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INTRODUZIONE

Molti formaggi DOP della reald italiana vengono prodotti utilizzando colture naturali
ottenute incubando, in particolari condizioni, il latte crudo od il siero ottenuto da lavorazioni
precedenti. L'inoculo € caratterizzato da una presenza bilanciata di batteri lattici, ma richiede
lunghi tempi di preparazione e puo risultare variabile nel tempo.

Al fine di ottenere prodotti pitt standardizzati, ovviando ai limiti dei lattoinnesti ¢ dei
sieroinnesti, si & quindi passati all'impicgo di colture starter liofilizzate o congelate
caratterizzate da una significativa semplicita d’uso e da costi limitati, ma che determinano un
impoverimento organolettico del prodotto finito. Pertanto, negli ultimi anni, numerosi lavori
hanno concentrato la loro attenzione sulla selezione e la successiva caratterizzazione
genotipica ¢ fenotipica di nuovi ceppi batterici autoctoni isolati da formaggi artigianali, da
utilizzarsi quali starter in caseificazione (Cogan et al., 1997; Ayad et al., 2000; Wouters et al.,
2002).

Sebbene in Italia le colture starter autoctone siano gii da tempo utilizzate per la produzione di
importanti formaggi DOP quali I’ Asiago, il Bitto, la Fontina ed il Pecorino toscano nessuno
dei formaggi piemontesi DOP utilizza questo tipo di colture. Lo scopo di questo lavoro € stato
quindi quello di studiarc dal punto di vista aromatico 35 ceppi di batteri lattici autoctoni,
isolati da cagliate ¢ formaggi stagionati di Toma Piemontese DOP, il principale formaggio
dell’arco alpino nord-occidentale, al fine di definirne la potenzialita aromatica in vista di un
loro possibile utilizzo quali colture starter.

MATERIALI E METODI

Campioni

I 35 ceppi di batteri lattici (21 Lactococcus lactis subsp. lactis, 2 Lactococcus lactis subsp.
cremoris, 2 Lactobacillus paracasei, | Lactobacillus fermentum, 1 Lactobacillus casei subsp.
rhamnosus, 6 Streptococcus macedonicus ¢ 2 Steptococcus thermophilus) utilizzati in questo
studio sono stati isolati da cagliata o formaggio Toma Piemontese ed identificati tramite PCR
della regione spaziatrice 165/23S.
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Prima dell’utilizzo ogni ceppo ¢ stato coltivato in terreno di coltura M17 (Merck, Darmstadt,
Germania) con 2 trapianti successivi a 37°C per 24 ore (1% di inoculo).

Produzione dei lattoinnesti

I lattoinnesti (3 per ogni ceppo in esame) sono stati preparati con due trapianti in condizioni
steriliz il primo effettuato su 10 mL di latte pastorizzato commerciale a partire da brodocultura
e il secondo su 30 mL di latte a partire dalla lattocoltura precedentemente oftenuta (per
entrambi i trapianti: 2% di inoculo ¢ incubazione a 37° per 24 ore). Trascorse le 24 ore, il latte
coagulato ¢ stato posto a -18°C fino al momento dell’analisi. Come bianco ¢ stato utilizzato il
latte pastorizzato impiegato per i trapianti.

Analisi dei composti volatili

L analisi ¢ stata effettuata mediante la teenica SPME su 3 g di lattoinnesto posti in un vial da
10 mL con 0,84 g (28% wiw) di NaCl, 10 yL di standard interno (1-eptanolo, conc. 11,68
jrg/ml) e chiusi con tappo in PTEE/silicone da 20 mm (Supelco, Bellefonte, PA, USA).
L’equilibratura & avvenuta a 42°C per 30 min, mentre I'estrazione ¢ stata effettuata a 42°C per
20 min in spazio di testa statico e sotto agitazione magnetica utilizzando una fibra 50/30 pm
DVB/Carboxen/PDMS da 2 ¢m (Supelco, Bellefonte, PAJUSA) (Mallia et al., 2005). Il
desorbimento & stato cffettuato a 270°C per 4 min (modalita splitless).

La separazione e I'identificazione dei composti & stata cffettuata utilizzando un gas
cromatografo Shimadzu GC-17A accoppiato ad uno spettrometro di massa quadrupolo
Shimadzu QP-5000 (Shimadzu Corporation, Kyoto, Giappone). Per I'analisi ¢ stata utilizzata
una colonna capillare DB-WAX (30 mx 0.25 mm i.d., spessore film 025 pm) (J&W
Scientific Inc., Folsom, CA USA) e le condizioni operative sono state le seguenti: 35°C per 5
min; 2°C/min fino a 183°C: 1 min a 183°C; 15°C/min fino a 210°C; 5 min a 210°C.

I composti sono stati identificati mediante uno spettrometro di massa con un voltaggio di
ionizzazione di 70 eV operando in un range di massa di 33-300 amu. La temperatura della
sorgente ionica ¢ dell’interfaccia sono state fissate a 220°C.

I composti sono stati identificati mediante il confronto con tempi di ritenzione di composti
standard e/o gli indici di Kovats e/o le banche dati NIST 12, NIST 62 (National Institute of
Standards and Technology, Gaithersburg, MD, USA) ed Adams (2001).

La quantificazione dei composti ¢ stata effettuata integrando in TIC I'area (unita arbitraria)
dei singoli composti e rapportando questa a quella dello standard interno.

RISULTATI E DISCUSSIONE

Le analisi hanno permesso I'identificazione e la quantificazione, nei lattoinnesti prodotti
utilizzando i 35 ceppi di batteri lattici in studio, di 41 composti volatili.

La Cluster Analysis effettuata sui valori mediani delle concentrazioni dei 41 composti
calcolati nelle 3 repliche, ha permesso di differenziare i ceppi in 6 gruppi (Figura 1).

Tra le differenti classi di composti volatili prodotti dai batteri lattici in esame, la
predominante ¢ risultata essere quella degli acidi e all’interno di essa il composto pill
abbondante & stato I'acido acetico prodotto, in particolare, dal gruppo F costituito dal solo
ceppo Lactococeus lactis subsp. lactis TB 2.4 (Tabella 1).
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Figura | - Dendogramma ottenuto dall'Analisi Cluster eseguita sui valori mediani calcolati per
ciascun composto volatile prodotto dai ceppi batterici in studio.

H gruppo E, costituito anch’esso da un solo ceppo di Lactococcus lactis subsp. lactis A 2.4, ¢
stato caratterizzato invece dalla pitt alta concentrazione di alcoli ed in particolare di
isopentanolo ed isobutanolo. Entrambi i gruppi hanno inoltre prodotio e pin elevate
concentrazioni di aldeidi ed in pacticolare di 2-metil- ¢ 3-metil-butanale. 1l gruppo B,
costituito da 3 ceppi di Streptococeus macedonicus, ha prodotto invece le minori quantitd di
alcoli, ma, al contrario, le pil elevate guantita di a-chetoli (acctoino e 3-idrossi-2-pentanone),
di a-dichetoni (diacetile) ¢ di esteri di forte impatto aromatico. [l grappo A & risultato il meno
caratterizzato aromaticamenie in quanto presenta un profilo simile a quello del latte di
partenza a cui viene per altro accomunato dalla Cluster Analysis.

Tabella 1 - Composti identificati e quantificati (valori mediani della concentrazione (1 g/Kg)
caleolati per ciascuno dei gruppi individuati dall’Analisi Cluster).

Composti Gruppo A Gruppo B Gruppo C Gruppe D GruppoE  Gruppo F
)-CH, -

Propanale+Acelone 0 0 0 0 3356 240.2
Acetane 756 F72.0 88.8 1203 0] 0
Etil acetato 4o 1E.} 0 6,7 84 0
2-Bulanone 344 50.5 09 333 513 268
2-CH,-Butanale 0 0 20,1 47,5 1784 320.5
3-CH -Butanale 0 0 336 293 T705,7 0
Etanolo K1Y 5338 366 896 3435 279
2-Pentuanone 0 8.3 0 0 0 0

2. 3-Butandione 290 019 256 t4.7 18,5 371
2 3-Pentandione 7.5 6t.7 () 0.8 0 0
Buiil acetato 0 29 0 0 0 0
isanale 0.2 0 () 0 0 4]
[sobutanolo ) 0 0 194 BIE 1016 125.8

106



Pentifacetalo
2-LEptanone
2-Pentenale
[sopentanolo

3-CH - 3-Buten-1-o0lo
I-Pentanolo

IAcetoino
3-CH;-2-Buten-t-alo
B3-OH-2-Pentanone
Atcol {non

identi ﬁ‘culn}

I-Esanolo
2-Nonanone
2-Butossietanolo

i- Etossi -2- eplene
Ac. acetico

Meti estere dell'se. 2-
OH-4-CH;-pentanoico
Ac. formico
2CH,-Tetriidrotiofen-
3-one

2 3-Butandiolo o 4

2. 3-Butandiolo siexn
Ac butanoico

\c. isovalerico

¢, esanoico

DiCH ;-sulfone

2- Feniletanolo

AC. ottanoico

IAcC. decanoico

Ac. benzoico

8.0
2.0
3.1
1709
2.1
239

88
0
6788
£8
23
286
t9
132

125

0
0.6

N

70
284 4

VN

4.5

0

0
10,6
0
1.3329
0
10
36,2

148

04

2997
0
5525
0]
33,1
2260
564
350

O
20,9
0
378

1328

19,3
0
4263
135
8799
6A8
42.8
3523
768
46,8

37
157
164
2.329,1
0
4,6
4094
0
257

17,3
2.8
dg
14,8

1761,7

1376
192
10,0

639
3356
1713

346

1057
1660
40,5
31,1

CONCLUSIONI

I risultati ottenuti da questo stuwdio, oltre a confermare le potenzialita della tecnica HS-SPME-
GC/MS, hanno evidenziato Ic spiccate differenze esistenti fra i ceppi di batteri lattici studiati
dal punto di vista aromatico. Questi risultati, unitamente ad altre analisi di tipo biochimico ¢
tecnologico, quali fa produzione di amine biogene o la cinetica di acidificazione
consentiranno fa messa a punto di starter da ufilizzarsi nella produzione della Toma

Piemontese DOP che costituiranno il primo esempio di innesto autoctono in Piemonte.
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RIASSUNTO

Lo scopo di questo lavoro ¢ stato quello di studiare dal punto di vista aromatico 35 ceppi di
batteri lattici, isolati da cagliata o formaggio Toma Piemontese DOP, al fine di definirne la
polenzialith aromatica in vista di un loro possibile utilizze quali starter autoctoni. 1 risultati
hanno evidenziato spiccate differenze aromatiche fra i ceppi studiati che unitamente ad altre
analisi di tipo biochimico ¢ tecnologico, quali 1a produzione di amine biogene o la cinetica di
acidificuzione, potranno consentire fa messa a punto di uno starter autoctono da utilizzarsi
nela produzione della Toma Piemontese.

SUMMARY

STUDY OF VOLATILE COMPOUNDS PRODUCED BY WILD LACTIC ACID BACTERIA
IN MILKCULTURES

The aim of this work was to stidy 35 strains of wild lactic acid bacteria, isolated from Toma
Piemontese cheeses, for their volatite compownds production capability related to their use as
starter. The data obtained  from this research together with other biochemical and
technological analvsis, such ay biogenic amines production and acidification kinetic, should
be considered in the development of « new awtochthonous starter that could be used for the
production of Toma Piemomtese cheese,

FOR



