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Il progetto prevedeva la determinazione del contenuto di acidi grassi polinsaturi omega 3
all'interno di alcune partite di unifeed arricchite con lino estruso e la determinazione della
quantita di microrganismi probiotici presenti in alcuni formaggi a diverso grado di
stagionatura.

1. ATTIVITA’ SVOLTE

Le attivita previste nel programma sono state realizzate nel rispetto delle tempistiche
indicate, di seguito si propone una breve sintesi delle attivita svolte dai partners del

progetto

1) Attivita sperimentale

j)
k)

Individuazione aziende coinvolte nella sperimentazione e scelta della forma
fisica e delle caratteristiche chimiche del lino da introdurre nelle diete,
definizione del protocollo sperimentale.

Prelievi di campioni della razione (unifeed) il 7° e il 21° giorno di ciascun
sottoperiodo (totale 160 campioni di unifeed prelevati) e di lino estruso.

Prelievi di campioni di latte di massa dalla cisterna di refrigerazione il 7°, il 14° e
il 21° giorno di ciascun sottoperiodo (totale 240 campioni di unifeed prelevati).
Prelievo di campioni di formaggio ottenuti dalle caseificazioni del latte prelevato
da ciascun allevamento il 21° giorno di ciascun sottoperiodo (totale 80 campioni
di formaggio prelevati).

Analisi chimiche.

A partire dal mese di marzo 2009 sono state avviate le analisi sui campioni di
unifeed e di lino estruso, sui campioni di latte e sui formaggi presso il aboratorio
del Dipartimento di Scienze Animali.

A completamento delle analisi chimiche & stata effettuata I'’elaborazione
statistica dei dati ed é stato elaborato il report finale.

Relativamente allo studio delle caratteristiche di probioticita dei formaggi
prodotti nelle due aziende casearie che hanno partecipato alla sperimentazione
(Latteria di Soligo e Societa Agricola Cooperativa Pedemontana San Pio X),
sono stati sottoposti ad indagine alcune tipologie di formaggi (Mareno, PioX,
Torrione, Sile) a diverso grado di stagionatura. Per ciascun formaggio si e
proceduto al conteggio di diversi gruppi di batteri lattici all'interno dei quali &
possibile riscontrare la presenza di ceppi con caratteristiche probiotiche.

Per verificare I'eventuale probioticita di tali microrganismi dalle piastre di conta
sono state isolate 162 colonie di presunti lattobacilli che sono state
successivamente sottoposte a identificazione molecolare mediante RAPD-PCR,
PCR specifica e sequenziamento al fine di individuare i diversi ceppi presenti e
le specie di appartenenza. Un numero rappresentativo di ceppi appartenenti a
specie nell’ambito delle quali € ricorrente rilevare la presenza di ceppi probiotici
e stato infine sottoposto alla valutazione in vitro delle caratteristiche probiotiche,
in particolare allo studio della capacita di superare la barriera gastro-intestinale.
E’ stata effettuata la valutazione in vitro della resistenza al transito intestinale
per poi procedere alla conta dei lattobacilli.

Infine si & determinata la resistenza ai sali biliari; Tale valutazione & stata
condotta seguendo il protocollo di Charteris et al. (1998) che prevede di
valutare la capacita di crescita del ceppo testato in presenza e assenza di sali
biliari. Questo parametro € fondamentale nello stabilire se un ceppo batterico &
un potenziale probiotico.



) Relativamente allo sviluppo di formaggi freschi e di formaggi a media
stagionatura arricchiti con microrganismi probiotici sono state effettuate sia
caseificazioni sperimentali eseguite nei laboratori di Veneto Agricoltura sia
produzioni industriali presso Latteria di Soligo e Societa Agricola Cooperativa
Pedemontana San Pio X. Quale microrganismo probiotico & stato utilizzato
Lactobacillus acidophilus L61, ceppo di origine umana appartenente alla
collezione microbica di Veneto Agricoltura.

m) Sono stati effettuati processi di caseificazione sperimentali mirati.

Le aziende casearie, nellambito del progetto sono intervenute nelle fasi di :

* Alimentazione dei bovini in test tramite le aziende agricole socie coinvolte.

* Individuazione del fornitore dell’alimento apportatore del nutriente in test.

* Pianificazione delle date di consegna dell’alimento alle aziende agricole.

* Raccolta del latte presso ogni azienda agricola secondo il calendario approvato.

* Caseificazione del latte di ogni singola stalla partecipante al progetto.

* Analisi fisico-chimico-biologiche sia del latte e corrispondente formaggio di ogni singola
stalla.

* Analisi dello stato di avanzamento del progetto rispetto al cronoprogramma.

* Disseminazione dei risultati conseguiti.

* Operazioni di oliatura, rimontaggio, raschiatura e lavaggio delle forme ne locale di
affinamento.

* Verifiche e Controlli sulla tenuta delle barriques nelle quali & stato affinato il formaggio
oggetto di analisi.

2) Riunioni fra partner per coordinamento e stato di avanzamento:

a) 9 febbraio 2009. Incontro presso la sede di Vedelago (TV) di Societa Agricola
Cooperativa Pedemontana San Pio X di tutti i soggetti partner del progetto.

b) 6 agosto 2009. Incontro presso la sede APA di Villorba (TV) della prof.ssa
Bailoni con i referenti di Latteria Soligo, gli allevatori coinvolti nel progetto (n. 6)
e i responsabili della caseificazione.

OdG: stato di avanzamento del progetto e verifica dei primi risultati.

c) 25 settembre 2009. Incontro presso la sede di Vedelago (TV) di Societa
Agricola Cooperativa Pedemontana San Pio X di tutti i soggetti partner del
progetto OdG: stato di avanzamento del progetto: risultati preliminari.

d) 6 ottobre 2009. Incontro presso la sede di Vedelago (TV) di Societa Agricola
Cooperativa Pedemontana San Pio X della prof.ssa Bailoni con i referenti di
Societa Agricola Cooperativa Pedemontana San Pio X, gli allevatori coinvolti
nel progetto (n. 4) e i responsabili della caseificazione.

OdG: stato di avanzamento del progetto e verifica dei primi risultati.

e) 8 settembre 2010. Incontro presso la sede di Vedelago (TV) di Societa Agricola
Cooperativa Pedemontana San Pio X della prof.ssa Bailoni con i referenti della
Latteria, gli allevatori coinvolti nel progetto e i responsabili della caseificazione.
OdG: presentazione dei risultati della prova e discussione con allevatori e
casari.

3) Disseminazione dei risultati
a) 27 giugno 2011. Convegno “E’ ancora tempo di latte? Interroghiamoci
sull’attualita del latte e dei suoi derivati nella dieta. Organizzato da Veneto



Agricoltura - Istituto per la Qualita e le Tecnologie Agroalimentari a Thiene (VI).
Intervento di Lucia Bailoni: Latte e formaggi arricchiti con acidi grassi omega 3.
b) 9 settembre 2011 Convegno sull’alimentazione “l prodotti lattiero-caseari ed
alimentazione. E’ tutto vero quel che si dice?"a Istrana (TV) nellambito della
34a Festa dell’Agricoltura. Intervento di Lucia Bailoni: Latte e formaggi arricchiti
con acidi grassi omega 3.
17 dicembre 2011 Convegno Regionale A.D.l. (Associazione Dietisti ltaliana)
“Dall'alimento al nutriente: dal pesce agli Omega 3” a Vicenza. Intervento di Lucia Bailoni:
Latte e formaggi arricchiti con acidi grassi omega 3.



2 RISULTATI CONSEGUITI NEL CORSO DEL PROGETTO

2.1 COMPOSIZIONE CHIMICA DEL LINO ESTRUSO

| valori ottenuti presso il laboratorio LAZ del Dipartimento di Scienze Animali dell’Universita
di Padova sono in linea con i dati indicati dalla ditta produttrice (Cortal Extrasoil S.p.A.).
Essi risultano essere piu bassi dei valori di riferimento e pari rispettivamente a 9.2, 22.1,
13,4 e 5.6 % sul tal quale. Le tre partite di lino estruso utilizzate dalle aziende nel corso
della prova sono state esaminate per il profilo acidico, e dalle analisi si pud notare come il
lino sia un seme particolarmente ricco di acidi grassi monoinsaturi e polinsaturi. Tra questi
ultimi il maggiore rappresentante € l'acido a-linolenico (C18:3 n3), presente in
concentrazione superiore al 50% sulla quantita totale degli acidi grassi in tutte e tre le
partite di lino analizzate.

E possibile calcolare da questo dato la quantita di C18:3 n3 assunta teoricamente da
ciascuna delle bovine attraverso il lino estruso (400 g/capo/d), che si attesta intorno a 76
g/d. La quantita assunta da ogni singolo capo non & perfettamente quantificabile e
dipende dalla razione ingerita giornalmente, nonché dalla omogeneita di distribuzione del
lino allinterno del carro, quindi tale quantita dev’esser considerata indicativa.

2.2 COMPOSIZIONE CHIMICA DELL’UNIFEED

Gli allevatori hanno provveduto a consegnare i campioni di unifeed affinché fosse
analizzata la loro composizione chimica. E emersa una certa variabilita dovuta
principalmente alla diversita delle formulazioni delle diete e delle materie prime utilizzate.
L’effetto trattamento (inclusione di lino estruso nella dieta) ha avuto ovviamente un ruolo
fondamentale nel condizionare il tenore in primo luogo dei lipidi grezzi e quindi di proteina.
Tuttavia non tutte le aziende hanno evidenziato un aumento della percentuale di lipidi
nell’unifeed.

La stagione ha invece influito in modo statisticamente significativo nel condizionare il
contenuto di sostanza secca delle razioni, mentre non sembra aver avuto alcun effetto
sulle restanti componenti. Le razioni sono apparse piu ricche di sostanza secca in
primavera e in estate rispetto ad autunno e inverno.

2.3 INGESTIONE MEDIA GIORNALIERA DI S.S.

L’introduzione del lino estruso nella dieta delle bovine non ha indotto cambiamenti
significativi nellingestione media giornaliera di s.s. Tuttavia la stagione ha influito in
maniera statisticamente significativa sulla quantita di s.s. ingerita dalle bovine. Infatti una
diminuzione € stata osservata nei periodi estivo e autunnale, mentre si sono registrati
livelli superiori di ingestione in primavera ed inverno.

2.4 PROFILO ACIDICO DELL’UNIFEED

L’analisi del profilo acidico delle diete unifeed ha evidenziato, come atteso, un aumento
statisticamente significativo degli acidi grassi polinsaturi omega 3 in seguito all'inclusione
del lino estruso nella dieta delle bovine. Ad aumentare particolarmente € l'acido a-
linolenico. L'effetto stagione influenza in modo significativo la maggior parte degli acidi
grassi. Cio e dovuto alla diversa natura delle materie prime utilizzate nella formulazione
dell'unifeed.



2.5 PRODUZIONE DI LATTE

E’ stato osservato che all'interno di ogni stagione, le performance produttive delle bovine
in lattazione non subiscono variazioni di rilievo passando dalla razione con l'inclusione di
lino estruso alla dieta di controllo

Per quanto riguarda la stagione & noto che la produzione media di latte diminuisce durante
le stagioni piu calde. Riguardo invece l'effetto dell'interazione trattamento per periodo si
osserva una produzione maggiore di latte in primavera e in estate da parte delle bovine,
che hanno ricevuto il lino estruso nella dieta rispetto a quelle alimentate con la sola dieta
di controllo. Nella stagione autunnale e invernale la situazione si inverte, in quanto
I'integrazione di lino causa una riduzione della produzione giornaliera di latte.

2.6 QUALITA’ DEL LATTE

L’inclusione del lino nella dieta delle bovine non ha determinato variazioni significative
relativamente ai parametri qualitativi del latte (grasso, proteine, cellule somatiche e carica
batterica).

2.7 PROFILO ACIDICO DEL LATTE

L’analisi della varianza condotta sul profilo acidico del latte ha evidenziato come I'effetto
del trattamento sia risultato significativo solo per alcuni acidi grassi, mentre la maggior
parte delle variabili risentono solo dell’effetto periodo.

Per quanto riguarda gli acidi grassi insaturi, la dieta arricchita in lino estruso ha comportato
un tendenziale aumento degli acidi grassi monoinsaturi grazie soprattutto all’aumento
dell’acido oleico. Questo € un aspetto positivo da tenere in considerazione viste le
implicazioni salutistiche dell’acido oleico, la cui azione fondamentale & quella di ridurre la
concentrazione dellLDL plasmatico senza perd agire su quella del’lHDL e modificando
positivamente il rapporto LDL/HDL.

Ai fini del presente progetto I'aspetto piu interessante era perd valutare 'andamento degli
acidi grassi polinsaturi in seguito all’introduzione del lino estruso nella razione giornaliera
ed in merito a cid si € potuto notare che il latte prodotto dalle bovine, che hanno assunto il
lino estruso, risulta essere piu ricco di acidi grassi della serie omega 3 in primavera, estate
e autunno. Le differenze tra controllo e lino non hanno raggiunto invece la significativita
durante la stagione invernale.

2.8 PROFILO ACIDICO DEL FORMAGGIO

Le forme di formaggio provenienti dalla caseificazione dalle Latterie di Soligo (Caciotta) e
Societa Agricola Cooperativa Pedemontana San Pio X (Fiore del Grappa) sono state
sottoposte all’analisi per il profilo acidico.

Globalmente I'aggiunta di lino estruso nella dieta delle bovine ha comportato una riduzione
del contenuto di acidi grassi saturi nel formaggio, come verificatosi per il profilo acido del
latte.

2.9 TRASFERIMENTO DEGLI OMEGA 3 DALL’ALIMENTO AL LATTE E DAL
LATTE AL FORMAGGIO

E’ stato valutato il trasferimento degli acidi grassi omega 3 dal latte al formaggio
individuando una relazione positiva fra questi due parametri ma non significativa. |l grado
di trasferimento degli omega 3 dal latte al formaggio € risultato molto alto in entrambi i
gruppi sperimentali e pari all'89.1% con la dieta di controllo e all'81.6% nella dieta che
prevedeva I'aggiunta del lino.



2.10 STATO SANITARIO DELLE BOVINE DURANTE LA PROVA

Dalle analisi si € potuto osservare che le bovine la cui razione era addizionata con il lino
estruso non hanno manifestato differenze significative nell'incidenza delle principali
patologie rispetto alle bovine alimentate con la dieta di controllo.

3. CONCLUSIONI

3.1 INCLUSIONE DEL LINO ESTRUSO NELLA DIETA DELLE VACCHE DA
LATTE

Sulla base dei risultati si puo affermare che l'inclusione del lino estruso nella dieta delle
vacche da latte permette di modificare la composizione acidica dei prodotti lattiero-caseari,
latte e formaggio, aumentando la percentuale di acidi grassi insaturi, in particolare
dell’acido a-linolenico.

E’ possibile che attraverso una maggiore stagionatura del formaggio, rispetto a quella
sperimentata in questa prova, si ottengano risultati ancora piu evidenti sulla
concentrazione degli acidi grassi omega 3 con riflessi quindi interessanti sulla salute del
consumatore.

3.2 STUDIO DELLE CARATTERISTICHE DI PROBIOTICITA’

Relativamente allo studio delle caratteristiche di probioticita dei formaggi prodotti nelle due
aziende casearie che hanno partecipato alla sperimentazione (Latteria di Soligo e Latterie
Trevigiane), sono stati sottoposti ad indagine alcune tipologie di formaggi (Mareno, PioX,
Torrione, Sile) a diverso grado di stagionatura. Per ciascun formaggio si & proceduto al
conteggio di diversi gruppi di batteri lattici ed il sequenziamento ha permesso di
identificare come appartenenti alla specie L. helveticus 57 isolati da formaggio Mareno e
Montasio originariamente identificati come L. parabuchneri con I'analisi RAPD-PCR.
L’assegnazione tassonomica dei 57 isolati, ottenuta servendosi della metodica del
sequenziamento, € stata confermata anche utilizzando i primers (G1-2 e G1-3) specie-
specifici per L. helveticus. La specie L. helveticus non € tra le specie di batteri lattici
considerate probiotiche (non sono disponibili nella letteratura scientifica dati sulla sua
probioticita) ma & sicuramente una specie molto rilevante ai fini caseari. L'analisi
molecolare ha infine evidenziato I'assenza nei formaggi esaminati di ceppi appartenenti
alla specie L. acidophilus.

Tra le specie di interesse probiotico individuate vanno segnalate Lactobacillus paracasei,
L. rhamnosus e L. plantarum.

L. paracasei & presente in tutti i formaggi isolati mentre L. rhamnosus & stato riscontrato
nei formaggi Pio X e Torrione. Infine, L. plantarum & stato rilevato nei formaggi Mareno,
Montasio e Torrione. Tali formaggi possono quindi essere considerati veicolo di
potenziali microrganismi probiotici.

Per raggiungere il tratto intestinale i batteri potenzialmente probiotici devono resistere al
transito nello stomaco, dove la secrezione gastrica di acido cloridrico costituisce il primo e
reale ostacolo alla maggior parte dei microrganismi ingeriti con I'alimento.

La metodica impiegata prevede I'utilizzo di un supporto nutritivo per la crescita (MRS) e di
alcuni reagenti per simulare la digestione gastrica.

Da queste prove é risultato che gli isolati batterici che nelle precedenti prove con pepsina -
pH 2 evidenziavano una marcata perdita di vitalita, sono invece in grado di resistere al
trattamento con pepsina - pH 2 se esso e effettuato in presenza di latte confermando
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I'effetto protettivo dello stesso. Considerando che i formaggi presentano un maggior
contenuto in grassi rispetto al latte, fattore che garantisce una superiore protezione
ai batteri, si puo ritenere che essi possano rappresentare un buon veicolo di
probiotici.

La prova successiva € stata la valutazione in vitro della resistenza al transito intestinale.
La metodica adottata rispecchia quella seguita per la simulazione della resistenza al
transito gastrico sostituendo la pepsina con una soluzione basica di pancreatina. Si &
quindi proceduto alla conta dei lattobacilli dopo 1 min. e 240 min. di incubazione a 37°C in
presenza di pancreatina. | dati ottenuti evidenziano per tutti i ceppi testati resistenza in
vitro transito intestinale.

L'ultima prova eseguita € stata la determinazione della resistenza ai sali biliari che
prevede di valutare la capacita di crescita del ceppo testato in presenza e assenza di sali
biliari.

| risultati ottenuti evidenziano che gli isolati analizzati sono insensibili all'attivita inibente
dei sali biliari.

In conclusione, i dati ottenuti dalla caratterizzazione microbiologica dei formaggi Mareno,
Montasio, Sile, Pio X e Torrione evidenziano la presenza in questi formaggi di batteri
lattici appartenenti a specie potenzialmente probiotiche. Tali batteri lattici si
mantengono a concentrazioni elevate durante la stagionatura del prodotto raggiungendo
in alcuni casi concentrazioni superiori ai 10.000.000 ufc/g. Il successivo studio in vitro ha
evidenziato la loro capacita di resistere, soprattutto in presenza di latte, alla simulazione
delle condizioni in cui vengono trovarsi nel tratto gastrointestinale. Si pué quindi ritenere
che questi formaggi possano rappresentare un interessante e naturale veicolo di
potenziali microrganismi probiotici.

3.3 SVILUPPO DI FORMAGGI FRESCHI E DI FORMAGGI A MEDIA
STAGIONATURA ARRICCHITI CON MICROORGANISMI PROBIOTICI
Relativamente allo sviluppo di formaggi freschi e di formaggi a media stagionatura
arricchiti con microrganismi probiotici, sono state effettuate sia caseificazioni
sperimentali eseguite nei laboratori di Veneto Agricoltura sia produzioni industriali presso
Latteria di Soligo e la Societa Agricola Cooperativa Pedemontana San Pio X.

Le caseificazioni sperimentali a formaggio Mareno sono state effettuate presso il
laboratorio di Biotecnologie di Veneto Agricoltura utilizzando latte termizzato proveniente
da Latteria di Soligo e inoculando il ceppo probiotico. | formaggi prodotti sono stati
controllati per la presenza di L. acidophilus durante la maturazione. Nei primi 50 giorni di
maturazione si osserva una buona persistenza di L. acidophilus che, pur calando di circa
un logaritmo rispetto all'inoculo al tempo TO, si attesta dopo 50 giorni di stagionatura a
valori dell’ordine di 4,84 log ufc/g. Analisi successive effettuate su campioni stagionati per
120 giorni, non hanno invece consentito di rilevare la presenza di L. acidophilus alle
diluzioni testate (da — 5 a -2) suggerendo quindi un calo significativo del ceppo probiotico
durante la stagionatura.

Un calo particolarmente drastico nella concentrazione di L. acidophilus & stato rilevato
nelle lavorazioni industriali a formaggio Mareno effettuate presso Latteria di Soligo, inclusa
la lavorazione stagionata presso Casearia Carpenedo. In questo formaggio il conteggio di
L. acidophilus effettuato dopo 40 giorni di stagionatura ha infatti evidenziato una
concentrazione di L acidophilus inferiore a 10.000 ufc/g. Analoghe considerazioni
possono essere effettuate relativamente alle lavorazioni sperimentali a formaggio PioX.
Analisi successive effettuate su campioni stagionati per 120 giorni, non hanno invece
consentito di rilevare la presenza di L. acidophilus alle diluzioni testate (da — 5 a -2)
suggerendo quindi un calo significativo del ceppo probiotico durante la stagionatura. Sia



nelle lavorazioni sperimentali effettuate in laboratorio, sia nella lavorazione industriale
realizzata presso Latteria di Soligo, I'aggiunta di L. acidophilus non ha comunque
interferito con il processo di acidificazione del latte ad opera della coltura starter e non ha
quindi determinato anomalie nel processo di caseificazione. Tuttavia, considerato il
drastico abbassamento della concentrazione di Lb. acidophilus durante la stagionatura, si
ritiene che questo ceppo probiotico e piu in generale ceppi probiotici appartenenti
alla specie Lb. acidophilus non presentino caratteristiche di persistenza durante la
stagionatura dei formaggi e non risultino quindi idonei ad essere utilizzati come
probiotici in formaggi a media lunga stagionatura. Piu interessante in termini di
persistenza di L. acidophilus le lavorazioni industriali a formaggio Frescosi e stracchino
effettuate presso Latteria di Soligo e le produzioni di ricotta realizzate presso la Societa
Agricola Cooperativa Pedemontana San Pio X dove il ceppo L. acidophilus L61 & stato
inoculato in latte che era stato precedentemente sottoposto ad un trattamento con
'enzima lattasi al fine di ottenere un prodotto a basso contenuto di lattosio adatto anche a
persone intolleranti a questo zucchero. | formaggi ottenuti sono stati sottoposti a
valutazione microbiologica e sensoriale. L'esito positivo della sperimentazione, che ha
evidenziato la persistenza di Lb acidophilus durante tutta la vita commerciale del prodotto
e un impatto positivo del ceppo inoculato sulle caratteristiche organolettiche del formaggio
inoculato, ha portato alla messa in commercio da parte di Latteria di Soligo di uno
stracchino a basso contenuto di lattosio (inferiore 0,3%) arricchito con Lb.
acidophilus.

Per quanto riguarda la produzione di ricotta effettuata presso la Societa Agricola
Cooperativa Pedemontana San Pio X si osserva nella prima produzione una significativa
presenza del ceppo probiotico durante tutta la shelf-life del prodotto con concentrazioni
che si mantengono a valori superiori a 1.000.000 ufc/g . Le analisi effettuate nelle ricotte
probiotiche evidenziano nelle unita campionarie testate a scadenza presenza di muffe,
con crescita anche visiva delle stesse sulla superficie del prodotto, mentre i lieviti
rimangono a valori inferiori a 10 ufc/g nella maggior parte dei campioni esaminati.

Anche nella seconda produzione industriale di ricotta effettuata presso la Societa Agricola
Cooperativa Pedemontana San Pio X la concentrazione di L. acidophilus si mantiene
costante durante la conservazione del prodotto, mentre un elemento critico é
rappresentato anche in questo caso dalle muffe che risultano presenti in parte dei
campioni esaminati. Relativamente alla ricotta si pud quindi concludere che essa
rappresenta sicuramente un interessante veicolo di microrganismi probiotici (vista
anche la valenza salutistica spesso attribuita a questo prodotto) ma che vanno migliorati
gli aspetti relativi alle modalita di aggiunta del probiotico e di confezionamento al
fine di controllare e ridurre la contaminazione da muffe ambientali.
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