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SUMMARY

In this study, we took into consideration the
definition of the spoilage agent of Robiola

di Roccaverano cheese, responsible for the
presence of a tick pellicle on the surface of
the cheese. After microbiological analysis,

a high number of yeasts were determined,
and at least 4 different types were observed
on the plates. After molecular identification,
two of them were defined to belong to
Yarrowia lipolytica and Kluyveromyces lactis,
frequently isolated from cheeses, while

the third type was Pichia fermentans, less
common in these products. The last yeast-
type was Geotrichum sp. In bacteriology
tubes, it was able to produce thick and hard
biofilms and considering its high presence,
after DGGE analysis of the DNA extracted
directly from the pellicle, we can suppose that
this yeast is the spoilage agent responsible for
the alteration considered in this study.

SOMMARIO

In questo lavoro si & voluto identificare
I'agente responsabile dell’alterazione di
Robiola di Roccaverano DOP, dovuta alla
presenza sulla superficie del formaggio di una
pellicola coriacea. Dopo analisi microbiologica
si e potuta evidenziare una presenza molto
elevata di lieviti, presenti sottoforma di
almeno 4 diverse tipologie di colonie. Essi
sono stati isolati ed identificati con metodi
molecolari. Due specie, Yarrowia lipolytica e
Kluyveromyces lactis, sono frequentemente
isolate da prodotti lattiero-caseari, mentre una
terza, Pichia fermentans, non & comune in
queste tipologie di prodotti. L'ultima specie
isolata e stata identificata come Geotrichum
sp. Questo lievito era in grado di produrre,

in provetta da batteriologia, dei film molto
resistenti e vista la sua massiccia presenza,

in seguito ad analisi DGGE sul DNA estratto
dalla pellicola, si puo asserire che rappresenta
il principale agente dell’alterazione
considerata in questo studio.
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INTRODUZIONE

Di particolare interesse fra i prodotti a
DOP della regione Piemonte, e certa-
mente la Robiola di Roccaverano, un
formaggio grasso (minimo 40% sul
secco) a pasta fresca ed a Denomi-
nazione di Origine Protetta (Reg. CE
1263/96 e succ. modif.) prodotto in
dieci Comuni della Provincia di Asti ed
in nove di quella di Alessandria. Per la
sua produzione deve essere utilizzato
infatti latte crudo intero di capra in pu-
rezza od in rapporto variabile (minimo
50%) con latte crudo intero di vacca
e/o pecora (massimo 50%). £ quindi
per ora l'unico formaggio italiano a
DOP prodotto con latte di capra o, in
alcuni casi, con una miscela di latti di
capra e vacca. La Robiola di Roccave-
rano DOP ha una forma cilindrica con
facce piane, un diametro di 10-13 cm,
un‘altezza di 2,5-4 cm ed un peso di
250-400 g. Questo formaggio si pro-

duce durante tutto I'anno e puo essere
commercializzato a partire dal quarto
giorno dalla messa negli stampi. Ne
esistono in particolare tre tipologie:
quella “fresca” con meno di 10 giorni
di stagionatura, quella “stagionata”
con al massimo 30 giorni di stagiona-
tura e quella “secca” con oltre 30 giorni
di stagionatura. Per la produzione della
Robiola di Roccaverano DOP si utilizza
latte crudo intero di capra delle razze
Roccaverano e Camosciata Alpina e
loro incroci, di pecora di razza Pecora
delle Langhe e di vacca delle razze Pie-
montese e Bruna Alpina e loro incroci,
proveniente esclusivamente dall’area
di produzione e trasformato entro 48
ore dalla mungitura. Secondo quanto
prevede il Disciplinare di Produzio-
ne, il latte, eventualmente inoculato
con culture di fermenti lattici naturali
ed autoctoni dell’area di produzione
(lattoinnesti e/o sieroinnesti), e addi-
zionato con caglio di origine animale
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non prima che sia iniziato il processo
di acidificazione e ad una temperatura
compresatrai 18° ei24°C. La coagu-
lazione si protrae per un tempo variabi-
le fra le 8 e le 36 ore in funzione delle
condizioni climatiche ed ambientali di
lavorazione. Si procede quindi delica-
tamente al trasferimento della cagliata
acida in appositi stampi forati muniti
di fondo. Prima della formatura pud
essere effettuato uno spurgo del siero
per sgocciolamento in tele a trama fine.
La sosta negli stampi si protrae fino a
48 ore con rivoltamenti periodici al
fine di favorire lo spurgo del siero. La
salatura deve essere effettuata a secco
sulle due facce del prodotto durante i
rivoltamenti oppure al termine del pro-
cesso di formatura.

La stagionatura ¢ effettuata conservan-
do il prodotto fresco in appositi locali
per almeno tre giorni dal momento
della messa negli stampi. Dal quar-
to giorno dalla messa negli stampi e
consentita la vendita o la prosecuzio-
ne della maturazione in azienda e/o a
carico degli affinatori (stagionatori). A
partire dal quarto giorno dalla messa
negli stampi & consentito I'uso di ve-
getali aromatizzanti.

In questo studio é stata analizzata,
con metodi di microbiologia classica

e di biologia molecolare, una pellicola
ritrovata su delle forme di Robiola di
Roccaverano DOP. Da un‘analisi micro-
biologica ¢ stato possibile isolare 4 di-
verse tipologie di lieviti, appartenenti a
specie differenti. Ceppi di Geotrichum
sp.. la cui presenza e stata definita in
maniera massiccia sulla pellicola, in
seguito ad analisi DGGE, e caratteriz-
zati da capacita filmogena, sono stati
identificati come i principali respon-
sabili dell'alterazione considerata in
questo studio.

MATERIALI E METODI

Campionamento microbiologico
e isolamento dei lieviti

Circa 10 cm? di pellicola (fig. 1), rica-
vata dalla superficie della Robiola di
Roccaverano DOP, sono stati aggiunti
di 90 mL di soluzione Ringer (Oxoid,
Italia) ed omogeneizzati in Stomacher
(PBI International, Italia) per circa 1,5
min. Si & provveduto a preparare delle
diluizioni decimali le quali sono state
poi seminate su terreno Agar Malto
(Oxoid) aggiunto di tetraciclina (1 pg/
mL, Sigma, Italia) per evitare la crescita

Fig. | - Aspetto della pellicola rinvenuta su Robiola di Roccaverano DOP.

dei batteri. Le piastre sono state incu-
bate a 25°C per 3-5 giorni. Si & quindi
proceduto all'isolamento delle colonie
di lievito con colore e morfologia dif-
ferente, i quali sono stati conservati a
-80°C in Yeast Peptone Dextrose (YPD)
brodo contenente 30% (vol/vol) di gli-
cerolo. Dopo rivitalizzazione in YPD a
30°C per 24 ore, essi sono stati sotto-
posti a prove di identificazione basate
su metodiche di tipo molecolare.

Estrazione del DNA

[ lieviti rivitalizzati in YPD brodo sono
stati sottoposti ad estrazione del DNA.
Dopo centrifugazione a 12.000 rpm a
4°C per 5 minuti, il pellet, risospeso
in 300 plL di Breaking Buffer (2% Tri-
ton X100, 2% SDS, 100 mM NaCl,
100 mM TRIS HCI pH 8, | mM EDTA
pH 8) & stato omogeneizzato in una
macchina “spaccacellule” (Fast Prep,
BIO 101, Resnova, ltalia) con 0,3 g di
biglie di vetro dal diametro di 0,5 mm,
in presenza di 300 L di fenolo-cloro-
formio-alcool isoamilico in rapporto
25:24:1. Dopo I'aggiunta di 300 pL di
TE (10 mM TRIS, | mM EDTA pH 7,6)
e seguita una centrifugazione per 10
minuti a 12.000 a 4°C, il surnatante &
stato prelevato ed il DNA & stato pre-
cipitato con | mL di etanolo assoluto.
Il pellet essiccato e stato risospeso con
50 L di acqua distillata sterile conte-
nente | pL di DNase-free RNase (Ro-
che Diagnostics, Germania).

Analisi PCR-DGGE
e sequenziamento

La regione DI del gene 26S rRNA e
stata amplificata tramite PCR usan-
do il primer senso NLI con coda GC
(sottolineata) (5'-CGC CCG CCG CGC
GCG GCG GGC GGG GCG GGG GCC
ATA TCA ATA AGC GGA GGA AAA
G -3’) ed il primer antisenso LS2 (5'-
ATTCCC AAACAACTCGACTC-3)
(1). Nella miscela di reazione sono sta-
ti usati 10 mM Tris HCI, 50 mM KClI,
1.5 mM MgCl, 0.2 mM di ciascun
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deossinucleotide trifosfato (dNTPs:
dATP, dCTP, dGTP, dTTP), 0,2 mM di
ciascun primer, 1,25 unita di Tag po-
limerasi (Applied Biosystem, Milano).
[l volume finale della miscela di reazio-
ne di ogni campione, compreso | pL
di DNA estratto (approssimativamen-
te 10 ng), & stato di 25 L. Il ciclo di
amplificazione & stato ripetuto per 30
volte ed ha previsto una fase di dena-
turazione a 95°C per 60 s, una fase di
annealing a 52°C per 45 s, una fase di
estensione a 72°C per 60 s. Il ciclo &
stato inoltre caratterizzato da una de-
naturazione iniziale a 95°C per 5 min
ed una estensione finale a 72°C per 7
min. Al fine di verificare la presenza
dell’amplificato da sottoporre ad analisi
DGGE, i prodotti sono stati sottoposti
a elettroforesi su gel di agarosio al 2%
contenente 0,5 pg/mL di bromuro di
etidio, visualizzati con transillumina-
tore UV e i risultati ottenuti sono stati
osservati con l'ausilio di una cabina
Biolmaging System GeneGenius (Syn-
Gene, Cambridge, UK).

Nell'analisi DGGE & stato utilizzato
un gel di acrilamide (8% [p/v] acrila-
mide-bisacrilamide 37.5:1) a gradien-
te denaturante dal 30 al 60% creato
con concentrazioni crescenti di urea
e formamide. L'elettroforesi & stata
condotta in un tampone di corsa con-
tenente 40 mM di Tris-acetato, 2 mM
di Na,-EDTA H,O, pH 8,5 (TAE), per
4 ore a 120 V con una temperatura
costante di 60°C. A fine corsa, i gel
sono stati colorati mediante immer-
sione in una soluzione di 1.25X TAE
contenente | X SYBR Green (Sigma) e
fotografati dopo illuminazione UV.
Dopo aver confrontato tutte le immagi-
ni dei gel DGGE con il programma Gel
Compare versione 4.1 (Applied Maths,
Kortrijk, Belgio), & stato possibile rag-
gruppare i ceppi con lo stesso profilo,
quindi almeno due rappresentanti per
ogni gruppo sono stati amplificati con i
primers NLI ed NL4 e successivamente
sequenziati (2). Le sequenze ottenute
sono state allineate in GeneBank con
I'ausilio del programma Blast (3), dal

quale & stata ottenuta una identifica-
zione del ceppo.

Analisi molecolare diretta
della pellicola

Un mL dellomogeneizzato prepara-
to per I'analisi microbiologica & stato
prelevato e sottoposto a centrifuga-
zione a 12.000 rpm per 10 mina 4°C.
Dopo essere stato risospeso in 150 pL
di tampone per proteinasi K (50 mM
Tris-HCI, 10 mM EDTA [pH 7,5], 0,5%
[p/vol] sodio dodecil solfato) si sono
aggiunti 25 L di proteinasi K (25 mg/
mL; Sigma) e si & proceduto con un
trattamento a 50°C 1,5 h. Dopo que-
sto trattamento si sono aggiunti 150
uL di breaking buffer 2x (4% [vol/vol]
Triton X-100, 2% [p/vol] sodio dodecil
solfato, 200 mM NaCl, 20 mM Tris [pH
8], 2 mM EDTA [pH 8]) e la soluzione
ottenuta & stata prelevata e posta in
tubi con tappo a vite contenenti 0,3 g
di biglie di vetro. A questo punto si &
aggiunto il fenolo-cloroformio-alcool
isoamilico e I'estrazione & continuata
come descritto sopra. Lamplificazione
del DNA e I'analisi DGGE sono state
condotte nelle stesse condizioni de-
scritte per i lieviti.

Capacita filmogena
dei lieviti isolati

In un tubo da batteriologia contenente
5 mL di YPD brodo si sono inoculati
dei rappresentanti di ogni tipologia di
lievito isolato dalla pellicola e si & pro-
ceduto all’'incubazione a 30°C per 72
ore con tubo piegato di 45°.

RISULTATI

Conte ed isolamento di lieviti

Dopo tre giorni di incubazione delle
piastre di Agar Malto con tetraciclina
a 25°-30°C la conta di lieviti totali era
di Ix10® unita formanti colonia (ufc)

FORMAGGIO

Fig. 2 - Aspetto delle colonie su Agar Malto
con tetraciclina delle 4 tipologie di lievito
isolate dalla pellicola.

per cm? di pellicola campionata. Dal-
I'osservazione delle piastre e stato pos-
sibile distinguere 4 diverse tipologie di
colonie diversificate in funzione delle
caratteristiche morfologiche e di colo-
re. Come mostrato in fig. 2, la tipologia
Aera 'unica caratterizzata da una con-
sistenza cremosa e da una superficie
della colonia lucida. Le tipologie Be C,
anche se molto simili sotto I'aspetto
morfologico, in quanto entrambe con
consistenza farinosa, avevano un colo-
re diverso. Mentre le colonie del lievito
B apparivano come bianche, quelle del
lievito C erano debolmente gialle. L'ul-
tima tipologia osservata appariva con
colonie molto estese ed ampie con una
consistenza coriacea e filamentosa. Le
conte microbiologiche per ogni tipolo-
gia di lievito erano le seguenti: [x10°
ufc/ecm? per la A, 7x107 ufc/cm? per le
colonie B + C (non si sono differenzia-
te queste tipologie nella conta) e 3x 107
ufc/cm? per le D.

Analisi DGGE ed identificazione
molecolare dei ceppi isolati

Si sono isolate 5 colonie per ogni ti-
pologia di lievito, le quali sono state
analizzate con PCR-DGGE per valu-
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Fig. 3 - Profili
DGGE di lieviti
appartenenti alle
4 tipologie (A, B,
C e D) isolati dalle
pellicole.

tare la loro migrazione elettroforetica
e raggrupparle per poi identificarle
tramite sequenziamento del gene 26S
rRNA. | risultati ottenuti dalle analisi
DGGE sono mostrati in fig. 3. Come
mostrato, mentre le tipologie A e C
hanno dato dei profili unici e diversi,
le colonie B e D erano caratterizzate
da migrazione elettroforetica del tutto
identica. Tutte le colonie isolate del-
la stessa tipologia hanno mostrato
un andamento omogeneo. Anche se
le colonie B e D hanno mostrato un
profilo DGGE identico, si & comun-
que proceduto ad una identificazio-
ne molecolare di entrambi in quanto
I'aspetto della colonia era completa-
mente diverso e questo suggeriva una
loro appartenenza a specie diverse. La

regione D1-D2 del gene 26S rRNA &
stata amplificata con i primers NLI ed
NL4 e successivamente sequenziata.
| risultati ottenuti sono mostrati in
tab. |. La colonia A é stata identi-
ficata come Kluyveromyces lactis,
mentre le colonie B e C appartene-
vano alle specie Yarrowia lipolytica
e Pichia fermentans, rispettivamen-
te. Mentre per le colonie A, B e C
e stata possibile I'attribuzione della
specie con certezza, per la colonia D
non si e ottenuta una identificazione
definitiva. Come riportato in tab. I,
infatti, il lievito D e stato identificato
al 99% come “lievito non identifica-
to”, mentre la prima specie risultante
dall’allineamento della sequenza era
Geotrichum sp.

Analisi diretta della pellicola
tramite DGGE

| risultati ottenuti dall’analisi diretta
tramite DGGE della pellicola ricavata
dalla superficie della robiola sono mo-
strati in fig. 4. Il profilo ottenuto era
caratterizzato da 3 bande di cui una
molto intensa (banda ). Comparan-
do i profili ottenuti dall’analisi diretta
con le migrazioni DGGE ottenute dalle
quattro tipologie di lieviti isolati con
metodi microbiologici tradizionali, &
stato possibile attribuire le bande | e
2 ai lieviti B e D, mentre la banda 3 al
lievito C. Nel gel DGGE non si & osser-
vata alcuna banda che poteva riferire
al lievito A.

Tipologia di colonia Identificazione Omologia Sequenza di riferimento
in GeneBank
A Kluyveromyces lactis 99% AF374614
B Yarrowia lipolytica 99% EF362750
C Pichia fermentans 100% AY497672
D Lievito non coltivabile 99% AY464883
Geotrichum sp. 98% DQ912852

Capacita filmogena
dei lieviti isolati

Al fine di identificare i potenziali lie-
viti alteranti della robiola esaminata
in questo studio, si & proceduto a de-

41

<2

<43

Fig. 4 - Analisi
diretta DGGE della
pellicola rinvenuta

su Robiola di
Roccaverano DOP.

Le tre bande indicate
si riferiscono alle
specie di lievito
piu abbondanti in
seguito all’analisi
del DNA.
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terminare la capacita filmogena delle
4 tipologie di lieviti. Come mostrato
in fig. 5, si & potuto osservate un film
dai lieviti B, C e D, ma mentre le pel-
licole formate da B e C avevano una
consistenza molto farinosa e si disgre-
gavano se sottoposte ad agitazione su
vortex, quella del lievito D aveva una
consistenza molto pit coriacea, la cui
struttura non veniva intaccata dopo
agitazione.

DISCUSSIONE

[ lieviti sono stati ritrovati ed isolati in
molte varieta di formaggi, tuttavia, nella
maggior parte dei casi, il loro ruolo non
e del tutto chiaro (4). Essi possono as-
sumere una valenza importante durante
la maturazione dei formaggi, in cui le
condizioni di basso pH, bassa umidita,
basse temperature e alte concentrazioni
saline li favoriscono. Non & ancora stato
definito se durante la stagionatura dei
formaggi si ha una progressione di di-
verse specie di lievito, in quanto, nella
maggior parte dei casi, non ¢ stato de-
finito lo stadio di maturazione nel quale
essi sono stati isolati (5). Le principali
alterazioni di cui i lieviti sono respon-
sabili nei prodotti lattiero-caseari sono
da attribuire a sapori ed odori di frutta e
lievito, produzione di gas e cambiamen-
to della struttura (4). Oggigiorno, con
il controllo delle operazioni durante la
lavorazione dei formaggi, la frequenza
con la quale queste alterazioni sono os-
servate & diminuita notevolmente rispet-
to al passato. Tuttavia, esse sono ancora
presenti. La definizione dell’alterazione
dei formaggi da parte di lieviti & piut-
tosto difficile e del tutto soggettiva, in
quanto l'attivita di questi organismi du-
rante la maturazione € in qualche caso
desiderata, in altri del tutto negativa. In
generale, pero, I'attivita fermentativa a
carico del lattosio da parte dei lieviti por-
ta ad un incremento di acidita, produ-
zione di gas e sapori di frutta, inoltre il
processo proteolitico e lipolitico dovuto

Fig. 5 - Capacita di formare pellicole da parte delle 4 tipologie di lieviti isolati in questo studio (A,
B, C e D) in tubo da batteriologia contenente terreno YPD, dopo incubazione a 30°C per 72 ore.

alla loro attivita enzimatica puo deter-
minare un sapore amaro e rancido, ol-
tre che produrre dei rammollimenti. Per
quanto riguarda i formaggi freschi o non
stagionati, i lieviti sono molto spesso i
responsabili principali delle alterazioni
caratterizzate da difetti di sapore ed
odore, gas e presenza di colonie sulla
superficie. Le popolazioni di lievito, in
questo caso, sono in grado di crescere
anche a temperature di refrigerazione e
possono raggiungere cariche microbi-
che di 10%-107 ufc/g. Il controllo delle
alterazioni da parte di lieviti in prodotti
lattiero-caseari si basa sui principi delle
buone prassi igieniche. | principali punti
critici da monitorare sono: opportuni
trattamenti termici prima della fermen-
tazione, assenza di lieviti nelle colture di
avvio di batteri lattici, quando essi non
sono desiderati, sanitizzazione regolare
degli impianti di produzione e controllo
delle contaminazioni crociate e post-
produzione da parte degli operatori e
dell’ambiente (4).

In questo lavoro si & proceduto alla ca-
ratterizzazione microbiologica di una
pellicola rinvenuta su Robiola di Roc-
caverano DOP. Questa presenza deve
essere ritenuta come una vera e propria
alterazione, il cui controllo & fondamen-
tale per evitare uno scadimento di tipo

organolettico e sensoriale. Da un cam-
pionamento microbiologico si sono de-
finite delle cariche di lieviti molto elevate
(108 ufc/cm? di pellicola), che suppor-
tano l'ipotesi che gli agenti biologici di
alterazione siano proprio i lieviti. Si sono
isolate 4 differenti tipologie di colonie,
due delle quali, appartenenti alle specie
Y. lipolytica e K. lactis, sono frequente-
mente isolate da prodotti lattiero-caseari
(5). Piu rara e invece la presenza di P
fermentans. L'ultima tipologia di lievito
isolata non é stata identificata in manie-
ra definitiva, infatti dopo allineamento
in banca dati, 'omologia piu elevata &
stata ottenuta per un “lievito non iden-
tificato”. Considerando comunque, che
il risultato immediatamente successivo
riferiva ad una specie di Geotrichum, si
puo ipotizzare I'appartenenza di tale
lievito a questo genere. Dai risultati ot-
tenuti dalle analisi dirette tramite DGGE,
in cui, analizzando il DNA estratto di-
rettamente dalla pellicola, e stata defi-
nita una massiccia presenza di questo
lievito e di Y. lipolytica, ma specialmen-
te considerando la sua capacita di for-
mare pellicole molto coriacee in brodo
YPD, si pud asserire che il lievito D € il
responsabile principale dell’alterazione
osservata in Robiola di Roccaverano
DOP. Il genere Geotrichum ha proprieta

|
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sia di lievito che di muffa, ma oggigior-
no é considerato come lievito. E gene-
ralmente ritrovato solo su formaggi a
crosta fiorita 0 ammulffita, anche se la
letteratura recente non supporta com-
pletamente questa ipotesi (6). La ragio-
ne per la quale, molto probabilmente, &
stato ottenuto questo risultato & I'asso-
miglianza delle colonie di Geotrichum
alla muffe, per cui non & stato isolato
e caratterizzato da altri formaggi in cui
si sono ritrovate altre specie di lieviti.
Geotrichum candidum, una delle specie
d’interesse lattiero-caseario, &€ uno dei
principali lieviti ritrovati in formaggio
Reblochon, dove cresce molto veloce-
mente durante i primi giorni di matura-
zione e rimane costante durante tutto

il periodo di stagionatura (7). I risultati
ottenuti in questo studio evidenziano
chiaramente che all'interno del genere
Geotrichum esistono delle specie con
capacita alteranti e necessitano di un
controllo microbiologico per evitare
I'insorgenza di pellicole sulle superfici
di formaggi freschi, come nel caso della
Robiola di Roccaverano DOP.
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