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La fermentazione può essere definita come un processo di trasformazione di un alimento che produce risultati desiderabili
Nell’ambito dell’industria di fermentazione vengono utilizzati i microrganismi per la produzione di specifici metaboliti quali acidi, alcoli, enzimi, antibiotici, e carboidrati. La maggior parte dei microrganismi fermentativi include i batteri acido-lattici (LAB), muffe e lieviti. In particolare lattobacilli, streptococchi, lattococchi e pediococchi partecipano nella fermentazione di formaggi, vino, vegetali e carne per produrre acidi che apportano aromi gradevoli.

I progressi nell’ambito delle biotecnologie e della biologia molecolare hanno portato alla realizzazione di nuove tecniche basate sull’analisi del genoma batterico per identificare la specie di appartenenza di un determinato microrganismo e la sua tipizzazione in relazione a ceppi della stessa specie.

Le tecniche coltura-indipendenti consentono di valutare globalmente la popolazione

microbica di un substrato e sono in grado di evidenziare anche le specie meno coltivabili e meno rappresentate.

Tra le tecniche di maggior rilievo per lo studio delle comunità batteriche vi è la PCR-DGGE 

( Polymerase Chain Reaction- Denaturing Gradient Gel Electrophoresis), una tecnica coltura indipendente che combina l’amplificazione di specifiche regioni del genoma microbico ad una successiva corsa differenziale del materiale amplificato su gel di poliacrilammide a gradiente denaturante.

Per la valutazione della biodiversità si sceglie di estrarre gli acidi nucleici da matrici alimentari opportunamente preparate, poiché l’estrazione diretta di materiale genetico dagli alimenti comporta alcuni problemi, quali la presenza di DNA non esclusivamente batterico e la presenza di sostanze estranee che possano inibire la PCR.

La PCR, o reazione a catena della polimerasi è una tecnica che consente l’amplificazione di frammenti di acidi nucleici dei quali si conoscono gli estremi.  Con tale tecnica si ricostruisce in vitro uno specifico passaggio della riproduzione cellulare: la ricostituzione (sintesi) di due molecole di DNA a doppia elica a partire da una molecola. La reazione della polimerasi si realizza mediante un processo termico ciclico, in cui in ogni ciclo si ripetono 3 fasi a diversa temperatura: denaturazione, ibridazione ed estensione dei filamenti di DNA. Al termine della PCR è necessaria la separazione dei frammenti amplificati mediante elettroforesi su gel di agarosio. Le molecole di DNA, cariche negativamente per la presenza di ioni fosfato, vengono sottoposte ad un campo elettrico che ne provoca il trasferimento dal polo negativo al polo positivo; la distanza percorsa attraverso il gel polimerizzato è inversamente proporzionale al peso molecolare dei frammenti di DNA. Al termine della corsa si sottopone il gel a radiazioni UV mediante il transilluminatore. Il bromuro di etidio contenuto nel gel agisce da intercalante tra i filamenti di DNA e consente di rendere visibili le molecole di DNA mediante l’emissione di fluorescenza all’azione degli UV. Il peso molecolare dei prodotti amplificati viene valutato  mediante confronto con acidi nucleici a peso molecolare noto.                                             La DGGE, elettroforesi su gel di poliacrilamide con gradiente di denaturanti chimici (urea e formamide), è una tecnica che consente la separazione dei frammenti di DNA in base alla diversa conformazione spaziale della doppia elica, in condizioni di parziale denaturazione.  I prodotti PCR precedentemente ottenuti vengono sottoposti ad una corsa elettroforetica verticale su gel di poliacrilamide, caratterizzato da un gradiente chimico denaturante crescente linearmente e parallelamente alla direzione di corsa elettroforetica (Cocolin et al.2001). La doppia elica di DNA durante la corsa nel gel subisce una denaturazione che comporta una variazione della conformazione spaziale dei filamenti,nonché una parziale apertura della doppia elica del frammento con conseguente rallentamento della corsa elettroforetica, nel punto in cui il frammento incontra sul gel la concentrazione denaturante equivalente alla sua temperatura di denaturazione. Tale tecnica elettroforetica permette di analizzare il DNA/RNA estratto direttamente da alimenti senza la necessità di isolare i microrganismi su terreni selettivi; è un’analisi affidabile, riproducibile, rapida ed economica.                                                                                                                        Tale tecnica elettroforetica permette di analizzare il DNA/RNA estratto direttamente da alimenti senza la necessità di isolare i microrganismi su terreni selettivi; è un’analisi affidabile, riproducibile, rapida ed economica.  Il limite più rilevante consiste nella necessità di sequenziare i campioni di DNA e confrontare tali sequenze con i database nucleotidici  in quanto i profili ottenuti non sono direttamente convertibili in informazioni tassonomiche (Cocolin and Ercolini, 2008).
Vengono definiti "prodotti agroalimentari tradizionali" (PAT) quei prodotti tipici i cui metodi di lavorazione, conservazione e stagionatura sono praticati in un certo territorio in maniera omogenea e secondo regole tradizionali e protratte nel tempo, per un periodo comunque non inferiore a 25 anni (art. 8 del decreto legislativo n. 173 del 30 aprile 1998 e al successivo decreto n. 350 dell’8 settembre1999). In questa sede è stato effettuato uno studio atto a definire la popolazione globale naturalmente presente in diversi substrati alimentari. 

Lo scopo del lavoro è stato lo studio della biodiversità microbica in alcuni salumi e formaggi tradizionali Piemontesi mediante metodi molecolari diretti che prevedono l’uso della  tecnica PCR-DGGE, fondandosi sullo studio e sul riconoscimento di sequenze specifiche di DNA. Precisamente trattasi di 26 matrici alimentari ottenute da campioni di:

Salame di turgia, salame di patate, Gioda, Mortrett, Salgnun, Tumet, Toma ‘d Trausela, Toma di Bossolasco, Montebore, Brus, Robiola d’Alba, Tomino di Melle e Sola

Dall’identificazione molecolare delle bande selezionate nei salumi risultano predominanti i lattobacilli e il genere Leuconostoc , di interesse alimentare. 

Dai profili DGGE dei campioni caseari risultano predominanti i lattococchi, principalmente il Lactococcus lactis e gli streptococchi.

Tali microrganismi risultano fondamentali, con il loro metabolismo fermentativo, nel processo di acidificazione con produzione di acido lattico e metaboliti secondari. 

La presenza di Photobacterium phosphoreum e Vibrio nelle matrici dei salumi è probabilmente indice di contaminazione e deterioramento del prodotto, così come la presenza di Pseudomonas syringae nei campioni caseari di Salgnun e Montebore.

I risultati di questo lavoro evidenziano informazioni relative alle caratteristiche microbiologiche di diversi prodotti fermentati piemontesi, che contribuiscono a prevenirne la perdita della biodiversità microbica e a salvaguardarne la tipicità e il legame con il territorio e la cultura locale. 

La presenza di specie biodiverse nei campioni analizzati è indice di un forte legame geografico dei prodotti al territorio e alle tecnologie di produzione. 

Tale microflora proviene dall’ambiente in cui il formaggio viene prodotto, pertanto può essere a ragione considerata come un’impronta che l’ambiente di produzione e di lavorazione del latte lascia sul prodotto finito (Neviani et al., 1998).
Il dato interessante emerso consiste nella ricchezza e differenziazione delle comunità microbiche individuate.[image: image2.emf]
