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INTRODUZIONE

La Fontina DOP & un formaggio a crosta lavata che si produce naturalmente
durante il processo di stagionatura in grotte naturali (umidita 90%, temperatu-
ra media 8-10°C), in seguito allo sviluppo di una microflora superficiale compo-
sita [1], che viene progressivamente selezionata dai continui interventi di frot-
tage e salatura a secco. Tale microflora esercita verosimilmente notevole influen-
za sulla maturazione della pasta e quindi sulle caratteristiche di tipicita orga-
nolettica del formaggio [2, 3]. Il miglioramento delle conoscenze in merito & di
rilevante importanza per la gestione e il mantenimento di tali caratteristiche.

La ricerca si prefigge di identificare i diversi componenti della microflora
superficiale del formaggio Fontina, accertandone l'origine e seguendone I'evoluzio-
ne qualitativa e quantitativa durante la stagionatura, per valutare in particolare
la loro influenza sulla formazione della crosta e piu in generale l'effetto di questa
sulla maturazione della pasta, con studi microbiologici, tecnologici e sensoriali.

MATERIALI E METODI

Sono state prese in considerazione forme prodotte in tre diversi caseifici val-
dostani (Montfleury, Villeneuve, Pollein), salate in salamoia o a secco, e fatte sta-
gionare in tre magazzini diversi (Pré-Saint-Didier, Saint-Christophe, Ollomont).
Su di esse sono stati effettuati campionamenti della microflora superficiale
all’atto della caseificazione e successivamente a 7, 14, 28, 56 e 84 giorni di sta-
gionatura. Sulla base di quanto riportato in letteratura [4], relativamente alla
microflora superficiale dei formaggi, i gruppi microbici e i relativi metodi di
determinazione presi in considerazione sono stati i seguenti:
— Carica batterica mesofila aerobia: Plate Count Agar; 30° C; 3 giorni.
Corineformi: Plate Count Agar + 5% NaCl +0,002% pimaricina; 30° C; 3 gior-
ni + 4 giorni daylight.
Cocchi coagulasi-negativi: Baird Park Agar; 30° C; 48 h.

Batteri lattici: M17 agar; 37° C; 48 h e MRS agar (anaerobiosi); 37° C; 48 h. -
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— Enterococchi: KAA; 37° C; 48 h.

— Lieviti e muffe: YGC; 25° C; 5 giorni.

Coliformi ed Enterobacteriaceae: Petrifilm EC e Petrifilm EB.
Listeria spp.: Fraser broth 30° C; 24 h, Rapid'Lmono 30° C; 24-48 h.

I dati relativi alle cariche dei gruppi microbici analizzati sono stati sottopo-
sti alla Cluster Analysis e all’Analisi delle Componenti Principali. Allo scopo di
indagare quali fossero le specie microbiche pili ricorrenti e rappresentative,
dalle piastre sono stati effettuati degli isolamenti di ceppi appartenenti a lievi-
ti, enterococchi, cocchi coagulasi-negativi e corineformi [5, 6].

I ceppi di lievito sono stati identificati con le tecniche API 20 C AUX e DGGE
[7, 8]. Gli enterococchi sono stati identificati con I'analisi della regione spazia-
trice 165-23S rDNA e PCR specie-specifiche. I cocchi coagulasi-negativi e i cori-
neformi sono stati identificati mediante DGGE [8].

RISULTATI E DISCUSSIONE

I risultati hanno evidenziato una microflora costituita da batteri corineformi
(cariche massime intorno a 10" UFC/g) e in minore misura da cocchi coagulasi:
negativi, batteri lattici e lieviti (cariche massime mediamente intorno a 10’
UFC/g). Gli enterococchi che, come noto, giocano un ruolo fondamentale nella
maturazione della pasta della Fontina, hanno presentato cariche superficiali
non superiori a 10° UFC/g. Sia pur con differenze legate al luogo di produzione e
di stagionatura, questi gruppi microbici hanno manifestato un aumento pro-
gressivo nel corso della stagionatura, ad eccezione dei batteri corineformi, che
dopo un incremento iniziale sono andati incontro ad un calo verso la fine del
periodo di stagionatura considerato.

I dati relativi alle cariche microbiche sono stati sottoposti ad analisi statisti-
ca per valutare I'eventuale influenza del luogo di produzione e di stagionatura.
L’Analisi delle Componenti Principali ha messo in evidenza un’influenza del fat-
tore magazzino; infatti, le cariche relative alle diverse produzioni raggruppano
tra loro a seconda del magazzino in cui le forme sono messe a stagionare (Fig. 1).

Dalla Cluster Analysis & emerso, inoltre, che le cariche ottenute dai formag-
gi provenienti dal caseificio Montfleury formano un gruppo che si distingue net-
tamente da quello dei formaggi prodotti negli altri due caseifici (Fig. 2). Cid
potrebbe essere in relazione con la qualita del latte, proveniente da un’unica
stalla e particolarmente paucimicrobico. Viceversa, non & stato osservato alcun
effetto dovuto alla diversa modalita di salatura. I profili DGGE relativi alla
microflora batterica e fungina sono stati sottoposti a Cluster Analysis. Il den-
drogramma che ne & risultato (Fig. 3) mostra come le matrici di crosta prove-
nienti dai due magazzini di Pré-Saint-Didier e di Ollomont clusterizzano sepa-
ratamente, in accordo con quanto gia rilevato dall’analisi statistica relativa alle

cariche microbiche.
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Figura 1 - Analisi delle Componenti Principali delle cariche microbiche che evidenzia

I'influenza del fattore magazzino.
Figure 1 - Principal components analysis of microbial counts which highlights the

influence of maturing cellar factor.
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Figura 2 — Cluster Analysis delle cariche microbiche dei caseifici.
Figure 2 - Microbial count Cluster Analysis of dairy farms.
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Figura 3 — Cluster Analysis dei profili DGGE delle cariche microbiche dei magazzini di

Ollomont e Pré-Saint - Didier.
Figure 3 - Microbial count Cluster Analysis of DGGE profiles of Ollomont and Pré-Saint

- Didier maturing cellars.
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Lidentificazione genetica mediante RSA e PCR degli isolati appartenenti al
gruppo degli enterococchi ha evidenziato la predominanza delle specie
Enterococcus faecium e E. faecalis. Tra i lieviti, identificati mediante il sistema
API, & prevalsa la specie Candida famata.

RIASSUNTO — La Fontina DOP & un formaggio prodotto tradizionalmente in Valle
d’Aosta. L'obiettivo di questa ricerca & stato quello di studiare e determinare l'e-
voluzione della microflora superficiale di questo formaggio attraverso I'utilizzo
di piastre microbiologiche e con tecniche di analisi coltura-indipendenti (PCR-
DGGE). I risultati ottenuti hanno evidenziato una microflora costituita princi-
palmente da batteri corineformi con cariche massime intorno a 10* UFC/g , CNC
e LAB che hanno raggiunto cariche di 10° UFC/g a fine stagionatura e da ente-
rococchi che sono stati individuati con cariche superficiali non superiori a 10¢.
Secondo I'analisi cluster dei profili DGGE, il magazzino di stagionatura sembra
aver influenzato le dinamiche di sviluppo dei gruppi microbici presenti sulla
superficie della Fontina DOP.
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SUMMARY - Development of surface microflora of Fontina PDO cheese and its
influence on the maturing: first acquisitions. - Fontina PDO is a cheese which
is produced in Aosta Valley by tradition. The aim of this research was to study
and to define the succession of microbial communities on the surface of this
cheese by using traditional plating and culture-independent analysis (PCR-
DGGE). The results obtained highlighted a microflora mainly made up of cori-
neform bacteria whose highest concentration was 10" CFU/g, CNC and LAB
reached counts of 10° CFU/g at the end of ripening and enterococci were not
detected with counts higher than 10° CFU/g. According to the cluster analy-
sis of DGGE profiles, the maturing cellar environment seemed to have
influenced the dynamics of microbial groups developing on Fontina PDO
cheese surface.
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