “Federico II” di Napoli. Dieci im-
pasti campionati in ristoranti della citta parte-
nopea sono stati caratterizzati con riferimento
alle proprieta microbiologiche chimiche e reo-
logiche (Coppola et al., 1996). Lo studio ha per-
messo di evidenziare 5 diverse specie di lievito
e 20 di batteri lattici, fra 1 144 isolati raccolti.
Gli impasti sono risultati caratterizzati da un
rapporto batteri/lieviti molto piu basso di quel-
lo comunemente riscontrato in tali matrici, per
altre produzioni e le caratteristiche chimiche e
reologiche sono risultate molto variabili, cosic-
ché una correlazione ¢ stata possibile soltanto
per i dati concernenti pH, acidita titolabile e
contenuto in acido acetico. Successivamente, 14
diversi starter per pizza, contenenti un ceppo di
Saccharomyces cerevisiae o associazioni di que-
sto con una o piu specie di batteri lattici, sono
stati presi in esame con riferimento alla loro in-
fluenza sulle caratteristiche finali della pizza.
Anche in questo caso, il rapporto batteri lieviti
si ¢ mantenuto pill basso rispetto ad altri tipi di
sourdoughs. La presenza dei batteri lattici ¢ ri-
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sultata determinante ai fini delle caratteristiche
reologiche della pizza e il contenuto in acidi or-
ganici ¢ risultato, come atteso, funzione delle
specie di batteri presenti nell'impasto (Coppo-
la et al., 1998). Piu recentemente, Pepe et al.,
2003 ha selezionato colture di batteri lattici e
lieviti sulla base delle caratteristiche proteoliti-
che (in saggi in vitro su proteine del glutine di
frumento) e li hanno saggiati in situ come agen-
ti lievitanti nella produzione di pizza. Gli impa-
sti contenenti ceppi Prot* mostravano un au-
mento delle proprieta viscoelastiche nel corso
della fermentazione, se comparati con quelli
contenenti ceppi Prot. La pizza ottenuta con il
primo tipo di impasti mostrava inoltre una mag-
giore consistenza della mollica.

Il paniere dei prodotti tradizionali del nostro
paese ¢ ricco di sorprese e alcuni degli alimen-
ti fermentati legati alla tradizione locale sono
poco conosciuti al di fuori del loro territorio. E
questa una ragione in piu per valorizzarli e far-
li conoscere. Il gruppo di ricerca della Univer-
sita di Udine ha preso in esame le caratteristi-



Ital. J. Agron. / Riv. Agron., 2009, 3 Suppl.:101-118

che chimiche e microbiologiche della Brovada
friulana, un prodotto della tradizione alimenta-
re del Nord-est d’Italia, che si ottiene per fer-
mentazione di rape (Brassica rapa). Il lavoro de-
scrive il peculiare processo di produzione di
questo alimento e i risultati delle analisi micro-
biologiche e chimiche condotte nel corso fer-
mentazione spontanea (Maifreni et al., 2004). In
particolare, sono stati isolate 225 colture di bat-
teri lattici e 63 di lieviti, identificate mediante
metodi fenotipici convenzionali, € sono stati
analizzati i componenti volatili aromatici, via
SPME-GC-MS. La popolazione dominante di
batteri lattici ¢ risultata composta sia da latto-
bacilli eterofermentativi sia da pediococchi
omofermentativi; fra i lieviti sono risultati pre-
valenti specie del genere Candida.

Le bevande fermentate

Nella lista dei prodotti fermentati legati alla tra-
dizione italiana non potevano mancare le be-
vande, prima fra tutti il vino, considerato il gran
numero di DOC, DOCG e IGT che si produ-
cono nel nostro paese.

Fin dalla sua costituzione, il nostro gruppo
di lavoro si ¢ occupato dello studio della biodi-
versita dei lieviti autoctoni (Guerra et al., 1999a;
1999b; Mannazzu et al.,, 2002a; Ciani et al.,
2004). In particolare, & stato studiato il poli-
morfismo del gene SED1 che in S. cerevisiae co-
difica per proteine di parete (Mannazzu et al.,
2002b; Marinangeli et al., 2004a; 2004b. In base
a tali indagini ¢ stato messo a punto un meto-
do per il monitoraggio dei ceppi di lievito du-
rante la fermentazione (Angelozzi et al., 2007).

Vista la sua collocazione geografica, il grup-
po di ricerca della Facolta di Agraria di Firen-
ze non poteva non occuparsi dei lieviti respon-
sabili della fermentazione vinaria. La biodiver-
sita intraspecifica di S. cerevisiae ¢ stata in que-
sto caso investigata mediante analisi RFLP del
DNA mitocondriale degli isolati di lievito. I ri-
sultati conseguiti hanno permesso di dimostra-
re come ogni fermentazione risultasse domina-
ta da 1-3 ceppi e come i ceppi dominanti, iso-
labili anche nel vigneto di origine, mostrassero
profili metabolici diversi (Augruso et al., 2006a;
2006b).

La diversita genotipica e fenotipica dei cep-
pi autoctoni di Saccharomyces spp. associati al-
la fermentazione spontanea del “Malvasia delle

N

Lipari” ¢ stata invece studiata con una combi-

nazione di tre metodi: ITS-PCR, RAPD e RFLP
del DNA mitocondriale. Dei 192 isolati, 55 di S.
cerevisiae sono stati caratterizzati, individuando
12 biotipi diversi (Agnolucci et al., 2007).

Il monitoraggio dei lieviti della fermentazio-
ne alcolica e il controllo della loro attivita sono
stati anche effettuati usando il sistema Biolog
(DeNittis, 2009). Con questo metodo & stato
possibile giungere sia ad una quantizzazione
delle popolazioni di lievito, sia alla definizione
della diversita specifica ed intra-specifica, otte-
nendosi risultati coerenti con quelli forniti dal-
la biotipizzazione genotipica.

Il vino non ¢ la sola bevanda fermentata del-
la tradizione italiana. Nel Nord-est ¢ molto dif-
fusa la produzione di birra, anche in micro-bir-
rifici artigianali. Uno studio condotto presso
I’Universita di Udine ha riguardato in partico-
lare la popolazione lattica coinvolta nella fer-
mentazione di questi peculiari prodotti (Mai-
freni et al., 2008). La ricerca ha condotto alla
identificazione degli isolati di batteri lattici, via
RAPD e alla selezione, fra gli isolati stessi di
quelli produttori di batteriocine. Lo stesso stu-
dio ha permesso di individuare marcatori mole-
colari (horA) indice di potenziale danno tecno-
logico.

Sicurezza delle produzioni alimentari tradizio-
nali e tipiche

La sicurezza d’uso degli alimenti per quanto at-
tiene gli aspetti microbiologici puo ricondursi es-
senzialmente a due aspetti: la possibilita che es-
si siano veicolo di patogeni (agenti di infezioni
o tossinfezioni alimentari) e la possibilita che
microrganismi cresciuti in materie prime e in-
gredienti, o nei prodotti vi accumulino sostanze
tossiche.

Per quanto riguarda il primo aspetto, per la
salvaguardia dei prodotti tradizionali e tipici, co-
si come per tutti gli alimenti, risulta di fonda-
mentale importanza lo sviluppo di strumenti
adeguati per la ricerca dei microrganismi pato-
geni. In un lavoro di Rantsiou et al., 2008 ¢ sta-
ta ottimizzata una metodica di PCR quantitati-
va per la ricerca specifica di Listeria monocyto-
genes, un patogeno condizionale che pud esse-
re veicolato da formaggi e prodotti carnei, fre-
schi e stagionati. La sensibilita della metodica ¢
risultata pari a 100-1000 unita formanti colonie
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per g o ml e, dopo 24 ore di arricchimento, ¢ ri-
sultato possibile rilevare anche la presenza di una
singola cellula. La metodica & stata anche verifi-
cata su campioni naturalmente contaminati.

Quanto alla possibile presenza di sostanze
tossiche di origine microbica, rientrano in que-
sta categoria: i) esotossine prodotte dai micror-
ganismi agenti di intossicazioni alimentari; ii)
micotossine che possono contaminare materie
prime e ingredienti; iii) metaboliti microbici che
possono venire prodotti nel corso delle trasfor-
mazioni, come amine biogene o etil carbamma-
to, 1 cui effetti negativi sulla salute sono stati piu
recentemente presi in maggiore considerazione.

Le produzioni tradizionali e tipiche non so-
no esenti da tali problemi, anzi in molti casi pos-
sono essere considerate particolarmente vulne-
rabili per una serie di motivazioni: i processi
produttivi si basano su procedure messe a pun-
to empiricamente e talvolta sono ancora con-
dotte con una conoscenza e un controllo solo
parziali delle condizioni di processo. Esse gene-
ralmente non prevedono, almeno nell’originale
schema produttivo, I'impiego di interventi di ri-
sanamento delle materie prime e anche 1'uso di
additivi, originariamente non previsto, ¢ (o do-
vrebbe essere) evitato o ridotto al minimo.

Al fine di garantire che la sicurezza d’uso di
tutte le produzioni tradizionali e tipiche rag-
giunga lo stesso livello dei processi industriali
maggiormente standardizzati, occorre, da una
parte, una maggiore conoscenza dei meccanismi
che conducono al verificarsi delle condizioni di
rischio e, dall’altra, la messa a punto di stru-
menti di controllo adeguati, se pure quanto piu
possibile rispettosi della natura tradizionale e
territoriale di queste produzioni.

In anni recenti, la produzione di amine bio-
gene in alimenti fermentati, a seguito dell’azio-
ne di microrganismi dotati di attivita decarbos-
silasica sugli aminoacidi, ¢ stata oggetto di nu-
merose ricerche. Marino et al. (2008) hanno in-
vestigato il contenuto in amine biogene in tre
batches di formaggio Montasio DOP. In tutti i
casi, le concentrazioni rilevate sono risultate in-
feriori alla soglia individuata come tossica. La
concentrazione piu elevata ¢ stata rilevata nel
formaggio da latte termizzato addizionato di
una coltura naturale di batteri lattici (latto-in-
nesto), mentre ’uso di starter selezionati ha con-
sentito di ottenere il piu basso livello di amine
biogene. L’attivita aminoacido-decarbossilasica
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¢ risultata molto diffusa tra i ceppi analizzati.
Un’altra indagine dello stesso gruppo ha ri-
guardato I’Asino, un formaggio della tradizione
locale (Innocente et al., 2009); Coloretti et al.,
2008 hanno invece dimostrato I’efficacia di una
azione combinata di colture starter e additivi per
il contenimento della produzione di amine bio-
gene nei salami e il miglioramento dei loro pro-
fili sensoriali.

La produzione di amine biogene puo costi-
tuire un rischio anche nel vino. In questo caso
sono principalmente i batteri malolattici i re-
sponsabili delle reazioni di decarbossilazione
degli aminoacidi con produzione delle amine
tossiche. Studi su questo aspetto (Guerrini et al.,
2002; Granchi et al., 2005) hanno dimostrato che
Oenococcus oeni, la specie piu frequentemente
associata alla fermentazione malo-lattica, ¢ in
grado di produrre diverse amine biogene (ista-
mina, putrescina, cadaverina) e che tale capacita
¢ molto variabile fra i diversi ceppi (ceppo-spe-
cifica). Fondamentali risultano infatti le attitu-
dini metaboliche dei ceppi e le loro associazio-
ni: & stato dimostrato come l’associazione me-
tabiotica tra ceppi di O. oeni capaci di metabo-
lizzare arginina a ornitina (ma incapaci di de-
carbossilare ornitina) e ceppi capaci di degra-
dare ornitina a putrescina (ma incapaci di de-
gradare arginina) contribuisce all’accumulo di
putrescina in vino (Mangani et al., 2005).

Il Dipartimento di Scienze degli Alimenti
dell’Universita di Foggia partecipa come Unita
operativa (responsabile: Giuseppe Spano) al
Progetto europeo BIAMFOOD (Controlling
biogenic amines in traditional food fermentations
in regional Europe), nel’ambito del VII PQ e si
occupera in particolare di studiare questa pro-
blematica in vino.

Un altro potenziale rischio concernente il vi-
no ¢ la presenza di ocratossina A (OTA) oltre
il limite soglia, oggi previsto per legge pari a
2ppb. Al fine di contrastare questo rischio, ¢ sta-
ta studiata l'interazione tra OTA e 20 ceppi di
lievito, appartenenti alle specie S. cerevisiae e
Kloeckera apiculata (Angioni et al., 2007). I ri-
sultati ottenuti hanno indicato che le cellule di
lievito non assorbono OTA; alcuni ceppi hanno
mostrato la capacita di ridurre i livelli di que-
sto composto, anche in questo caso con specifi-
cita di ceppo.

Considerato il rischio che le muffe possono
produrre micotossine, la contaminazione fungi-
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na degli alimenti deve essere vista come un po-
tenziale decremento non soltanto della qualita
sensoriale, ma anche della sicurezza d’uso. Per
tale motivo rivestono particolare interesse gli
studi condotti con la finalita di selezionare cep-
pi di batteri lattici con proprieta antifungina fra
gli isolati (Coloretti et al., 2007). Ceppi di Lb.
plantarum e Lb. sakei sono risultati diversa-
mente attivi contro Aspergillus candidus e Pe-
nicillium nalgiovense e il principio attivo pro-
dotto dal ceppo con la maggiore attivita & sta-
to parzialmente caratterizzato.

Altre ricerche sono state finalizzate all’'uso
di microrganismi come colture protettive o “bio-
conservanti”. Il Dipartimento di Scienze e Tec-
nologie Agroambientali dell’Universita Alma
Mater Studiorum di Bologna partecipa come
Unita operativa (responsabile: Bruno Biavati) al
Progetto Europeo: Control and prevention of
emergine and future pathogens at cellular level
throghout the food chain, nell’ambito del sesto
Programma quadro dell’Unione Europea (VI
PQ). In particolare ’Unita operativa di Bolo-
gna ha il compito di selezionare microrganismi
ad attivita probiotica e protettiva in prodotti lat-
tiero caseari e carnei.

L’impiego di microrganismi antagonisti po-
trebbe consentire di ridurre o eliminare l’ag-
giunta di additivi. Potrebbero svolgere questo
ruolo i lieviti cosiddetti killer, capaci di sinte-
tizzare tossine attive contro lieviti selvaggi o lie-
viti alterativi, possibile via per la eliminazione
o riduzione dell’impiego di SO, in vinificazione.
Con questa finalita sono state studiate le tossi-
ne killer prodotte da Kluyveromyces phaffi, Pi-
chia anomala e Kluyveromyces wickerhamii
(Comitini et al., 2004a; 2004b).

C’¢ poi “lo strano caso” del lievito Pichia fer-
mentans che si comporta da patogeno nei con-
fronti delle pesche, mentre presenta attivita pro-
tettiva contro l'infezione da Monilia nelle mele
(Giobbe et al., 2007). Il dimorfismo di questo
lievito (filamentoso-patogeno o lievitiforme-
protettivo) & oggetto di un progetto PRIN 2008,
di cui ¢ coordinatore nazionale Marilena Bu-
droni, dell’Universita di Sassari.

Conclusioni

Nei paragrafi precedenti, sono stati riportati, in
estrema sintesi, i contributi fatti pervenire dai

soci SIMTREA, concernenti, se pure con mo-
dalita diverse, tutela e valorizzazione di prodot-
ti della nostra tradizione alimentare.

In ultimo, ma non ultimi, vanno ancora cita-
ti due lavori di ricerca, degni di nota in parti-
colare per la caratteristica di interdisciplinarita.

La prima ricerca, relativa all'impiego di pro-
biotici e prebiotici per la produzione di carni
biologiche (Modesto et. al., 2008; Trevisi et al.,
2008), risulta inserita nel VI PQ e mette in gio-
co competenze di Microbiologia Agraria e di
Zootecnia. La seconda riguarda invece la micro-
biologia del suolo e in particolare I'uso di inoculi
microbici rizosferici per il miglioramento della
produttivita e della qualita di varieta di mais au-
toctone del Piemonte (Aimo et al., 2008).

Entrambi questi lavori costituiscono un
esempio di proficua interazione tra settori scien-
tifico disciplinari di ambito agrario, interazione
che risulta fondamentale per lo sviluppo della
ricerca nell’agro-alimentare e costituisce uno
degli obiettivi dell’AISSA. Il potenziamento di
ricerche si persegue infatti anche attraverso la
realizzazione di occasioni di confronto tra i ri-
cercatori dei diversi settori interdisciplinari, co-
me il Convegno AISSA e questi Atti, cui si spe-
ra che questa breve rassegna abbia fornito un
utile contributo.
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