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| @5 iiteio i tocm i sini ALIMENTT nella TRADIZIONE

Patrimonio nazionale della tradizione locale

MODALITA PRODUZIONE

Mantenimento della biodiversita di ecosistemi tipici e unici

PATRIMONIO STORICO LOCALE

Comprensione dei risvolti positivi per la salute umana




it Zooproflatico Srerimenee PRODOTTO TRADIZIONALE :
(D.M. 350/99) =t

Prodotto le cui metodiche di lavorazione siano praticate sul territorio
in maniera omogenea e secondo regole tradizionali da un periodo di
tempo non inferiore a 25 anni e non riconosciuti come DOP, IGP,

STG.

- 386 Regione Lazio

In Italia ci sono 4813 prodotti (prodotti a base di latte, a base

tradizionali di carne e prodotti della pesca)
(Elenco Nazionale dei Prodotti Agroalimentari
Tradizionali Italiani, Rev. 02/06/2014)

.\

463 Regione Toscana
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B oo ot FASI DEL LAVORO

. Individuazione di un prodotto “tradizionale” ottenuto senza
I'impiego di colture starter

. Isolamento di LAB da 3 lotti di prodotto (lattobacilli: MRS agar a 37°C per 72 h in
anaerobiosi; lattococchi M17 a 30°C (mesofili) e a 44°C (termofili) per 48 h in aerobiosi) v

. Identificazione morfologica e biochimica dei ceppi: riasra di MRS agar

e  Metodi mor'fologici (morfologia delle colonie, crescita su terreni selettivi, test di Gram)
* Metodi basati sulle caratteristiche biochimiche (catalasi, ossidasi)

. Purificazione ceppi con 3 passaggi seriali su terreni specifici

. Identificazione biomolecolare [DGGE, microarray, RFLP/ARDRA, HRM e
sequenziamento] [9DOC]

.Prove di probioticita (analisi di screening, analisi specifiche) [LT08/10]
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[stituto Zooprofilattico Sperimentale

del Lazio e della Toscana M Aleardri G ALSTICCIA AL CORIANDOLO

vE un salume dal profumo intenso e deciso grazie alla presenza del coriandolo
(Coriandrum sativum L., Apiacee) e del peperoncino. L'insaccatura é realizzata con
involucro naturale, approntato nella caratteristica forma a "U”, ricavata tramite
legatura con spago, o cilindrica

L 7

v L'impasto si presenta rosso vivo screziato di
bianco, il sapore é sapido e mediamente
piccante con spiccato aroma di coriandolo e con
leggero retrogusto di affumicatura; il profumo
e intenso

v'Puo essere venduta fresca o stagionata,
affumicata o meno con legno di lentisco o mirto
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G Lavio o el Toseama M. Al PRINCIPIO DEI METODI
' MOLECOLART UTILIZZATI

- Analisi delle regioni ipervariabili
V1-V3 del gene per la molecola
16S RNA ribosomiale (16S rRNA)

H6

e au A o4 AL
2 (=1 ﬂ{:: AL Ec.u cuao AAD ARG
“_.:I:uc"'at!uc £68 UBLEA BuCUUUEUUEE
H12" 0g," " g 00 @
c Ay "ccusnu =g -‘r VI
e 8 i £ 3 H7 0 100 200 300 400 500 600 700 800 900 1000 1100 1200 1300 1400 1500 bp
N T A Vi V2 V3 va V5 Ve V7 V8 Vo
& & Sy
pe o A cﬁ
ao CONSERVED REGIONS: unspecific applications
5 3 ::: H8 VARIABLE REGIONS: group or species-specific applications
Aoooa® Mo cuco

Ll00 caicuu

Fyee Go80A0
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10 ™%

V2 9 regioni ipervariabili all'interno della sequenza genica del 16S rRNA
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[stituto Zooprofilattico Sperimentale PCR (POIYmer.ase Chain ReaCTion)

del Lazio e della Toscana M. Aleandr [Mullis e# /., 1986; Mullis e Faloona, 1987]

Tutti i metodi utilizzati prevedono una fase di amplificazione /n vitro di regioni specifiche
del gene per la molecola 16S rRNA mediante PCR

Analisi W@WMWW RE::Z a{ll:‘gl;dE
END-POINT T[T i

} 5. }

RFLP/ARDRA My, Sy 5' O HRM
DGGE S'WJ‘ . %3,
MICROARRAY » P M g g A4

SEQUENZIAMENTO

OO0 0

L s e
NNt 2

S AN
| ~7 N 7
| -7 |

/
N

5.




stituto Zooprofilattico Sperimentale ME l O DI MO LECO LA RI
el Lazio e della Toscana M. Aleandri

AN

RFLP/ARDRA: Restriction fragment lenght
polymorphism/Amplified ribosomal DNA restriction analysis

DGGE: Denaturing gradient gel electrophoresis
MICROARRAY: Microscopic glass array

HRM analysis: High Resolution Melting analysis

v
v
v
v

Sequenziamento genico: metodo Sanger
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ANALISI DI SCREENING

[stituto Zooprofilattico Sperimentale
del Lazio e della Toscana M. Aleandri

RESISTENZA AT SALI BILIARI

TOLLERANZA AT BASST pH

valuta la resistenza dei lattobatteri ai sali biliari

verifica la capacita dei lattobatteri di secreti nell'intestino durante la digestione
sopravvivere alle condizioni di pH acido 2,5

dello stomaco

PROVA COMBINATA

valuta la resistenza dei lattobatteri attraverso
il tratto gastro-intestinale in presenza dei Sali
biliari dopo la pre-esposizione ai bassi valori di
pH 2.5

RESISTENZA ALLA PEPSINA E ALLA PANCREATINA

valuta la sopravvivenza dei lattobatteri
allazione degli enzimi proteolitici “pepsina e
pancreatina” presenti nel tratto gastro-
intestinale durante la digestione



[stituto Zooprofilattico Sperimentale
del Lazio e della Toscana M. Aleandri

verifica se i lattobatteri
possiedono la capacita di
autoaggregarsi

T

TEST DI AUTOAGGREGAZIONE

TEST DI
ANALISI

valuta I'attivita antimicrobica dei
lattobatteri nei confronti di
eventuali patogeni presenti nel
tratto gastro-intestinale
attraverso la formazione di
aggregati batterici

ATTIVITA
ANTIBATTERICA/
PRODUZIONE DI

BATTERIOCINE

$

verifica 'attivita

antibatterica dei
lattobatteri dovuta

alle batteriocine




b Sbin Zoopmlfi il RISULTATI

SALAMELLA CICOLANA (1)

Scopo: Isolare e purificare ceppi di LAB da utilizzare come starter in azienda

I LAB isolati sono stati identificati con due metodi:

v ARDRA per screening

v SEQUENZIAMENTO per conferma




WAS ot RISULTATI

SALAMELLA CICOLANA (2)

O giorni 7 giorni 14 giorni 21 giorni 28 giorni

Leuc. mesenteroides | Leuc. mesenteroides | Leuc. mesenteroides | Leuc. mesenteroides Leuc. mesenteroides

L. curvatus L. curvatus L. curvatus L. curvatus L. curvatus

L. brevis L. brevis - - -

Enterococcus sp. - - = -

Weissella sp. - - - -

S. thermophilus - - - -

L. graviae ~ - - -

o e > (5 —,
;lTaﬂ 1{\1 . E’if [ 7’/{h



[stituto Zooprofilattico Sperimentale

5 del Lazio e della Toscana M. Aleandyri RISULTATI

PECORINO DI PICINISCO (1)

Scopo: Isolare e purificare ceppi di LAB per caratterizzare il prodotto
Verificare la presenza di ceppi probiotici

I LAB isolati sono stati identificati con 4 metodi:

v'DGGE per screening

v MICROARRAY per screening
v'HRM per conferma

v SEQUENZIAMENTO per conferma

v'Prove di probioticita
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i _ RISULTATI
[stituto Zooprofilattico Sperimentale
del Lazio e della Toscana M. Aleandri

SALSICCTIA AL CORIANDOLO (1)

Scopo: Isolare e purificare ceppi di LAB per caratterizzare il prodotto

I LAB isolati sono stati identificati con 4 metodi:

v'DGGE per screening

v  MICROARRAY per screening
v'HRM per conferma

v SEQUENZIAMENTO per conferma




RISULTATI

Istituto Zooprofilattico Sperimentale
del Lazio e della Toscana M. Aleandyri

SALSICCIA AL CORIANDOLO (2)

Fresca
CEPPO SALSICCIA AFFUMICATA SALSICCIA FRESCA
F. ASSOLUTA | PERCENTUALE | F. ASSOLUTA | PERCENTUALE
L. helveticus 19 1429 16 29,09 Weiseella confiea S
L. curvatus 10 752 - - \ elveticus
L. gasseri - - 10 18,18
L. plantarum 22 16,54 - - Tictocorcin bhots
L. paracasei 12 9,02 - - sub. lactis
L. saker 26 19,55 9 16,36
Lactococcus lactis sub. lactis 23 17,29 12 21,82 Lactobacilus
Lactobacill assert
W. confusa 21 15,79 8 14,55 actopactlus ol
saker
30+
H y /
Affumicata
2 yY
A4
Ay
A4
. . 20+
Weissella confirsa Lﬂcmbzczﬂlfs helveticus
_— Lactobacillus curvatus 15+
Lactococcus Iactis sub. - ‘ ‘ A
Iactis A
10
_—Lactobacillus plantarum 5
Lactobacillus szkei*'/ Lactobacillus paracasei ’ & | e 53 oY | o >
© g § o 12 ¥
\46. ¢ ‘s&q'}o’ qu%z ‘\\0‘0 ‘fp-ofp | 5[)\‘ v ’wf/ 00‘3\39 DHLDILLIM MEFUMILH 14
V\& ¢ v,Qw \,.Qo @ & & g5"LSICCIA FRESC
¢




[stituto Zooprofilattico Sperimentale

del Lazio e della Toscana M. Aleandri

1) CEPPT PROBIOTICI ISOLATTI:

PROVE DI SCREENIG:

Tipo di prova N° ceppi/totale
Resistenza a pH 2.5 33
Resistenza ai sali biliari 28
Prova combinata pH/Sali biliari 23
Resistenza alla pepsina 23
Resistenza alla pancreatina 27
Totale ceppi 14

pecorino di Picinisco

ANALIST SPECIFICHE:

probiotici
p y o 7ad

Analisi N° ceppi/14 tot
Test autoaggregazione 14
Test di coaggregazione 14
Produzione di
batteriocine/attivita 4
ikl nddeninlan
Totale ceppi candidati 4

4 A

Rapporti ISTISAN (2012): Valutazione dell'attivitd antibatterica delle batteriocine nei confronti di patogeni alimentari. 54:28-34




[stituto Zooprofilattico Sperimentale

del Lazio e della Toscana M. Aleandr: 2) CEPPI PRO BIOTICI ISOLATI .
pecorino di Picinisco

Identificazione dei ceppi probiotici:

Identificazione Ceppo n° Metodo di conferma
Lactococcus lactis sub. lactis 2 DGGE-HRM-SEQUENZIAMENTO
L. casei 1 DGGE-HRM-SEQUENZIAMENTO

Staphylococcus spp. 1 DGGE-HRM-SEQUENZIAMENTO




[stituto Zooprofilattico Sperimentale
del Lazio e della Toscana M. Aleandri

Produzione di batteriocine

Attivita antibatterica: Spot-on-the-lawn per tutti i ceppi

C. B. Lewus & T.J. Montville. 1991

Produzione batteriocine: PCR end-point

Caratteizzazione

Ceppo Metodo Referenza
batteriocine
Lactococcus lactis sub. lactis Nisina PCR
Lactococcus lactis sub. lactis Nisina PCR

L. caser

In corso

Staphylococcus spp. In corso

B. Lakshminarayanan et al. 2012
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