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FORMAGGI



Alimenti: ecosistemi ben definiti, la cui complessità del microbioma è
determinata dalle interazioni tra i fattori ambientali estrinseci, ed intrinseci
dell’alimento stesso.

Le popolazioni microbiche presenti nell’alimento, possono modificare la loro
composizione durante la maturazione, stagionatura o shelf-life, instaurando dei
meccanismi di interazione che spesso vengono solo parzialmente evidenziati
con i metodi di analisi microbiologica tradizionali.

Durante la stagionatura dei formaggi si succedono varie specie batteriche che
portano alla trasformazione biochimica di grassi e proteine, con l’ottenimento
delle caratteristiche organolettiche finali.

Il Next Generation Sequencing (NGS) rappresenta uno strumento potente per
studiare a fondo le comunità microbiche degli alimenti

E’ una tecnica indispensabile per complementare le metodiche coltura-
dipendenti della microbiologia, visto che spesso molti microrganismi sono
difficilmente isolabili.



La maturazione
Nel corso della maturazione si operano varie trasformazioni dovute a :
- enzimi del latte (soprattutto nei formaggi a latte crudo)
- attività residua del caglio (chimosina)
- enzimi degli starter batterici (lattici)
-enzimi di microrganismi non starter (starter secondari, muffe, batteri
propionici, o non starter già presenti nel latte o a sviluppo successivo).

Tutti questi fenomeni possono essere ricondotti a:
perdita di umidità e essiccamento, con formazione della crosta;
glucidolisi;
proteolisi;
idrolisi del grasso.



Ruolo DEL MICROBIOMA:

1 .Metabolismo Primario funzionale al prodotto (es. acidificazione latte per formaggio)

2.Inibizione alterativi e patogeni (competizione nutrizionale; produzione sostanze a
diverso spettro)

3.Metabolismo Secondario. (Produzione sostanze aromatiche –stagionatura:
maturazione)

4.Autolisi e rilascio enzimi intracellulari

5. Fase di maturazione



COLTURE	STARTER
106	UFC/ml

fermentano

LATTOSIO

producendo BATTERI	LATTICI
moltiplicandosi

Preparano	la	cagliata	per	la	
stagionatura

producono

METABOLITI

Che	impediscono	lo	sviluppo	
di

BATTERI	PATOGENI

BATTERI	ALTERNATIVI

conferiscono

SAPORE

STRUTTURA



- idrolisi	del	lattosio
- fermentazione	ad	acido	lattico
seguito	da	neutralizzazione	dello	stesso	
- scomparsa	dell’acido	lattico	
- aumento	del	pH;

glucidolisi



Dalla frazione lipidica si possono formare vari prodotti
intermedi di idrolisi dei trigliceridi:
- digliceridi,
- monogliceridi,
- glicerolo
- acidi grassi liberi;
questi ultimi possono essere ulteriormente degradati a
- aldeidi,
- alcoli,
- γ-lattoni,
- δ-lattoni
- metilchetoni.

idrolisi del grasso



proteolisi
 

Lactococcus Acido glutammico, valina, metionina, leucina, 

isoleucina, istidina e spesso anche fenilalanina, 

tiroxina, lisina e alanina (5).   

Leuconostoc Hanno esigenze molto variabili a seconda della specie: 

in genere acido glutammico e metionina sono 

stimolanti dello sviluppo. 

Streptococcus Acido glutammico, istidina, cisteina, metionina, 

valina, leucina, triptofano e tirosina.  

Lactobacillus Manifestano esigenze molto variabili fra le varie 

specie: per L. helveticus sono richiesti acido 

glutammico, alanina prolina e serina mentre per L. 

delbrueckij subsp. Lactis e L. casei subsp. casei  è 

richiesta treonina. 



IDROLISI DELLE PROTEINE



 

Microrganismi	non	lattici	di	interesse	lattiero	caseario

• Clostridi
• Batteri	propionici
• Bifidobatteri
• Pseudomonas
• Cromobatteri
• Micrococchi
• Bacillus
• Colibatteri
• Lieviti
• Muffe	

CONTAMINANTI
Streptococchi	fecali,	S.	specie	minori



FERMENTAZIONE

• LATTICA acido	lattico	aroma	di	formaggio	fresco

• PROPIONICA acido	lattico	dal	lattosio	tipico	aroma	dei	formaggi	cotti;

• Propionibacterium spp.	acido	propionico	ed	formaggi	occhiati.

• anaerobi acetico	dai	lattati;	CO2

• BUTIRRICA acido	acetico	e	butirrico	dai	lattati;	aroma	putrido,

• Clostridium butiricum,	CO2	e	idrogeno	gusto	piccante;	C.	tyrobutiricum gonfiore	tardivo	dei	formaggi	duri

• ALCOLICA Produzione	di	glucosio	e	galattosio;	utili	nella	stagionatura

• Lieviti	che	idrolizzano	etanolo	e	composti	aromatici	gonfiore	precoce	dei	formaggi;

• da	enterobatteri	 lattosio:	acido	lattico,	aromi	particolari

• acido	acetico,	idrogeno	e	CO2



• Studio preliminare del microbiota di un
formaggio tipico siciliano (Pecorino
siciliano)

• Analisi differenziale della popolazione
batterica tra la parte ESTERNA ed
INTERNA di due forme di formaggio F1 e
F2 delle quali:

• F1. buona produzione (commestibile)

• F2. cattiva produzione (non commestibile,
con bolle)



• Campionamento
• Estrazione del DNA:

Kit MERICON (Qiagen) in doppio

• Librerie genomiche:
Nextera XT

Agencourt AMPure XP

• Sequenziatore NGS:
MiSeq Illumina

• Analisi bioinformatica:
BaseSpace



Integrative	workflows	for	metagenomic analysis

BIOINFORMATIC	ARSENAL

(i) CloVR-metagenomics (Angiuoli et al.,	2011),	

(ii) Galaxy platform (metagenomics pipeline)	

(Giardine et al.,	2005),	

(iii)IMG/M	(Markowitz et al.,	2008, 2014),	

(iv)MetAMOS (Treangen et al.,	2013),	

(v) MG-RAST	(Aziz	et al.,	2008; Meyer et al.,	2008),	

(vi)RAMMCAP	(Li,	2009),	

(vii)SmashCommunity (Arumugam et al.,	2010).





Sample 
Number

Number Reads
PF

% Reads PF 
Classified to 

Genus

1 1,471,779 92.46%

2 1,857,512 91.55%

3 1,777,784 91.93%

4 1,430,781 91.46%

5 1,900,919 89.13%

6 1,481,703 90.71%

7 1,542,804 90.88%

8 1,173,598 90.09%

Number of 
Species

Identified

787

770

789

802

652

683

702

694

Aggregate results



Crosta	F1



Crosta	F2



Confronto	tra	i	campioni	Crosta	F1	- F2



Cuore	F1



Cuore	F2



Confronto	tra	i	campioni	Cuore	F1	- F2



Crosta - Cuore F1

Crosta - Cuore F2



• La parte esterna di F2 è più ricca di batteri contaminanti rispetto a F1,
probabilmente causa della cattiva maturazione.

• La parte core di F2 è anch’essa ricca di contaminanti che hanno
ostacolato l’opera dei caseificanti che risultano comunque presenti
ma in minor numero di specie rispetto alla produzione F1.



• STANDARDIZZAZIONE
• OTTIMIZZAZIONE DEGLI STARTER
• EVENTUALE BREVETTO PER STARTER DI PRODUZIONI TIPICHE
• ANALISI HACCP LUNGO LE FILIERE
• MIGLIORAMENTO DI FILIERA
• CONTROLLO AMBIENTALE
• MIGLIORAMENTO DELLE PRODUZIONI TIPICHE PER ARRIVARE AL
100% DI SUCCESSO


