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INTRODUZIONE

Lacido linoleico coniugato (CLA) & una miscela di isomeri geometrici e posi-
zionali dell’acido linoleico (C18:2) nel quale i doppi legami sono coniugati. Studi
effettuati su animali hanno dimostrato che il consumo di CLA ed in particolare
degli isomeri cis-9, trans-11 (c9:11-18:2) e trans-10, cis-12 (¢10c12-18:2) inibisce
liniziazione di carcinogenesi e tumorigenesi, riduce il grasso corporeo incre-
mentando la massa muscolare, diminuisce l'incidenza di ateriosclerosi e inter-
viene nella regolazione delliperinsulinemia e rafforza il sistema immunitario
[1]. I CLA sono prodotti attraverso l'isomerizzazione dell’acido linoleico o acido
vaccenico nel metabolismo ruminale [2], ma diversi studi hanno evidenziato che
essi possono anche essere sintetizzati dai microrganismi nel latte o in differenti
substrati colturali. '

Lo scopo di questo lavoro & stato quindi quello di selezionare ceppi di batteri
lattici capaci di sintetizzare CLA per poi essere utilizzati come starters o coltu-
re addizionabili nella produzione di yogurt e formaggi.

MATERIALI E METODI

a) Ceppi batterici e condizioni di crescita - Cinquanta ceppi tra cui
Lactobacillus plantarum, Lactobacillus paracasei, Lactobacillus casei,
Lactococeus lactis, Lactococcus lactis ssp. cremoris, Lactococcus lactis ssp. lactis
sono stati isolati da formaggi tradizionali piemontesi e identificati genetica-
mente come riportato da Fortina et al. [3].

I ceppi sono stati attivati in mezzo colturale di crescita MRS brodo per 12h a
37°C per poi essere nuovamente inoculati alla concentrazione di 10° UFC/mL in
10 mL di MRS brodo addizionato di 300 ppm di acido linoleico puro. L'acido lino-
leico & stato aggiunto in scluzione acquosa all’1% di Tween 80 per migliorarne la
solubilita. Le colture sono state incubate per 24h a 37°C.

Successivamente & stata allestita una prova su latte crudo addizionato di una
fonte alternativa di acido linoleico, I'olio di vinacciolo in quantita pari a 47 mg/L.
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b) Estrazione e analisi degli acidi grassi - I lipidi sono stati estratti median-
te estrazione liquido/liquido con una soluzione di cloroformio/metanolo (2:1 v/v),
saponificati come riportato da Lin ef al. [4] e gli acidi grassi liberi metilati in
ambiente acido seguendo la procedura indicata da Chin et al. [5] e Station et al.
[6]. Un microlitro di estratto di acidi grassi metilati & stato analizzato con
gascromatografo GC VARIAN 3400 (Varian Assoc. Inc., Walnut Creek, CA, USA)
equipaggiato con detector FID e software Chrom Card (Scientific Software Inc.,
San Ramon, CA, USA).

I due principali fra i CLA, il cis-9,trans-11 e il trans-10,cis-12 sono stati iden-
tificati mediante comparazione con i tempi di ritenzione dei rispettivi standard
metilici (Sigma-Aldrich, Italia). La concentrazione dei CLA & stata calcolata uti-
lizzando come standard interno il cis-cis 11,14 metil eicosadienoate.

RISULTATI E DISCUSSIONE

Dei 50 ceppi testati solamente quattro hanno dimostrato la capacita di pro-
durre CLA su mezzo sintetico MRS brodo. In particolare il Lactobacillus para-
casel 37-B8.7 e il Lactobacillus plantarum C110-9.10.2 hanno dato j migliori
risultati in termini di produzione di CLA (Tab. 1). In particolare, il ceppo L. plan-
farum 110-9.10.2 testato su latte crudo addizionato di olio di vinacciolo ha con-
fermato la capacita di produrre CLA (Tab. 2).

Tabella 1 - Incremento del contenuto in CLA (mg/L) in MRS brodo (pH 6,80) aggiunto di

acido linoleico libero (300 ppm).
Table 1 - Increase of CLA (mg/L) by lactic acid cultures in MRS broth additioned with

free linoleic acid (300 ppm,).

Ceppi c9,111 110, c12 CLA totali pH
(mg/L) (mg/L) (mg/L)
Lactobacillus
paracasei +13,4 +13,6 +27,0 4,71
37-B8.7
Lactobacillus
paracasei +3,3 +3,9 +7,2 4,69
37-B8.7.2
Lactobacillus
plantarum +2,4 +4,5 +7.0 4,00
110-C9.10
Lactobacillus
plantarum +6,3 +6,5 +12,8 3.87
110-C9.10.2
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Tabella 2 — Contenuto in CLA (mg/g grasso) di latte intero (pH 6,70) aggiunto di olio di
vinacciolo pari a 300 ppm di acido linoleico e Lactobacillus plantarum 110-C.9.10.2 dopo
incubazione per 24h a 37°C.

Table 2 —~ CLA content (mglg fat) of whole milk (pH 6,70) additioned with pomace oil
equgl to 300 ppm and Lactobacillus plantarum 110-C.9.10.2 after incubation of 24h at
37°C.

c9,t11 110, c12 CLA totali H
(mg/g) (mg/g) (mg/g) P

Latte crudo +

olio di vinacciolo 43 0.4 9 501
Latte crudo +

L. plantarum 110-C9.10.2 46 0.3 49 4,08
Latte crudo +

olio di vinacciolo + 5.2 04 5,6 4,10

L. plantarum 110-C9.10.2

CONCLUSIONI

Dai risultati fino ad ora ottenuti si pud rilevare che le stesse specie di batte-
ri lattici possono dare incrementi differenti del contenuto in CLA e quindi la con-
versione dell’acido linoleico in CLA si pud considerare un’attivita ceppo-specifi-
ca e non specie-specifica.

I buoni risultati ottenuti per il ceppo L. plantarum 110-C9.10.2 fanno si che
lo si possa considerare un potenziale starter o co-starter nella produzione di
yogurt e/o formaggi ad elevato valore nutrizionale.
RIASSUNTO — Lo scopo di questo lavoro & stato quello di selezionare ceppi di bat-
teri lattici capaci di sintetizzare CLA da utilizzarsi come starter o colture addi-
zionali nella produzione di yogurt e formaggi funzionali. Cinquanta ceppi di bat-
teri lattici tra cui Lactobacillus plantarum, Lactobacillus paracasei,
Lactobacillus casei, Lactococcus lactis, Lactococcus lactis ssp. cremoris,
Lactococcus lactis ssp. lactis isolati da formaggi tradizionali Piemontesi sono
stati quindi inoculati in MRS brodo, addizionato di acido linoleico puro, al fine
di testarne la capacita di produrre acidi linoleici coniugati  (CLA).
Successivamente & stata allestita una prova su latte crudo, addizionato di olio di
vinacciolo, come fonte di acido linoleico. Dei ceppi testati, il L. plantarum 110-
C9.10.2 e il L. paracasei 37-B8.7 hanno prodotto nel substrato sintetico, addi-
zionato di acido linoleico, le piu elevate quantita di CLA (rispettivamente 13 e
27 mg/L); inoltre il L. plantarum 110-C9.10.2 inoculato su latte crudo, addizio-
nato di olio di vinacciolo, ha confermato la produzione di CLA con un incremen-
to pari a 0,7 mg CLA/g grasso di latte. Dai risultati ottenuti si pud quindi ipo-
tizzare che il ceppo L. plantarum 110-C9.10.2 possa essere utilizzato quale ceppo
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starter o co-starter nella produzione di yogurt e/o formaggi ad elevato valore
nutrizionale.
Parole chiave: acidi linoleici coniugati, batteri lattici, latte

SUMMARY - Production of Conjugated Linoleic Acid (CLA) by lactic acid bacteria
isolated from Italian traditional cheeses. - The aim of this work was to select lac-
tic acid bacteria strains able to synthesize CLA and useful as starters or adjunct
cultures for the development of yogurt and cheese with potential health or nutri-
tional benefits. This research was performed with about fifty strains of
Lactobacillus plantarum, Lactobacillus paracasei, Lactobacillus casei, Lactococcus
lactis, Lactococcus lactis ssp. cremoris, Lactococcus lactis ssp. lactis isolated from
traditional cheeses of Piedmont region (North-West, Italy). Among these strains,
the Lactobacillus plantarum 110-C9.10.2 and the Lactobacillus paracasei 37-
B8.7 have shown, on synthetic medium (MRS broth) added with free linoleic acid,
the highest CLA production (13 and 27 mg/L of medium, respectively). Therefore
L. plantarum 110-C9.10.2 inoculated in whole milk added with 47 mg/L of poma-
ce oil confirmed its capablhty to produce CLA (0.7 mg CLA/g fat). So xt could be
used as starter or co-starter in yogurt and/or cheese production.
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