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L’argomento sul quale abbiamo voluto fermare la nostra attenzione e che forma
I"oggetto del presente opuscolo, &€ molto vasto, complesso e certamente impegnativo.

Dobbiamo pero subito precisare che sin dall’inizio ci siamo imposti di contenere le
nostre considerazioni in un numero limitato di pagine e di fare in modo che il quadro
complessivo risultasse formato da diversi tasselli disposti secondo una sequenza
ritenuta logica e con contenuto sufficiente per richiamare conoscenze acquisite,
tematiche applicative o future strategie.

Da questa impostazione ne € derivato che I'opuscolo € articolato su un numero
limitato di capitoli e, per ognuno di essi, di paragrafi con i quali si configura la tematica
che viene poi accompagnata da una ricca bibliografia riferita agli ultimi decenni della
ricerca scientifica e tecnica.

Proprio alle indicazioni bibliografiche si € voluto dare spazio per consentire al lettore
di disporre di uno strumento utile per approfondire gli argomenti di interesse.

Cosi dopo una panoramica di carattere generale sulla partecipazione dei
microrganismi nella preparazione degli alimenti, viene concentrata I'attenzione, per gli
aspetti di alimenti funzionali, sui latte-fermentati.

L’esame viene fatto indipendentemente dal loro valore nutrizionale di base ma
tenendo conto dei composti metabolici accumulati con la fermentazione.

A titolo di esempio vengono riportate le proprieta di yogurt, kefi, yakult, latte-
fermentato tibetano e latte-fermentato biogenico.

Con il terzo capitolo si introduce la tematica che riguarda le proprieta funzionali
aggiuntive per i latte-fermentati e quindi i latte-fermentati probiotici, quelli prebiotici e
quelli simbiotici, che nell’insieme condensano vari aspetti delle scienze e traducono in
pratica, per il benessere salutistico dell’'uomo, i risultati delle molte ricerche condotte
nel corso dell’ultimo secolo e in particolare degli ultimi decenni.

Il concetto che sostiene la strategia probiotica, parte da Elia Metchnikoff, vale a dire
circa cento anni fa, e si & sviluppato con gli studi di microbiologia intestinale; da una
popolazione autoctona residente valutata in 10" cellule batteriche per grammo e
composta da pit di 500 specie di microrganismi diversi, si sono fatti emergere i bacilli e
i bifidobatteri probiotici, in quanto in grado di conferire benefici salutistici per I'uomo.

E stato dimostrato che, come probiotici esogeni, questi microrganismi pur non
sempre colonizzando il tratto digestivo, almeno non nello stesso modo della microflora
autoctona, durante il loro transito riescono effettivamente a manifestare effetti positivi
per la salute umana.

Su questo aspetto vengono fatti diversi richiami, inquadrando poi il tutto sulla
possibilita di realizzare associazioni di probiotici con preobiotici finalizzate
all’ottenimento di un buon sviluppo della popolazione probiotica, in funzione di una



corretta modulazione del microbiota intestinale.

Infine il presente opuscolo si chiude con un breve capitolo riservato ai latte-
fermentati funzionali speciali, che vengono intesi come alimenti preparati, sulla base di
una larga documentazione scientifica, per aumentare ulteriormente le proprieta
salutistiche in modo da avere in un alimento larga funzionalita.

A questo proposito viene fatto I'esempio di latte-fermentati probiotici o simbiotici
aggiunti di mirtilli o di licopeni o di fitostanoli.

Da tutto Iinsieme risulta un opuscolo destinato a chi gia possiede conoscenze sui
latte-fermentati e per essi, con i molti richiami bibliografici effettuati, vuol essere anche
un mezzo per un aggiornamento tecnico-scientifico.

Nello stesso tempo perd e rivolto al consumatore, che in verita puo risultare
'utente pit immediato, in quanto, per la trattazione di una materia cosi complessa, si
e cercato di introdurre, nel modo piti ampio possibile, la caratteristica della forma
divulgativa e schematica.

E per noi, infine, atto doveroso ringraziare con sentimenti di viva riconoscenza per
la preziosa collaborazione prestata nel corso della stesura del presente elaborato, la
Sig.ra Passerini Ivana dell’lstituto di Microbiologia e del Centro Ricerche
Biotecnologiche dell’Universita Cattolica di Piacenza e Cremona.

Prof. Vittorio Bottazzi

Dicembre 2004



a tempi lontanissimi 'uomo consuma alimenti preparati con l'intervento
di vari microrganismi.
Un’ampia documentazione tecnico-scientifica mette in evidenza, con indubbia
chiarezza, che differenti microrganismi sono, ad esempio, indispensabili per la
preparazione di latte-fermentati, formaggi, creme acide e burro, carni
fermentate, pane, vino, birra e vegetali fermentati.
Per ottenere detti alimenti, i microrganismi vi partecipano con molte differenti
specie distribuite in vari generi. Una loro dettagliata e ordinata distribuzione
diventa difficile e risulterebbe comungue incompleta, perché ben piu di trecento
sono gli alimenti fermentati conosciuti nel mondo, frutto dell'intervento di
diverse associazioni batteriche e di simbiosi, sulle quali i fattori ambientali locali,
i processi tecnologici, nonché le abitudini e le tradizioni delle varie comunita
etniche, possono esercitare azioni selettive sino ad indurre diversita
organolettica.
In questa pubblicazione verra inizialmente fornita una breve panoramica
sull’abbinamento alimenti-microrganismi, per passare poi a considerare le
associazioni di microrganismi nella preparazione di alimenti e la distribuzione di
Lactobacillus e Bifidobacterium secondo la loro funzione tecnologica e
probiotica.

Un’indicazione di abbinamento tra alimenti € microrganismi viene fornita, con
riferimento ai derivati del latte, con la tabella 1, mentre con la tabella 2 il
richiamo & per il settore delle carni e del pane.



MICRORGANISMI PER LA PREPARAZIONE DI ALIMENTI

TABELLA 1. Alimenti e microrganismi del settore lattiero-caseario

Indicazione di alimento Microrganismo

Latte-fermentati e probiotici

Acetobacter

Lactococcus e Streptococcus
Lactobacillus

Bifidobacterium

Candida, Hansenula
Saccharomyces

Geotricum, Willopsis

Crema acida e burro

Lactococcus
Leuconostoc

Formaggi

Brevibacterium, Corynebacterium
Enterococcus
Lactococcus
Lactobacillus
Leuconostoc
Streptococcus
Pediococcus
Propionibacterium
Penicillium
Debaryomyces
Geotricum
Kluyveromyces

TABELLA 2. Alimenti e microrganismi per il settore delle carni e per il pane

Indicazione di alimento Microrganismo

Carni lavorate

Halomonas
Kocuria
Micrococcus
Pediococcus
Lactobacillus
Propionibacterium
Staphylococcus
Hafnia

Pane

Enterobacter
Lactobacillus
Saccharomyces




Nel’lambito del settore lattiero-caseario, la combinazione associativa di
microrganismi nella preparazione di alimenti varia notevolmente. A titolo di
esempio si puo richiamare la semplice combinazione a due per la produzione
dello yogurt, quella piu ampia che interessa la produzione del formaggio
gorgonzola o, infine, quella alquanto complessa per la produzione del
formaggio grana.

Per quanto riguarda la produzione di yogurt, che rappresenta il latte-fermentato
di pit larga diffusione nel mondo, I'associazione & costituita da Lactobacillus
delbrueckii subsp. bulgaricus e da Streptococcus thermophilus, che sono
microrganismi biosicuri indicati a DNA alimentare e utilizzati dal’'uomo da tempi
lontanissimi.

Formano un’accoppiata che si caratterizza per una grande specializzazione
tecnologica e, nello stesso tempo, perché sono in grado di esercitare diverse
attivita biochimiche che caratterizzano il prodotto finale. Alcune di queste
attivita biochimiche si traducono nel’accumulo di composti in quantita
considerevole che si possono esprimere in percento del prodotto, altri invece in
quantita anche molto piccole, vale a dire in parti per milione (ppm), ma non per
questo meno importanti dei primi.

Nel complesso, lo sviluppo in associazione, con un’eccellente manifestazione
di sinergismo microbico, porta, nel caso dello yogurt, alla liberazione di:

acido lattico L(+) e D(-), acido formico, acido benzoico, acido folico,
acido 3-idrossi-3-metilglutarico, acidi nucleici;

B-galattosidasi (lattasi), proteasi, peptidasi;

galattosio;

aldeide acetica, acetone, etanolo, diacetile;

anidride carbonica, ammoniaca;

polisaccaridi;

peptidi, corti peptidi (compreso peptidi bioattivi), aminoacidi.

Per le principali attivita biochimiche sopra richiamate possono essere fatte
alcune brevi considerazioni.



MICRORGANISMI PER LA PREPARAZIONE DI ALIMENTI

Produzione di acido lattico

Lo schema metabolico per [I'utilizzazione da parte dell’associazione
Lactobacillus-Streptococcus del lattosio € quello EMP, con la primaria carat-
terizzazione descritta in tabella 3.

TABELLA 3. Caratterizzazione primaria del metabolismo del lattosio

Specie di Sistema di Prodotto della | Isomeri di

microrganismo | trasporto |per P’idrolisi| fermentazione | acido lattico | liberato
del lattosio | del lattosio | del lattosio*

Lactobacillus Permeasi B-galattosidasi| 2 di acido lattico L(+)eD() |Galattosio
delbrueckii subsp. (lattasi)

bulgaricus

Streptococcus

thermophilus

*: mole per mole utilizzata

Produzione di aldeide acetica

La produzione di aldeide acetica & proprieta di Lactobacillus delbrueckii subsp.
bulgaricus; I'aldeide acetica deriva principalmente dall’aminoacido treonina per
intervento di treonina aldolasi secondo la seguente reazione:

CHsCH(OH)CH(NH:)COOH — NH-CH-.COOH + CHsCHO

treonina glicina aldeide acetica

Liberazione di aminoacidi
La liberazione di aminoacidi a carico delle proteine del latte e il risultato

dell’attivita proteolitica dei batteri lattici dello yogurt e dal’esame della tabella 4
si ricava un’idea dell’intensita idrolitica che viene raggiunta.
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MICRORGANISMI PER LA PREPARAZIONE DI ALIMENTI

TABELLA 4. Liberazione di aminoacidi nello yogurt in seguito all’attivita proteolitica in
confronto con il latte.

s - mg per 100 mli
Aminoacidi
Latte

Lisina 0,25 0,22 0,80 0.88
Istidina 0,11 0,11 0,80 1,09
Arginina 0,16 0,96 0,70 1,39
Acido aspartico 0,52 0,23 0,70 1,20
Treonina 0,26 0,09 0,70 0,60
Serina 1,35 0,08 2,90 2,21
Acido glutammico 1,48 3,90 3,90 7,06
Prolina 0,12 0,12 5,40 6,33
Glicina 0,30 0,53 0,45 0,38
Alanina 0,64 0,16 3,80 1,43
Valina 0,710 0,70 0,90 1,41
Metionina 0,05 0,05 0,20 0,05
Isoleucina 0,06 0,07 0,40 0,52
Leucina 0,26 0,06 0,70 0,92
Tirosina 0,74 0,06 0,25 0,18
Fenilalanina 0,13 0,05 0,45 0,17

Le due colonne di dati per il latte e per lo yogurt si riferiscono ai risultati ottenuti da due differenti gruppi di
ricercatori. (Tamime, Deeth - 17)

Produzione di acido 3-idrossi-3-metilglutarico

[’acido 3-idrossi-3-metilglutarico € considerato un composto ad azione
ipocolesterolemica e si accumula nello yogurt con la fermentazione lattica. La

quantita media che si raggiunge ¢ indicata in tabella 5.

TABELLA 5. Concentrazione di acido 3-idrossi-3-metilglutarico e di altri composti ad effetto
ipocolesterolemico nel latte e nello yogurt

Concentrazione in ppm
Composto
Yogurt

Acido orotico 70 25
Acido urico 16 15
Acido 3-idrossi-3-metilglutarico 0 145

11



MICRORGANISMI PER LA PREPARAZIONE DI ALIMENTI

Accumulo di acido benzoico

Si ritiene che l'acido benzoico derivi dall’acido ippurico, che & un normale
costituente del latte, ma piccole quantita potrebbero trarre origine anche dal
catabolismo della tirosina. La quantita accumulata nello yogurt € significativa
come si vede in tabella 6.

TABELLA 6. Contenuto in acido benzoico nello yogurt.

Indicazione di prodotto | Quantita in ppm di acido benzoico

Latte crudo Tracce
Burro Tracce
Formaggio camembert 7

Yogurt 20 - 50

Accumulo di polisaccaridi, acido formico e CO,

Con la tabella 7 si riportano, infine, le quantita accumulate in yogurt di
polisaccaridi, acido formico e CO,.

TABELLA 7. Contenuto in polisaccaridi, acido formico e CO, in yogurt (mg/kg)

55-100 ‘ 40 ‘ 150 - 300

12

Dall’associazione microbica semplice per la produzione dello yogurt, si passa a
quella complessa che interviene nella produzione del formaggio grana. In questa
combinazione, la specie Lactobacillus helveticus & quella pit rappresentata e ad
essa si associano le seguenti altre specie di batteri lattici quali Lactobacillus
fermentum, Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus e subsp. lactis, Streptococcus
thermophilus, Lactobacillus caseil, Lactobacillus casei subsp. rhamnosus e
subsp. pseudoplantarum, Lactococcus lactis subsp. cremoris, Pediococcus
acidilactici e Propionibacterium freudenreickii.



MICRORGANISMI PER LA PREPARAZIONE DI ALIMENTI

Nel corso della maturazione del formaggio grana padano, prodotto con aggiunta
al latte di lisozima, le specie di microrganismi indicate assumono la distribuzione
schematizzata con la tabella 8.

TABELLA 8. Distribuzione nel corso del periodo di maturazione della microflora utile per
la produzione del formaggio grana padano.

Fase della Microrganismi

maturazione [ Dominanti | Associati

| fase Lactobacillus helveticus Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus,

sino a 72 ore subsp. lactis, Streptococcus thermophilus

Il fase Lactobacillus casei subsp. casel, | Lactococcus lactis subsp. cremoris,

sino a 3-4 mesi subsp. rhamnosus, subsp. Pediococcus acidilactici, Propionibacterium
pseudoplantarum freudenrechii

Il fase Pediococcus acidilactici

sino a 14-16 mesi

L'insieme della microflora della tabella 8 € responsabile dei processi
biochimici che sono alla base della qualita del formaggio grana e che
riguardano principalmente:

* la glicolisi per acidificare e formare biomassa microbica;
© la proteolisi delle caseine, dalla liberazione di peptidi sino ad aminoacidi;
¢ il catabolismo degli aminoacidi con la formazione di composti dell’aroma.

Scendere ora in particolari sui tre punti indicati ci porterebbe lontano e
certamente fuori dalle finalita della presente pubblicazione, per cui ci
limitiamo a condensare i tre aspetti indicati con brevi considerazioni di base.
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La glicolisi porta all’acidificazione della pasta fresca del formaggio grana,
abbassando il valore di pH sino a 5,10 in seguito alla trasformazione del lattosio
in acido lattico, secondo I'andamento della figura 1.

FIGURA 1. Andamento della curva del pH (®) e della concentrazione dell’acido lattico (M) nella

parte interna (
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Quest’attivita biochimica € indispensabile per realizzare la condizione idonea
allawvio del processo di maturazione e al configurarsi delle caratteristiche
organolettiche del prodotto.

Con il realizzarsi del processo di glicolisi, si arriva alla formazione di una massa
microbica composta dalle cellule di bacilli lattici termofili (Lactobacillus
helveticus) che, per il corredo enzimatico che posseggono, risulta di
fondamentale importanza per i successivi processi idrolitici della maturazione.

Il processo biochimico della proteolisi delle caseine, con la liberazione di peptidi
ed aminoacidi che si realizza durante la maturazione, & fortemente dipendente
dalla gran varieta di enzimi proteasici e peptidasici forniti dai batteri lattici.



L'intensita del processo di maturazione, si misura con la determinazione del
valore percentuale di azoto solubile a pH 4,4 sull’azoto totale; per avere un’idea
del variare nel tempo del coefficiente di maturazione, sono sufficienti i valori
medi riportati in tabella 9.

TABELLA 9. Variazione del coefficiente di maturazione durante la stagionatura
di Parmigiano Reggiano

1 4 8 12 20

% azoto solubile a pH 4,4 su azoto totale 5,10 12,50 25,80 27,50 32,10

Nel corso del primo anno di maturazione, la B-caseina e la os-caseina vengono
idrolizzate con liberazione di polipeptidi.

Nei primi mesi & molto intensa la liberazione di polipeptidi. Con I'avanzare del
periodo di maturazione, risulta intensa anche l'idrolisi di peptidi, con conseguente
liberazione di aminoacidi; a 20 mesi di stagionatura di Parmigiano Reggiano, la
quantita totale di aminoacidi liberi valutata, rappresenta mediamente il 23% delle
proteine totali e il 7,5% con riferimento al formaggio tal quale.

II catabolismo degli aminoacidi & dovuto a processi di decarbossilazione, di
transaminazione, di deaminazione e di degradazione; dal suo manifestarsi
derivano molti composti dell’aroma. | microrganismi che hanno un ruolo attivo
nel formaggio grana, hanno la capacita d’intervenire sugli aminoacidi. Dal
catabolismo di aminoacidi aromatici, ad esempio, & possibile schematizzare le
conversioni enzimatiche riportate in figura 2.

| composti aromatici derivati dal catabolismo degli aminoacidi sono molti e si
presentano con differente potere aromatico; la loro mescolanza, in specifici
rapporti quantitativi, configura quell’aroma del formaggio grana di fruttato con
chiara indicazione di nocciola, lipolizzato-floreale delicatamente pungente,
armonico e persistente. Cosi gli esteri sono responsabili del caratteristico
aroma di fruttato, i composti pirazinici si pongono alla base dell’aroma di
nocciola-pane, gli acidi grassi a corta catena assieme ad aldeidi € composti
solforati partecipano alla formazione dell’aroma di lipolizzato-floreale.

Con riferimento all’accumulo di composti volatili che caratterizzano il processo
di maturazione del formaggio Grana Padano, si richiama I'attenzione sui dati
riportati in tabella 10.



MICRORGANISMI PER LA PREPARAZIONE DI ALIMENTI

TABELLA 10. Concentrazione di composti volatili in Grana Padano.

na/kg
m to
S

Esteri 399 1671
Chetoni 36 1541
Alcoli 12 1333
Aldeidi 96 21

FIGURA 2. Schematizzazione di conversioni enzimatiche a carico di alcuni aminoacidi.

aminotransferasi decarbossilazione
fenilpiruvato p-OH-fenilpiruvato  tiramina triptamina
N
deidrogenasi
N\
fenillattato p-OH-fenillattato

Distribuzione di Lactobacillus e Bifidobacterium
secondo la loro funzione tecnologica o probiotica

I microrganismi a DNA alimentare utilizzati nella preparazione di alimenti per 'uomo
sSono, come in parte gia visto, numerosi, ma con la tabella 11 si vuole raggruppare,
con l'indicazione tassonomica e secondo ['utilizzazione tecnologica e probiotica di
specie, quelli appartenenti al genere Lactobacillus e Bifidobacterium.
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MICRORGANISMI PER LA PREPARAZIONE DI ALIMENTI

TABELLA 11. Distribuzione di Lactobacillus e Bifidobacterium secondo la loro funzione
tecnologica o probiotica

utilizzazione
Microrganismo
FAF* | C= | P |

acidophilus +
alimentarius +
amylovorus + +
bavaricus +
brevis +
casel
crispatus +
curvatus

subsp. delbrueckii
subsp. bulgaricus
subsp. lactis
fermentum
gasseri +
helveticus
heterohiochi +
Jenseni +
Johnsonii +
kefirgranum +
kefiri +
paracasei +
pentosus +
reuteri +
rhamnosus +
sakei +
salivarius + +
sanfrancisco +
zeae (subsp. casei) +

probiotica

Lactobacillus

+
+

4+ [+ ]+

+

Bifidobacterium

adolescentis

animalis

bifidum

breve

infantis

lactis (Bifidobacterium animalis)
longum

pseudolongum

A e

*F/LF = formaggi e latti fermentati; **C = carne; ***P = pane.

Le figure 3, 4, 5, 6, 7 e 8 di microrganismi ripresi con le tecniche di microscopia
elettronica a scansione, vengono riportate con un richiamo al loro impiego € a
dimostrazione della loro morfologia.
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FIGURA 3. Morfologia al microscopio elettronico a scansione di Lactobacillus helveticus
dominante nella fermentazione lattica del formaggio Grana.

FIGURA 4. Morfologia di Lactobacillus casei utilizzato nelle produzioni casearie e nella
preparazione di alimenti probiotici con base latte-fermentati

18



FIGURA 5. Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus e Streptococcus thermophilus utilizzati
nella produzione di yogurt e altri latte-fermentati sviluppati in associazione con formazione di
microcolonie localizzate in una cavita del prodotto dopo coagulazione acida.

FIGURA 6. Morfologia di Bifidobacterium longum tipico rappresentante dei bifidobatteri
utilizzati nella preparazione di alimenti probiotici con base latte-fermentati.
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FIGURA 7. Lieviti in attiva fase di crescita presenti in formaggi di produzione artigianale.

FIGURA 8. Corpi fruttiferi di muffe del genere Penicillium sviluppati nella pasta di formaggio
gorgonzola ove esercitano proteolisi e lipolisi.
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Il genere Lactobacillus appartiene al gruppo dei batteri lattici, che sono dei
procarioti Gram-positivi €, sulla base della composizione percentuale in guanina
e citosina del DNA, si colloca nel ramo Clostridium, in quanto il valore guanina
piu citosina (G+C) & inferiore al 54%. Il genere Bifidobacterium, poiché ha un
valore G+C del DNA superiore al 54% entra nel ramo Actinomyces, per cui i
due gruppi sono nettamente distinguibili fra di loro (figura 9).

FIGURA 9. Separazione sulla base del % G+C del DNA di Lactobacillus da Bifidobacterium.

Procarioti Gram-positivi

<54 % G+C del DNA > 54
Clostridium Actinomycetes
Lactobacillus Bifidobacterium

FIGURA 10. Relazione filogenetica tra gruppi di batteri lattici a bassa percentuale di G+C del
DNA ed altri gruppi di batteri (Bifidobacterium, Propionibacterium) ad elevata percentuale di G+C
del DNA. (Schleifer e Ludwig - 8)
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L'applicazione delle tecniche molecolari recentemente messe a punto per
’esame del 16s RNA, che consentono il confronto delle sequenze
nucleotidiche, ha permesso di stabilire, come evidenziato in figura 10, la
relazione filogenetica tra Lactobacillus e Bifidobacterium.

I genere Lactobacillus riunisce molte specie, individuate con metodi tradizionali
fisiologici-fenotipici e di genetica molecolare, e si caratterizza per le seguenti
proprieta generali; sono bacilli Gram-positivi, catalasi negativa, immobili, non
formano spore, risultano negativi al test citocromo-ossidasi e a quello della
riduzione dei nitrati, inoltre non idrolizzano la gelatina e non producono indolo.
Tutte le specie tassonomicamente differenziate presentano un metabolismo
strettamente saccarolitico con produzione principale finale di acido lattico e
sono, nei riguardi dell’ossigeno, microaerofili.

Manifestano complesse esigenze nutrizionali e richiedono substrati con
carboidrati solubili, aminoacidi e corti peptidi liberi, nonché acidi grassi o esteri
di acidi grassi, sali, derivati di acidi nucleici e vitamine in opportune quantita.
Sono molto diffusi in natura, in quanto trovano modo di adattarsi a differenti
condizioni ambientali. Risultano acidurici o acidofilici.

I membri del genere Lactobacillus vengono divisi, sulla base del tipo di
fermentazione, in tre gruppi:

lattobacilli omofermentanti obbligati, che fermentano gli esosi via glicolisi
con produzione principale di acido lattico;

lattobacilli eterofermentanti obbligati, che fermentano gli esosi via 6-fosfo-
gluconato/fosfochetolasi (6 PG/PK), con produzione di etanolo
(acido acetico), anidride carbonica e acido lattico;

lattobacilli eterofermentanti facoltativi, che fermentano gli esosi via glicolisi
ed i pentosi con produzione di etanolo (acido acetico), anidride carbonica
ed acido lattico via 6PG/PK.

Le recenti ricerche di filogenesi batterica, sviluppate sulla base del fatto che il
grado di similarita di sequenze rRNA esistente tra due organismi & indice della
loro distanza evolutiva, hanno pero dimostrato che la suddivisione nei tre gruppi
basata sul tipo di fermentazione non € in accordo con la loro relazione
filogenetica evidenziata dall’analisi 16S rDNA. L'insieme delle specie del genere
Lactobacillus non formano una coerente unita filogenetica e la tassonomia del
genere Lactobacillus risulta a tutt’oggi ancora insoddisfacente.



Il genere Bifidobacterium raggruppa ventotto specie e presenta i seguenti
caratteri generali: sono bacilli Gram-positivi, non mobili, non sporigeni, a
catalasi negativa, non acidurici, pleomorfi con una morfologia cellulare molto
variabile da bacillo regolare a forme variamente ramificate, come riportato in
figura 6, fermentano gli esosi via fruttosio-6-fosfato fosfochetolasi (FEPPK),
con liberazione di acido lattico ed acido acetico nel rapporto molare di 3 a 2.
La maggior parte delle specie di bifidobatteri sono in grado di utilizzare sali di
ammonio quale unica fonte di azoto e, in substrato privo di azoto organico,
accumulano considerevoli quantita di vari aminoacidi, in particolare alanina,
valina e acido aspartico. Numerosi ceppi di origine enterica sono in grado di
sintetizzare vitamine quali tiamina, acido folico, acido nicotinico, piridossina e
vitamina B12. | bifidobatteri sono molto influenzati nel loro sviluppo dai cosidetti
fattori bifidogeni, che comprendono oligosaccaridi ed idrolizzati di proteine.

Le specie del genere Bifidobacterium sono strettamente anaerobiche e la loro
diffusione in natura e alquanto specifica; I’'habitat pit frequente & rappresentato
dal contenuto intestinale di neonati e adulti, dal muco vaginale e dalle acque
con materiali fecali; alcune specie di Bifidobacterium trovano abituale habitat
anche nel rumine.

Le specie appartenenti al genere Bifidobacterium, a differenza di quelle del
genere Lactobacillus, formano una coerente unita filogenetica e generalmente
mostrano piu del 93% di similarita di sequenze 16S rRNA (figura 11).

FIGURA 11. Albero filogenetico basato sulla sequenza completa di 16S rDNA di
bifidobatteri. (Satokari - 9)
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0 scopo dell’'industria alimentare € quello di offrire in continuita nuovi prodotti
in grado di soddisfare sempre meglio i bisogni dei consumatori.
| cambiamenti in atto nella societa umana, particolarmente evidenti in quella
occidentale progressista, sono sempre pit marcati e riescono progressivamente
a indurre e configurare nuove esigenze alimentari. Fra le cause che piu premono
per significativi cambiamenti, possono essere ricordate:

la crescita dei costi per la salute - & stato calcolato che nel 1995 in
Europa i costi per la salute assorbivano I'8% del reddito famigliare e
questo valore era gia dell’1% in piu rispetto al precedente decennio;

il continuo incremento del prolungamento dell’eta media della vita
- sempre in Europa si calcola che la percentuale di persone oltre i 65 anni
ricada tra il 14 e il 17% a seconda dei paesi, ma si prevede che nel corso
dei prossimi trent’anni raggiungera il 20-24%;

il crescente aumento delle aspettative che puo offrire la vita - il desiderio
di successo per emergere, la competizione arrivistica, I'esaltazione della
forma egoistica e la rincorsa della ricchezza, pongono I'uomo nell’affanno
della continua ricerca del benessere;

il desiderio di migliorare la qualita della vita - meno lavoro materiale, piu
agi, maggior tempo libero e piu possibilita di conoscere il mondo,
caratterizzano sempre piu la societa consumistica di oggi.

Tutto cio porta di conseguenza allo sviluppo di nuove strategie nello stile di vita
e determina cambiamenti significativi in fatto di alimenti, nutrizione e salute.

E sempre pill marcata la spinta progressista che ci allontana dal concetto di
“alimento adeguato” e ci awicina sempre piu a quello di “alimento ottimale”,
configurando cosi il rafforzamento della combinazione “alimento e salute” con
I'alimento funzionale.
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L'alimento funzionale non si pud tradurre in un concetto univoco e, di
conseguenza, non esiste un ben definito gruppo di prodotti alimentari cui fare
esplicito riferimento. Non esiste una definizione universale per quanto riguarda
I'alimento funzionale: un alimento pud essere considerato come funzionale se,
oltre agli effetti nutrizionali, esercita anche effetti benefici su una o piu funzioni
del corpo, migliorando lo stato di salute del consumatore e/o riducendo i rischi
di malattie.

| meccanismi attraverso i quali un alimento funzionale pud modellare definite
funzioni per contribuire a mantenere lo stato di salute, devono essere
scientificamente dimostrati e supportati da dati epidemiologici finalizzati alla
messa in evidenza della validita statistica dell’effetto positivo.

Da un punto di vista pratico, si pud affermare che un alimento funzionale e
costituito da:

un alimento naturale;
un alimento cui sia stato aggiunto un componente;
un alimento cui sia stato rimosso un componente;

un alimento cui la biodisponibilita di uno o piti componenti
¢ stata modificata;

un alimento con le varie combinazioni sopra riportate.

Caratteristica fondamentale degli alimenti funzionali € quella che essi sono e
devono rimanere alimenti € non devono quindi mai assumere la qualifica di
medicinali, in quanto non hanno effetti terapeutici. Di conseguenza il regolare
consumo di un alimento funzionale deve far parte della normale dieta.

Un alimento funzionale puo dimostrare effetti positivi per tutti i componenti di
una popolazione, ma puo risultare anche specifico per determinati gruppi di
consumatori che presentano particolari esigenze.

Un gruppo di alimenti funzionali molto importante & rappresentato dagli alimenti
fermentati funzionali e fra questi emergono i latte-fermentati come lo yogurt, il
kefir, il latte-fermentato tibetano, il latte-fermentato biogenico e il latte-
fermentato yakult.
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LATTE FERMENTATI: ALIMENTI FUNZIONALI

Latte-fermentati funzionali

| latte-fermentati formano, nel loro complesso, un gruppo di alimenti per I'uomo
di antichissima origine.

La fermentazione del latte, tramite la trasformazione del lattosio per intervento
di microflore spontanee, ha rappresentato uno dei primi processi fermentativi
conosciuti dall’'uomo.

| latte-fermentati prodotti oggi nel mondo sono diversi, in parte arrivati a noi
attraverso tradizioni di differenti culture e in parte frutto del progresso delle
conoscenze scientifiche e dello sviluppo tecnologico dei processi di produzione.
| pitu noti e maggiormente diffusi come prodotti artigianali o industriali sono
riportati nella tabella 12.

TABELLA 12. Principali tipi di latte-fermentati.

Denominazione e

Area di origine

Tipo di

latte utilizzato

tipologia del prodotto

o di produzione

Artigianali

Yogurt Armenia bovino, ovino
Mayzum Iran bovino, ovino, bufalino
Kast Egitto bovino
Dahi India bovino, bufalino
Labneh Libano bovino
Gioddu Sardegna ovino
Kefir con granuli Caucaso bovino, caprino
Lagermilk Germania bovino, caprino
Kumys Russia bovino
Kellemilch Germania bovino
Industriali

Yogurt Tutto il mondo bovino
Acidophilus milk USA bovino
Yakult Giappone bovino
Cultured milk USA bovino
Cultured cream USA bovino
Buttermilk Germania bovino
Kefir senza grani Russia bovino
Latte-fermentati probiotici Tutto il mondo bovino
Latte-fermentati pre-probiotici Tutto il mondo bovino
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LATTE FERMENTATI: ALIMENTI FUNZIONALI

Lo yogurt pud essere preso come il rappresentante pil conosciuto, in quanto
il pit consumato nel mondo, e la tabella 13 riporta la distribuzione dei consumi
pro-capite per anno.

TABELLA 13. Consumo, con riferimento all’'ultimo decennio, di latte-fermentati (yogurt
compreso) in kg per abitante e per anno.

Cina 0,2 Nuova Zelanda 6,0
Venezuela 1,0 Argentina 6,9
Messico 1,6 Stati Uniti 7,2
Brasile 2,0 Cile 8,0
Tailandia 2,0 Tunisia 9,0
Zimbabwe 2,0 Turchia 13,0
Sud Africa 3,2 Corea 13,0
Ucraina 4,0 Croazia 13,0
Canada 4,9 Giappone 14,2
Russia 5,0 Unione Europea 14,6
Taiwan 5,0 Norvegia 16,6
Australia 5,7

Proprieta funzionali di base dello yogurt

L’interazione tra yogurt, nutrizione e salute trova una buona possibilita per
potersi manifestare e le attivita biochimiche che si realizzano, con lo sviluppo in
latte dell’associazione Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus e
Streptococcus thermophilus, a carico dei componenti del latte (lattosio,
proteine, acidi organici, aminoacidi), danno luogo, come gia ricordato, a una
serie di eventi di particolare importanza nutrizionale, funzionale e organolettica.
Le proprieta funzionali che lo yogurt presenta al momento del consumo,
possono essere brevemente sottolineate con i punti che riguardano I'accumulo
di acido-3-idrossi-3-metilglutarico, di B-galattosidasi, di peptidi bioattivi e di
polisaccaridi.
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| risultati di diverse ricerche hanno attirato I'attenzione sul fatto che il consumo
di latte-fermentato (yogurt) da parte di persone ipercolesterolemiche ha un
effetto positivo nell’abbassare il tenore di colesterolo del plasma.

Il meccanismo con il quale un latte-fermentato esercita un effetto
ipocolesterolemico non € a tutt’oggi conosciuto nel dettaglio, ma si ritiene che
alcuni componenti costitutivi del latte e alcuni prodotti del metabolismo batterico
svolgano un ruolo importante. La combinazione di acido orotico, acido urico ed
acido-3-idrossi-3-metilglutarico, con le proporzioni in ppm di 25, 15, 145
rispettivamente (i primi due quali composti costitutivi del latte e il terzo quale
prodotto di fermentazione), pud esercitare un’azione sinergica ipocolesterolemica.

Un’alta percentuale della popolazione adulta vivente sulla terra ha
un’insufficiente capacita a digerire il lattosio e quindi a utilizzare il latte come
alimento, mentre lo yogurt, che pur contiene ancora un’alta percentuale di
lattosio, viene digerito dalle persone lattosio-intolleranti.

A rendere possibile questo fatto, intervengono gli artefici microbici dello yogurt,
vale a dire Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus e Streptococcus
thermophilus che, nel’accumulare acido lattico, producono B-galattosidasi
(lattasi), enzima specifico dell’idrolisi dello zucchero del latte da cui derivano
glucosio e galattosio.

L’enzima lattasi € contenuto all’interno della cellula batterica dei fermenti lattici
dello yogurt, che funziona da contenitore sino al momento della lisi cellulare che
in parte gia awiene nello yogurt durante la conservazione alla temperatura di
+4°C e si completa nell'intestino.

La liberazione di peptidi bioattivi rappresenta un aspetto importante dell’attivita
proteolitica della microflora lattica dello yogurt; fra i vari peptidi liberati vi sono
quelli ad attivita biogenica, di cui considerazioni specifiche verrano fatte a
proposito del latte-fermentato biogenico.

Si sottolinea tuttavia sin d’ora che i peptidi ad azione ipotensiva sono quelli che
al momento attuale vengono maggiormente considerati, in quanto la loro
presenza allo stato libero in un latte fermentato rende possibile la realizzazione
di una nuova serie di alimenti funzionali piu attivi.
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La letteratura internazionale segnala che la produzione di polisaccaridi da parte di
batteri lattici & stata messa in relazione con effetti anticancerogeni a livello del colon.
Quando nella produzione dello yogurt si impiegano ceppi filanti, si pud arrivare
allaccumulo di 200-300 mg di polisaccaridi per chilogrammo di yogurt.

Circa la loro funzione, a titolo di esempio si pud citare che gli abitanti di Kupio
(Finlandia) corrono pochi rischi nei riguardi dell’insorgenza di forme tumorali con
localizzazione al colon, perché sono dei forti consumatori di latte fermentato
filante, ricco pertanto di polisaccaridi.

Questa relazione supporta un’area di studio di grande interesse e pone,
anche per questo aspetto, lo yogurt in primo piano tra gli alimenti con
proprieta funzionali.

L'attivita biochimica che si realizza con la fermentazione lattica durante la
preparazione dello yogurt assomma anche altri effetti favorevoli, con riferimento
ai quali pero attualmente non esiste ancora un sufficiente numero di risultati
sperimentali per poter dimostrare che sono certi. Si prevede che il quadro potra
arricchirsi con altri elementi per indicare, in forma ancora piu netta, I'importante
posizione che lo yogurt ha come alimento per la nutrizione e il mantenimento
della salute dell’'uomo.

Il kefir € un latte-fermentato acido-alcoolico, effervescente, frutto di una
complessa fermentazione operata da microrganismi diversi a partire da latte
bovino, ovino o caprino.

Il kefir, originario del Caucaso del Sud, appartiene ai latte-fermentati tradizionali
la cui diffusione ¢ stata spesso affidata alla sola tradizione domestica.

I nome kefir € di origine turca e il prodotto e stato introdotto in Europa nel 1860
con I'utilizzazione dei granuli di kefir quali “starters” per la fermentazione. |
granuli sono costituiti da proteine e polisaccaridi che immobilizzano differenti
specie di microrganismi in sinergismo tra di loro, ma ancor oggi non €
conosciuto come si forma il granulo. Infatti non & mai stato possibile ricostruire
in laboratorio il granulo di kefir a partire dalla microflora che o compone.

Si & ancora legati alla leggenda che viene tramandata dai pastori che vivono
sulle montagne del Medio Oriente e che indica che i granuli sono stati dati al
popolo ortodosso da Maometto (granuli di Maometto o miglio del Profeta), il
quale spiegd come utilizzarli, ma non come prepararli la prima volta, perché cio
avrebbe determinato la perdita del loro “magico potere”.
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Dal punto di vista microbiologico, il granulo di kefir si presenta complesso: si € in
presenza di un’associazione tra piu gruppi batterici e precisamente lattococchi,
lattobacilli mesofili, Leuconostoc, enterococchi, batteri acetici e lieviti.

La composizione microbiologica del granulo si ripercuote a sua volta sulla
composizione microbiologica della bevanda acido-alcoolica indicata come kefir.
Dalla letteratura scientifica esistente, basata sui risultati di diverse ricerche, pud
essere ricostruito quadro microbiologico d’insieme di genere e di specie riportato
in tabella 14.

TABELLA 14. Quadro microbiologico del kefir.

Batteri lattici Lieviti

Lactococcus lactis Saccharomyces cerevisiae
Lactobacillus brevis Saccharomyces delbrueckii
Lactobacillus acidophilus Saccharomyces lactis
Lactobacillus caucasicum Saccharomyces carisbergensis
Lactobacillus casei Saccharomyces kefir
Leuconostoc mesenteroides Kluyveromyces lactis
Lecuonostoc kefir Candida tenuis

Candida pseudotropicalis

Acetobatteri Atri gruppi
Acetobacter aceti Enterococcus durans
Acetobacter rancens Bacillus subtilis

Geotricum candidum

Variazioni della composizione della microflora sono in funzione dell’origine del
granulo e in generale le variazioni piu marcate riguardano I'associazione di
lieviti.

Durante la fermentazione del latte la sequenza che caratterizza lo sviluppo
batterico ¢ la seguente:

lattococchi — lattobacilli — Leuconostoc — lieviti — acetobatteri

L'interno di un granulo di kefir visto al microscopio elettronico a scansione, si
presenta come in figura 12.
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FIGURA 12. Associazione schizomiceti-eumiceti all’interno di un granulo di kefir osservato
al microscopio elettronico a scansione.

La tradizione e lo sviluppo delle ricerche scientifiche attribuiscono al kefir
proprieta nutrizionali e funzionali generalmente riconosciute di notevole
importanza. Cosi, ad esempio, anche il kefir pud essere consumato senza
problemi dalle persone intolleranti il lattosio, perché apporta B-galattosidasi che

trae origine dal realizzarsi del ciclo glicolitico.

’acido lattico che si accumula & quasi esclusivamente sotto la forma isomerica
L(+) e cio a differenza dello yogurt che & L(+) D(-) ove si accumulano in parti
circa uguali. E da sottolineare che I'isomero D(-), assunto in certe quantita, pud
provocare disturbi al consumatore. Una significativa differenza del kefir rispetto

allo yogurt & che non contiene galattosio.

In genere lattivita proteolitica in kefir risulta pit debole rispetto ad altri latte-
fermentati; I'azoto non proteico del kefir passa con la fermentazione da 29
mg/100 g del latte a 46 mg/100 g del kefir dei primi giorni e arriva a 52 mg/100

g dopo 11 giorni di conservazione.

E importante sottolineare che tra gli aminoacidi di liberazione preferenziale
durante la protealisi, si pongono treonina, prolina e lisina e, inoltre, € significativa

la liberazione di D-aminoacidi, come evidente in tabella 15.

Il contenuto in vitamine subisce variazioni che sono legate al processo
fermentativo e al tipo di latte utilizzato. In generale diminuiscono le vitamine B6,

B12 e biotina e aumenta I'acido folico, anche sino al valore del 115%.
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TABELLA 15. Valori in percento di aminoacidi D-isomeri rispetto a L-isomeri in latte
pastorizzato e in kefir.

D-alanina 1,8 37,4
D-acido glutammico 5,1 4,9
D-acido aspartico 7,3 17,6
D-valina - 5,6
D-leucina - 22,6
D-lisina - 4,7
D-serina - 3,4
Aminoacidi liberi mg/100 g 3,29-10,3 26,2
D-aminoacidi liberi mg/100 g 0,09-0,24 1,48

Per tradizione secolare, il kefir & considerato un latte fermentato con buone
proprieta probiotiche salutistiche. Si attribuiscono ad esso effetti favorevoli nel
prevenire, come anche nel risolvere, gastriti, diarrea, malattie intestinali nei
bambini e problemi di digestione nelle persone anziane, sino a determinare
effetti favorevoli sull’apparato circolatorio e sul sistema nervoso.

La letteratura riporta che, sulla base di studi su piccoli animali, il polisaccaride
del granulo di kefir ha una forte capacita di inibire la proliferazione delle cellule
tumorali della linea ascitica d’Erlich.

Un vasto campo di interessi € stato recentemente aperto con la dimostrazione, in
pulcini, dell’effetto anti-Salmonella, quale conseguenza della somministrazione di
kefir prodotto con granuli. Leffetto positivo si riscontra solamente quando si opera
con microflora viva. Leffetto & nettamente superiore a quello che si ottiene con la
somministrazione di yogurt.

Si pud ancora aggiungere che la presenza di anidride carbonica e sali di calcio
facilita la diuresi e che I'acidita e la caratteristica microflora stimolano la salivazione,
la secrezione di enzimi nello stomaco e migliora la peristalsi intestinale.

Nei paesi orientali, in particolare in Russia, il kefir € tenuto in grande considerazione
negli ospedali e viene incluso nelle diete dei pazienti affetti da dismetabolismi
intestinali e generali, ipertonicita, aterosclerosi e allergie. Infine, al pari del kumys
(latte fermentato acido-alcoolico ottenuto con latte di cavalla), il kefir viene
considerato un buon rimedio supplementare nel trattamento della tubercolosi.
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Il latte fermentato tibetano e, per tradizione, consumato presso le popolazioni
locali e ha trovato un preciso collocamento nella medicina pastorale tibetana, in
quanto in grado di promuovere la salute gastrointestinale e cid con particolare
riferimento alle forme di ulcera gastrica presieduta da microrganismi infettivi.
Le infezioni sostenute da Helicobacter pylori rappresentano un’importante causa
di gastriti croniche e di ulcera; inoltre € stato recentemente evidenziato che il 60-
80% di tumori gastrici sono attribuibili a infezioni da Helicobacter pylori.

La prevenzione e I'eradicazione di Helicobacter pylori risulta alquanto critica, sia
perché non sempre positivi sono gli effetti dei trattamenti con antibiotici e
chemioterapici, sia anche perché questi trattamenti talvolta provocano effetti
indesiderati.

Queste limitazioni hanno spostato I'attenzione verso soluzioni alternative e i
latte-fermentati del tipo “yogurt tibetano” stanno assumendo una particolare
importanza.

Studi recentemente sviluppati negli Stati Uniti d’America, hanno messo in
evidenza che il latte-fermentato tibetano & prodotto dallo sviluppo in
associazione di Lactobacillus crispatus e Lactobacillus kefiri (indicato anche
Lactobacillus ferentoshensis) con Kluyveromyces lactis e Issatchenkia orientalis
(simile a Candida cruzei).

Il latte fermentato ottenuto dallo sviluppo dell’associazione sopra indicata ha
una forte azione battericida verso Helicobacter pylori. | lieviti e i lattobacilli
formano coltura simbiotica in grado di secernere fattori solubili antibatterici
quali, ad esempio, le batteriocine.

La letteratura scientifica riferisce che anche Lactobacillus acidophilus (ceppo
LB) ha una forte azione battericida verso Helicobacter pylori, dimostrabile “in
vivo” nell'uomo.

Il supernatante (siero) di una coltura in latte di Lactobacillus acidophilus ceppo
A1 (Lactobacillus johnsonii), somministrato a pazienti infetti da Helicobacter
pylori, ha determinato effettivamente la soppressione dello sviluppo del
microrganismo responsabile di ulcera gastrica.

Dopo due settimane di somministrazione del supernatante, I'ureasi gastrica
attribuita a Helicobacter pylori diminuisce fortemente, a dimostrazione della sua
attivita antibatterica.

I meccanismo biologico che porta all’attivita anti-Helicobacter € presieduta da
batteriocine; recentemente un gruppo di ricercatori della Corea del Sud ha
nuovamente indagato su questo aspetto e, tra le varie batteriocine prodotte da



batteri lattici, ha riscontrato che un’attivita molto intensa viene espressa da
lacticin A164 e da lacticin BH5, prodotte da ceppi di Lactococcus lactis.

Le attivita proteolitiche che si concretizzano durante la preparazione di un latte-
fermentato o di un formaggio, sono di particolare importanza per la
caratterizzazione dei prodotti finali.

L'idrolisi delle caseine porta, in primo luogo, alla liberazione di peptidi € questo
processo determina la qualita fisica, I'aroma e il sapore, nonché il maggior
valore nutrizionale e, come oggi € stato ben chiarito, anche salutistico, perché
e stato accertato che numerosi peptidi risultano biologicamente attivi.

Da un punto di vista generale, i benefici alla salute legati al consumo dei latte-
fermentati, sono diversi e si possono ricondurre a varie attivita, come ad
esempio:

inibizione dei processi infettivi;

attivita antitumorale;

regolazione delle funzioni immunologiche;
riduzione del colesterolo del siero.

A questi benefici va aggiunta anche la riduzione dell’ipertensione.

La presenza di peptidi con attivita antiipertensiva & stata descritta, nel dettaglio,
a partire dal 1985 in vari alimenti fermentati, compresi quelli a base di latte.

| tripeptidi isoleucyl-prolyl-proline (IPP oppure lle-Pro-Pro) e valyl-prolyl-proline
(VPP oppure Val-Pro-Pro) hanno un chiaro effetto antiipertensivo, cioé
abbassano la pressione arteriosa attraverso l'inibizione dell’attivita ACE, cioé di
“angiotensin-I-converting enzyme”.

ACE converte “angiotensin I” in “angiotensin II”, che € una potente molecola
vasocostrittore; gli ACE inibitori esogeni aventi un effetto ipotensivo sono stati
segnalati per la prima volta nel 1997.

Le proteine del latte sono precursori importanti per peptidi ACE inibitori: se
provengono dalle caseine (o, B e k) sono conosciuti come caseochinine,
mentre se derivano da proteine del siero (o-lattoalbumina e B-lattoglobulina)
vengono indicate come lattochinine.

In senso generale, i componenti di alimenti derivati da attivita microbiche in
grado di esercitare effetti benefici sulla salute del consumatore senza che vi
sia il coinvolgimento diretto della microflora intestinale, vengono definiti
“biogenici”.
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| peptidi bioattivi presenti nei latte-fermentati come componenti biogenici ad
azione ipotensiva derivati per idrolisi enzimatica da caseine e da proteine
solubili sono diversi; ne sono stati descritti otto derivati da og,-caseina, altri
otto da B-caseina, due da k-caseina, due da o-lattoalbumina ed ancora
quattro da B-lattoglobulina, con le dimensioni € la localizzazione dei frammenti
peptidici nelle molecole proteiche riportate in tabella 16.

TABELLA 16. Peptidi ad azione ipotensiva derivati per idrolisi enzimatica di caseine
e di proteine del siero

Frammenti proteici

osi- caeseina (23-34) (104-109)
(23-37) (142-147)
(28-34) (143-148)
(157-164)
(194-199)
B-caseina (57-64) (169-175)
(74-76) (177-183)
(84-86) (181-183)
(108-113) (193-198)
K-caseina (568-59)
(108-110)
o-lattoalbumina (50-53)
(105-110)
B-lattoglobulina (9-14) (102-105)
(15-20) (142-148)
*= lle-Pro-Pro **= Val-Pro-Pro

Come prima accennato, due risultano i peptidi inibitori dell’ ACE ritenuti pit importanti
e che sono stati isolati e caratterizzati da latte fermentato con Lactobacillus
helveticus, e precisamente (Val-Pro-Pro) e (lle-Pro-Pro), rispettivamente f(84-86) e
f(74-76) da P-caseina (tabella 16). Durante la fermentazione condotta con
Lactobacillus helveticus e Saccharomyces cerevisiae per ottenere il Calpis Sour Milk
consumato in Giappone, cambiamenti significativi avwengono nella liberazione di
peptidi nelle prime 4-10 ore di incubazione mentre 'attivita ACE inibitoria aumenta
con molta evidenza con la parte finale logaritmica di sviluppo e raggiunge il massimo
di attivita a 18 ore dall'inoculo, per poi rimanere costante.
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FIGURA 13. Cambiamenti dell’attivita inibitrice di angiotensin I-converting enzyme (ACE)

durante la fermentazione del latte per ottenere il latte acido Calpis. (Nakamura e coll. - 67)
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L'identificazione dei composti attivi € stata effettuata dopo eluizione HPLC,
come mostrato in figura 14 ¢ il valore ICso, che indica la concentrazione di un
composto ACE inibitore necessaria per inibire il 50% dell’attivita ACE, ¢ risultato

di 9 uM per il peptide biogenico Val-Pro-Pro e di 5 uM per lle-Pro-Pro.

FIGURA 14. Individuazione di inibitori di angiotensin I-convenrting enzyme (ACE) presenti nel

latte fermentato Calpis. (Nakamura e coll.- 67)
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Un peptide con tre aminoacidi, con attivita simile ai precedenti tripeptidi, &
stato individuato con l'idrolisi della k-caseina e precisamente in posizione
f(108-110). Recentemente in Finlandia & stato condotto uno studio pilota
sull’effetto ipotensivo sul’uomo conseguente al consumo di latte-fermentato
preparato con solo Lactobacillus helveticus LBK-16H ed é stato dimostrato
che la somministrazione giornaliera di 150 ml di tale fermentato con una
concentrazione di IPP di 15 mg/l e di VPP di 20-25 mg/| protratta per quattro
settimane, e risultata sufficiente per indurre un significativo abbassamento
della pressione del sangue. Questa dimostrazione & emersa dalla
somministrazione ad un numero limitato di soggetti e richiede percid nuove
e pil ampie indagini di conferma, ma vi € anche da tener presente che
I'aggiunta al latte di IPP e VPP di sintesi, ha lo stesso effetto antiipertensivo
del latte fermentato con Lactobacillus helveticus e Saccharomyces
cereviasiae della Calpis Food Industry.

La buona capacita a liberare tripeptidi ad attivita antiipertensiva ¢ stata
dimostrata con ceppi della specie Lactobacillus helveticus, mentre ceppi di
Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus e subsp. lactis, Lactobacillus
casel, Lactobacillus acidophilus, Streptococcus thermophilus, Lactococcus
lactis subsp. lactis e subsp. cremoris mostrano attivita molto piu debole.
Peptidi bioattivi ad attivita antiipertensiva sono stati riscontrati anche in
diversi formaggi. Nel Parmigiano Reggiano a sei mesi di stagionatura, sono
stati identificati peptidi derivati da og;-caseina che contengono la sequenza
f(23-24) che sono riconosciuti con attivita positiva. In Grana Padano e in
formaggio prodotto con latte di pecora, il peptide f(102-108) da a.;-caseina
e stato pure segnalato come peptide attivo. Nel formaggio spagnolo
Manghego, peptidi attivi di basso peso molecolare sono stati recentemente
riscontrati nell’estratto in acqua e di particolare interesse risulta il peptide
f(102-109) da og4-caseina.

Nel 1907 Elia Metchnikoff, microbiologo russo esiliato a Parigi, sostenne che la
dieta ricca di latte fermentato pud correlarsi con il prolungamento della vita.

A questa conclusione giunse dopo aver indagato sullo stile di vita dei pastori
delle montagne della Bulgaria che presentavano un buon stato di salute e
lunga vita. Le popolazioni bulgare risultavano forti consumatori di yogurt e di
latte di capra fermentato.

Da allora lo yogurt comincio ad avere una diffusione sempre maggiore come
alimento ad effetto salutistico.



Nel 1930 Minoru Shirota, professore presso la Japan’s Imperial Kyoto
University, giunse a mettere a punto il prodotto latte fermentato Yakult dopo
aver studiato sia i batteri responsabili di malattie dissenteriche nei bambini,
sia quelli utili per la salute dell’intestino.

Realizzd la preparazione industriale di un latte fermentato da bere con lo
scopo di prevenire le malattie intestinali; come agente di fermentazione in
grado di mantenere una favorevole condizione bilanciata della microflora
intestinale, ricorse ad un ceppo di Lactobacillus casei oggi definito
Lactobacillus casei Shirota.

Il Lactobacillus casei Shirota evidenzia diverse caratteristiche positive, in
particolare la resistenza all’acidita dello stomaco e ai sali biliari, potendo cosi
raggiungere, in numero elevato di cellule vive, il colon. Il latte-fermentato
Yakult ha avuto grande diffusione nei paesi orientali, ma oggi € abbastanza
conosciuto anche in Europa.

Dopo piu di 70 anni di consumo diffuso e sulla base dei risultati di specifiche
ricerche, le sue proprieta funzionali sono state valutate con attenzione e
possono essere richiamate con i punti che seguono:

aiuta e stimola il processo digestivo;

riduce la crescita di alcuni tumori;

neutralizza i prodotti tossici che si formano durante la digestione;
modula il sistema immunitario;

produce sostanze nutrienti;

accumula acido lattico L(+);

contrasta lo sviluppo di germi patogeni;

controlla I'insorgenza di diarree da rotavirus e quella del viaggiatore.

Molta attenzione & stata riservata all’effetto di modulazione del sistema
immunitario esercitato da Lactobacillus casei ceppo Shirota e recentemente
ricercatori giapponesi hanno ulteriormente approfondito questo aspetto. Alle
cellule indicate con NK (natural Killer) viene attribuito un ruolo nel controllare
lo sviluppo di tumori e delle infezioni virali e Lactobacillus casei del latte-
fermentato Yakult pud modulare, come microrganismo intestinale, I'attivita
delle cellule NK. Il consumo continuato di latte-fermentato Yakult risulta, a
questo proposito, in grado di aumentare effettivamente I'attivita NK in
persone con malattie autoimmuni o con cancro, oppure persone anziane che
normalmente presentano un basso livello di attivita delle cellule NK.

39



LATTE FERMENTATI: ALIMENTI FUNZIONALI

Quadro generale delle caratteristiche funzionali
di base di latte-fermentati

Il quadro d’insieme delle caratteristiche funzionali di base dei latte-fermentati
trova schematizzazione nella tabella 17. Dall’esame di essa si possono ricavare
elementi utili per la preparazione di latte-fermentati, con proprieta funzionali
aggiuntive, finalizzati al raggiungimento di specifici obiettivi.

TABELLA 17. Quadro d’insieme delle caratteristiche di base di alcuni latte-fermentati

Latte-fermentati| Microflora Composti attivi | Principali proprieta
di base responsabile della presenti a fine funzionali di base

fermentazione fermentazione

Yogurt Lactobacillus delbrueckii B-Galattosidasi, acido-3- | Ipocolesterolemica
subsp. bulgaricus idrossi-3-metilglutarico Antitumorale
Streptococcus thermophilus Peptidi bioattivi Digestione del lattosio
Polisaccaridi Immunomodulante
Kefir batteri lattici Acido lattico L(+) Antidiarroica
acetobatteri D-aminoacidi Antitumorale
lieviti B-galattosidasi Digestione del lattosio
Acido folico Antibatteri patogeni
“Yogurt” tibetano Lactobacillus crispatus Batteriocine Antiulcera da Helicobacter
Lactobacillus ferentoshensis pylori

Candida cruzeri

Fermentato biogenico Lactobacillus helveticus Tripeptidi Ipotensiva

Yakult Lactobacillus casei Shirota Acido lattico L (+) Antidiarrea da rotavirus
Antitumorale
Immunomodulante
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PROPRIETA FUNZIONALI
AGGIUNTE PER
| LATTE-FERMENTATI

Partendo dalla base yogurt, e in senso pitl generale dai latte-fermentati, &
possibile aprire un ampio capitolo nel’lambito del quale operare per preparare
alimenti fermentati con la qualifica di “funzionale” maggiormente allargata e
meglio definita. Le nuove opportunita finalizzate alla promozione della salute del
consumatore attraverso 'alimento, si configurano sempre piu e si articolano su
canali produttivi che oramai si caratterizzano con differenti dotazioni di
funzionalita alimentare. La tipologia dei latte-fermentati funzionali maggiormente
dotati rispetto alla base risulta essere cosi composta:

* probiotico;
° prebiotico;
© simbiotico;
¢ funzionali speciali.

Le quattro linee indicate verranno di seguito trattate con considerazioni basate
sulla piu recente letteratura scientifica e tecnica

Latte-fermentati probiotici

La microflora intestinale

La voce “latte-fermentati probiotici” stimola, sulla base di un ampio consenso
di conoscenze gia acquisite, una vasta serie di considerazioni che, se fatte nel
dettaglio, richiederebbe molto spazio e ci porterebbe fuori dai limiti di pagine
fissate per la presente pubblicazione.
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Tuttavia un’esplorazione sintetica degli aspetti piu significativi non pud essere
trascurata per aiutare alla delimitazione di un quadro che riguarda, con nuove
prospettive, la preparazione dei latte-fermentati probiotici.

La microflora intestinale delluomo & particolarmente complessa e molto
abbondante; si ritiene che sia composta da almeno 400 differenti specie di
microrganismi in grado di formare un’associazione sinergica, che si traduce in
un ecosistema di fondamentale importanza per la vita dell'uomo.

I microrganismi membri della flora intestinale residente e quelli contaminanti di
origine ambientale che normalmente vengono isolati, possono essere distribuiti
in diversi gruppi, come riportato in tabella 18.

E probabile che la gran parte dei microrganismi elencati siano quelli che
esercitano un ruolo di controllo dell’ecologia intestinale del’'uomo, ma la lista
delle specie batteriche non pud essere che prowvisoria, in quanto il loro
isolamento e riconoscimento dipende dal tipo di metodiche analitiche utilizzate.

TABELLA 18. Principali gruppi di batteri isolati dal contenuto intestinale.

Bacteroides Peptococcus
Fusobacterium Streptococcus
Proteus Enterococcus
Escherichia Coprococcus
Klebsiella Sarcina
Citrobacter

Eubacterium

Lactobacillus

Bifidobacterium

Clostridium

Propionibacterium
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Il gruppo numericamente piu importante & rappresentato dal genere Bacteroides
con una decina di specie classificate. Si tratta di germi Gram-negativi, strettamente
anaerobi, non sporigeni, a forma bacillare e, per alcune specie, con manifesto
polimorfismo. Un altro gruppo di larga diffusione € rappresentato da
Fusobacterium, batteri Gram-negativi, anaerobi, non mobili € non sporigeni. Tra |
batteri Gram-positivi, non sporigeni di forma bacilare, diversi generi risultano
numericamente importanti, in particolare Bifidobacterium, Propionibacterium € il
genere Eubacterium. Tra i microaerofili e anaerobi facoltativi, sono da richiamare
al’attenzione i membri del genere Lactobacillus, tra i cocchi anaerobi quelli
rappresentanti del genere Enterococcus e Streptococcus.
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Distribuzione dei microrganismi nel tratto
gastro-intestinale

Nelle persone adulte, la microflora intestinale forma un ecosistema complesso
composto da comunita batteriche che variano in relazione alle differenti parti
del tratto gastrointestinale. Il numero di microrganismi presenti & praticamente
insignificante nello stomaco, mentre € estremamente abbondante nel colon.
La composizione del microbiota nelle quattro porzioni del tratto
gastrointestinale € quella riportata in tabella 19.

Il basso valore di pH nello stomaco & motivo di prevenzione dello sviluppo
microbico, mentre nella parte alta del piccolo intestino, e precisamente nel
duodeno, le secrezioni biliari e pancreatiche hanno un effetto battericida. Con
la parte bassa del piccolo intestino, vale a dire digiuno ed ileo, il valore di pH
si sposta verso il neutro, diminuisce la tensione di ossigeno, i secreti digestivi
vengono diluiti e la microflora cambia di numero e di composizione. Nel largo
intestino, il pH & prossimo al neutro e le condizioni che si realizzano sono
favorevoli per la formazione di un ricco ecosistema microbico anaerobico.

TABELLA 19. Composizione del microbiota dei tratti del sistema gastrointestinale.

Tratto Conta Principali
gastrointestinale | microbica gruppi microbici
totale (UFC)

Stomaco <10%ml Lactobacillus, Streptococcus, Candida

Duodeno e digiuno < 10%ml Lactobacillus, Streptococcus, Veillonella, Candida

lleo 10°-10%/ml Bacteroides, Bifidobacterium, Enterobacterium,
Veillonella, Enterococcus, Lactobacillus,
Streptococcus

Colon 10"°-10"%/g Bacteroides, Clostridium,
Eubacterium, Ruminococcus, Fusobacterium,
Bifidobacterium, Peptostreptococcus, Atopobium’*,
Enterobacteriaceae, Lactobacillus, Veillonella,
Peptococcus, Propionibacterium, Actonomyces

*: Atopobium include: Atopobium, Coriobacterium, Eggerthella e Collinsella. (Satokari - 14)
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Le indicazioni relative ai principali gruppi microbici fornite con la tabella 19, e in
particolare quelle che riguardano la porzione intestinale del colon, sono tuttavia
da ritenersi incomplete, perché ottenute sulla base di indagini tassonomiche
prevalentemente basate su tecniche analitiche microbiologiche tradizionali. Gia
I'applicazione recentemente introdotta delle tecniche di biologia molecolare ha
consentito I'accertamento della presenza di componenti microbici che non &
possibile, con le normali metodologie, far sviluppare in laboratorio e che
potrebbero rappresentare anche un’alta percentuale della microflora totale.

Nel 1999, un gruppo di ricercatori di scuola americana ha condotto un vasto
studio sulle sequenze di 16S rDNA dei componenti del microbiota fecale di
singoli individui ed & stato trovato che il 76% delle rDNA sequenze individuate
erano di specie microbiche sconosciute.

| batteri di caratterizzazione fenotipica che vengono con una certa facilita
riprodotti in laboratorio, e dei quali si conosce un insieme di proprieta, sono
Bacteroides, Clostridium, Lactobacillus, Bifidobacterium, Eubacterium,
Ruminococcus, Peptococcus e Peptostreptococcus € sono presenti in
genere almeno con 10" UFC per grammo di feci, ma si stima che almeno 400
specie abbiano residenza nel colon, per cui le nostre attuali conoscenze sono
ancora molto limitate. A maggior comprensione si pud anche ricordare che con
tecniche molecolari & stato accertato che Bacteroides, Clostridium coccoides,
Eubacterium rectale e Clostridium leptum, costituiscono assieme dal 44 al
68% della comunita batterica delle feci e che Fusobacterium pud raggiungere
il 17% dei batteri totali.

La prima colonizzazione batterica del tratto gastro-intestinale si configura
attraverso due momenti critici molto importanti: il momento della nascita con
i primi giorni di vita e il periodo dello svezzamento.

Alla nascita 'intestino & sterile, ma il neonato € esposto alla contaminazione
batterica iniziale con il contatto con I"'ambiente vaginale della madre e gia al
momento della nascita inizia il processo di colonizzazione vero e proprio.
Rimarchevole € poi I'influenza esercitata dal tipo di allattamento nel primo
mese di vita. Ricerche condotte con le tecniche microbiologiche
convenzionali e con quelle moderne di biologia molecolare, hanno
dimostrato che la microflora dei bambini allattati al seno & dominata
dall’associazione bifidobatteri-batteri lattici, dal cui sviluppo consegue la
produzione in un determinato rapporto quantitativo di acido lattico e di acido
acetico, mentre quella dei bambini allattati con latte formulato presenta una
maggiore rappresentanza di batteroidi, clostridi ed enterobatteriacee, che
determinano un maggior accumulo di acido acetico e di acido propionico.



Le differenze nella composizione della microflora del bambino sono quindi in
funzione del tipo di allattamento e cido & dovuto all'intervento di numerosi fattori.
Si pud, in primo luogo, richiamare il fatto che il latte materno contiene
immunoglobulina A e lisozima, che sono in grado di prevenire lo sviluppo di alcuni
batteri. Inoltre il piu basso valore di pH delle feci dei bambini allattati al seno, pud
favorire lo sviluppo di batteri lattici che sono acidiruci.

La maggior presenza nel latte materno di lattoferrina, che sequestra il ferro
necessario per la crescita di batteroidi ed eubatteri mentre non € richiesto da
batteri lattici e bifidobatteri, funziona da modulante. Non pud essere infine
trascurato il ruolo svolto nel favorire 1o sviluppo di bifidobatteri di fattori bifidogeni
presenti nel latte materno, quali oligosaccaridi, nucleotidi e gangliosidi.

I secondo momento critico € rappresentato dallo svezzamento, in cui lo sviluppo
della microflora & condizionato dalla somministrazione di alimenti non derivati dal
latte e dall’evolversi delle funzioni intestinali. E questo il periodo della graduale
diversificazione, con passaggio progressivamente sempre piu marcato verso una
popolazione batterica che porta a un aumento dell’accumulo di acido propionico,
acido butirrico e acido acetico. Queste brevi considerazioni vengono
schematizzate nella figura 15. Con relazione alla colonizzazione in neonati, €
opportuno anche segnalare che, nei neonati sani, i primi microrganismi ad
insediarsi a livello della faringe sono una o poche specie di streptococchi o-
emolitici e che I'assenza di queste specie trova correlazione con un significativo
aumento del rischio di infezioni. Inoltre, negli adulti, un abbassamento naturale, o
indotto da antibiotici, del livello faringeo di streptococchi a-emoailitici, lascia spazio
allaumento di infezioni presiedute da Streptococcus pyogenes. Con tutto cio e
evidente che il discorso si amplia notevolmente, ma in questa sede si vuol
solamente sottolineare che la prevenzione di faringiti streptococciche puo essere
potenzialmente effettuata con probiotici per esercitare un’interferenza batterica.

FIGURA 15. Schema dello sviluppo della microflora intestinale.

Alla nascita I'intestino & sterile

Il primo inquinamento € vaginale
€ poi ambientale
Con latte materno Piu bifidobatteri e bacilli lattici

Influente € il tipo di allattamento

Con latte ricostituito Numerosi streptobatteri, enterobatteri, batteroidi

Con lo svezzamento inizia la progressiva
diversificazione della microflora

Nell’adulto si configura una microflora
complessa, abbondante in un appropriato
rapporto associativo
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Le considerazioni prima fatte hanno consentito di mettere in evidenza che i batteri
lattici e i bifidobatteri costituiscono un gruppo di microrganismi fortemente
rappresentati tra la microflora intestinale dell’'uomo.

Nel 1965, per la prima volta, & stata usata I'espressione “probiotico” per
descrivere sostanze secrete da un protozoo in grado di stimolare lo sviluppo di un
altro protozoo.

In seguito sono stati descritti come probiotici gli estratti di tessuti in grado di
stimolare 1o sviluppo microbico €, nel 1974, lo stesso termine & stato introdotto
per definire supplementi alimentari, inclusi organismi e sostanze varie, in grado di
esercitare un effetto benefico sugli animali, contribuendo al mantenimento
dell’equilibrio della microflora intestinale.

Nell’'ultimo ventennio del secolo scorso e sino a tutt’oggi, il termine probiotico &
stato sempre piu riservato ai microrganismi in grado di promuovere salute e
benessere sia nel’'uomo sia negli animali.

II' concetto di probiotico in effetti nasce quando Metchnikoff, all’inizio del
ventesimo secolo, giunge ad affermare che i batteri interessati alla produzione di
latte-fermentati sono in grado di contrastare nell’intestino 1o sviluppo di
fermentazioni putrefative, da cui consegue che il consumo di yogurt gioca un
ruolo positivo nel mantenimento della salute.

In pit, sempre all'inizio del secolo scorso, Tissier scopre i bifidobatteri presenti in
bambini allattati al seno e sottolinea che essi sono in grado di modulare la
microflora di bambini con infezioni intestinali.

La diffusione delle notizie sugli effetti connessi con il consumo di yogurt del tipo
caucasico e dei risultati delle ricerche microbiologiche condotte presso I'lstituto
Pasteur, spingono, nel 1912, Isaac Carasso a fondare in Barcellona il gruppo
Danone e a sensibilizzare la classe medica sui benefici del consumo di yogurt.
Con la figura 16 viene riprodotto un manifesto Danone risalente al 1919 che invita
al consumo di yogurt e kefir presentati in un elegante contenitore.

Poco dopo si ha il primo documento sull’effetto salutistico legato a Lactobacillus
acidophilus e, nel 1930 in Giappone, a Lactobacillus casei (poi definito
Lactobacillus casei Shirota), che ha costituito la base per la fondazione
dellindustria Yakult. In America &€ messo a disposizione del consumatore il
prodotto “Acidophilus milk”, fermentato con Lactobacillus acidophilus che & gia
un prodotto salutistico, vale a dire un probiotico.

Nel corso della seconda meta del secolo scorso, molta attenzione & stata
riservata alla ricerca finalizzata alla selezione dei ceppi di bacilli lattici e di
bifidobatteri piu rispondenti a scopi commerciali, sia da un punto di vista
probiotico sia per quanto riguarda I'individuazione di proprieta utili per la loro
riproduzione.
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Tutto I'insieme degli elementi raccolti ha cosi portato a una progressiva evoluzione
della definizione di probiotici € oggi si pud ritenere che la miglior definizione sia
quella suggerita dal gruppo di esperti della Commissione di studio EC che, con
riferimento alla nutrizione umana, precisa che “sono ingredienti alimentari
probiotici quei microrganismi vivi che sono benefici per la salute”.

FIGURA 16. Manifesto per la presentazione in Spagna di yogurt e kefir Danone risalente al 1919.

Si possono anche definire probiotici orali quei microrganismi vivi che, dopo
ingestione in numero appropiato, esercitano un effetto benefico sulla salute del
consumatore. Diversi membri del genere Lactobacillus e Bifidobacterium che
hanno, da un punto di vista generale, una lunga storia di biosicurezza nella
preparazione di alimenti e, come componenti benefici della microflora intestinale,
sono probiotici. Anche altri microrganismi sono probiotici e trovano impiego nella
preparazione di prodotti probiotici, come indicato nella tabella 20.

TABELLA 20. Microrganismi utilizzati nella preparazione di prodotti probiotici. (Shortt-31)

Lattobacilli Bifidobatteri Altri microrganismi

L. acidophilus B. animalis E. faecium

L. casei B. breve B. subtilis

L. johnsonii B. infantis E. coli

L. reuteri B. longum S. boulardii
L. rhamnosus B. adolescentis ClI. butyricum
L. salivarius B. lactis

L. plantarum B. bifidum

L. crispatus
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Recenti studi di tassonomia batterica, basati principalmente su esami di
biologia molecolare, hanno dimostrato che la specie Bifidobacterium longum
si articola in tre biotipi, il tipo infantis, il tipo longum ed il tipo suis, per cui la
specie Bifidobacterium infantis indicata in tabella 18 non figurerebbe piu
come specie a parte. Con riferimento alle specie di Lactobacillus lo schema
tassonomico ottenuto su basi genetiche é quello della figura 17.

FIGURA 17. Schema tassonomico ottenuto su basi genetiche per Lactobacillus acidophilus e
Lactobacillus casei. (Morelli — 28)

L. acidophilus
L. acidophilus | | L. amylovorus L. gallinarum L. crispatus L. gassei L. johnsonii
L. casei
L. casei L. paracasei L. rhamnosus
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Bacilli lattici e bifidobatteri formano una popolazione ampiamente studiata, e
sono, come visto, componenti normali del complesso ecosistema del tratto
gastrointestinale dell’uomo. Essi sono batteri autoctoni enterici e svolgono un
ruolo importante nel mantenere in equilibrio i vari gruppi batterici che formano
la comunita microbica intestinale e nel favorire, quindi, lo stato di salute del
consumatore. Un consistente aiuto nello studio filogenetico e nella definizione
dei bacilli lattici e dei bifidobatteri ci viene oggi offerto dalle analisi molecolari
comparative di sequenze di 16S RNA ribosomale (rBNA).

| batteri Gram-positivi formano due linee filogenetiche; la prima linea, come in
precedenza gia richiamato, & quella con Clostridium che si caratterizza per la
composizione in guanina+citosina del DNA inferiore al 54% e la seconda linea con
Actinomycetes con un valore di G+C del DNA superiore al 54%. | batteri lattici, con
i generi Lactobacillus, Lactococcus e Leuconostoc, risultano i tipici rappresentanti
con basso valore di G+C e tre sono i raggruppamenti filogenetici individuati:
Lactobacillus delbrueckii, Lactobacillus casei, Pediococcus e Leuconostoc, ma
esistono tuttora difficolta tassonomiche per la differenziazione di specie.



| bifidobatteri rientrano nella linea Actinomycetes e costituiscono un genere distinto
dai batteri lattici; le sequenze 16S rRNA formano un’unita filogenetica coerente
con il 93% di similarita.

| membri del genere Lactobacillus si riscontrano abbondanti nell’intestino, ma
anche facimente all’esterno come, ad esempio, nei formaggi 0 nei vegetali
fermentati, mentre i bifidobatteri hanno prevalentemente un’origine intestinale. Le
specie di batteri lattici e di bifidobatteri accertate con tecniche molecolari presenti
nel tratto gastrointestinale dell’'uomo sono riportate in tabella 21.

TABELLA 21. Specie di batteri lattici e di bifidobatteri presenti nel tratto
gastrointestinale dell’'uomo accertate con metodi molecolari. (Vaughan e coll. 41)

Genere Lactobacillus Genere Bifidobacterium
L. acidophilus B. adolescentis
L. cr/spatus B. angulatum
i- g;ive’s B. bifidus
' / . B. breve
i. ;je/brueck// (gruppo) B. catenulatum
. fermentum ) )
L. gasseri B. infantis
L. paracasei B. longum
L. plantarum (gruppo) B. pseudocatenulatum
L. rhamnosus
L. ruminis
L. sakei
L. salivarius
L. vaginalis
L. curvatus
L. fructivorans

Genere Leuconostoc
Leuc. argentinum
Leuc. mesenteroides

Genere Pediococcus
Ped. pentosaceus

Recentemente & stato sottolineato che Lactobacillus acidophilus e Lactobacillus
casei sono specie dominanti nelle feci di bambini lattanti, mentre Lactobacillus
reuteri e Lactobacillus gasseri sono dominanti nelle feci di adulti; in parallelo &
stato accertato che Lactobacillus ruminis € un componente regolare.
Bifidobacterium adolescentis e Bifidobacterium catenulatum appaiono molto
comuni negli adulti, mentre Bifidobacterium breve e Bifidobacterium infantis sono
dominanti nelle feci dei bambini.
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La ricerca scientifica a supporto e a dimostrazione del concetto che il
mantenimento di un appropriato equilibrio tra i componenti della microflora
intestinale torna utile per la difesa verso i disordini gastrointestinali che, a loro
volta, si ripercuotono negativamente sullo stato di benessere del consumatore,
€ in continuo sviluppo.

La preparazione di latte-fermentati arricchiti con microrganismi probiotici e
sempre piu viva e dinamica e diventa, a questo scopo, fondamentale I'impiego
di microrganismi con proprieta definite, vale a dire opportunamente selezionati
per risultare rispondenti.

| punti di base emergenti per la selezione di ceppi probiotici vengono indicati, in
forma schematica, in figura 18.

FIGURA 18. Schema di base per la selezione di microrganismi probiotici (Saarela e coll.- 143).
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Alcuni ceppi di batteri lattici e i bifidobatteri attualmente impiegati come
probiotici sono riportati in tabella 21.
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PROPRIETA FUNZIONALI AGGIUNTE PER | LATTE-FERMENTATI

TABELLA 22. Proprieta salutistiche documentate di ceppi di batteri lattici e bifidobatteri
impiegati come probiotici

Ceppo Proprieta Bibliografia Produttore
salutistiche
Lactobacillus | acidophilus | Lab antidiarroico Black e coll. (49) Chr. Hansen, Danimarca
NCFM Rodia, Madison, USA
casei Shirota riduzione diarrea da Sugita e Togowa (50) Yakult, Tokyo, Giappone
rotavirus e della attivita Aso e coll. (51)
tumorale, Nagao e coll. (62)
immunomodulazione
DN-114 001 riduzione episodi e durata Pedone e coll (53) Danone, Parigi, Francia
della diarrea,+ Agarwal e coll (54)
immunomodulazione Pujol e coll (55)
fermentum RC-14 adiutori di vaccinazione Link-Amster e coll. (56) Urex, Biotech, London,
johnsonii Lat orale Felley e coll. (57) Canada
riduce colonizzazione da Nestlé, Losanna, Svizzera
Helicobacter pilori
plantarum 199v riduzione LDL colesterolo Niedzielin e coll. (58) Probi, Lund, Svezia
rhamnosus | GG riduzione diarrea da Guadalini e coll. (59) Valio, Finlandia
rotavirus Kaila e coll. (60)
immunomodulazione Gupta e coll. (61)
riduzione infiammazioni Kalliomaki e coll. (62)
intestinali
prevenzione di allergie
LB21 Essum AB, Umea, Svezia
GR-1 Urex Biotech, London,
Canada
reuteri SD212 riduzione diarrea Shornikova e coll. (63)
salivarius Ucc118 da rotavirus Mattila-Sandholme coll. (64)
riduzione infiammazioni Brigidi e coll. (65)
intestinali
riduce irritazioni intestinali
Bifidobacterium | breve BB536 Morinaga Milk Industry,
longum BB12 prevenzione di allergie Isolauri e coll. (66) Giappone
lactis riduzione diarrea da Saavedra e coll. (67)
rotavirus Chr. Hansen, Danimarca
riduzione diarrea del Black e coll. (68)
viaggiatore Link-Amster e coll. (56)
adiutori di vaccinazione
orale
animalis DN-173010 | regolarizzazione del tempo Bouvier e coll. (69) Danone, Parigi, Francia
di svuotamento del colon Marteau e coll. (70)
nella stipsi Meance e coll (71)
Antoine e coll (72)

Accanto ai principali criteri di selezione indicati in figura 18, & bene che non ne siano
trascurati altri, pur da considerarsi addizionali, quali:
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“buone proprieta tecnologiche”, vale a dire stabilita del ceppo,
riproducibilita su larga scala, resistenza alla liofilizzazione,

° capacita ad aggregare con patogeni,
* tolleranza verso I'ossigeno,

° buona sopravvivenza delle biomasse liofilizzate al variare delle temperature
ambientali.

In altre parole, la base teorica per la selezione dei microrganismi probiotici
comprende gli aspetti di biosicurezza, quelli funzionali con riferimento a
soprawivenza, aderenza, colonizzazione e produzione di composti antimicrobici,

TABELLA 23. Effetti di ceppi probiotici accertati da studi clinici

Indicazioni Ceppi probiotici

e yogurt

Lattosio maldigestione Miglioramento della digestione Yogurt,
L. acidophilus
Bifidobacterium spp.

Diarrea da rotavirus Riduzione della durata della diarrea, L. rhamnosus 66
miglioramento della risposta L. reuteri
immunitaria B. bifidum

S. thermophilus

L. casei Shirota

L. casei DN-114 001
Diarrea del viaggiatore Riduzione dell'intensita della diarrea L. rhamnosus GG
B. lactis BB12

L. acidophilus La5

Modulazione immunologica Piu alto livello di Iga, miglioramento L. rhamnosus GG
della fagocitosi L. johnsonii La1
B. lactis BB 12
Attivita enzimatica fecale Riduzione dell’attivita di ureasi, acido Yogurt
glicolico, idrolasi, L. rhamnosus GG
B-glucuronidasi, nitroriduttasi e L. casei Shirota
azotoriduttasi L. gasseri (ADH)
Tumori vescicolari superficiali Riduzione della frequenza L. casei Shirota
Tumori cervicali Riduzione della crescita L. casei Shirota
Infezioni vaginali Riduzione dell'infezione L. rhamnosus GR-1
L. acidophilus

I'immunostimolazione, I'attivita antigenotossica e I'inibizione di patogeni; inoltre
quelli tecnologici con lo sviluppo in latte, le proprieta sensoriali, la stabilita, la
resistenza fagica. A conclusione di queste brevi considerazioni, torna utile la
presentazione della tabella 23 sugli effetti esercitati sull’'uomo da ceppi probiotici.
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Dall’esame delle tabelle 22 ¢ 23, emerge che I'impiego di probiotici come
supplementi della dieta ha un effetto benefico nel controllo delle infezioni
gastrointestinali. In particolare, I'effetto & chiaro nei riguardi della diarrea del
viaggiatore nonché di quelle associate con le terapie antibiotiche e nel regolare
le funzioni immunologiche.

Con riferimento alla diarrea infantile comunemente causata da rotavirus, si €
visto che differenti probioici, ma in special modo ceppi del genere Lactobacillus
e Bifidobacterium, possono efficacemente ridurre la durata del periodo di
diarrea. Infezioni da Clostridium difficile, che provoca coliti, sono normalmente
associate con terapie antibiotiche che determinano squilibri nella microflora
intestinale, ma & stato constatato che la somministrazione con la dieta di
Lactobacillus rhamnosus e Bifidobacrerium longum riduce l'intensita del
processo infettivo.

Lo squilibrio della microflora intestinale residente pud indurre lo sviluppo anomalo
di microrganismi enteropatogeni, quali Salmonella, Campylobacter, Listeria e
Shigella spp. e i probiotici sono attivi anche verso questi microrganismi.

La diarrea del viaggiatore &€ comunemente sostenuta da ceppi enteropatogenici
di Escherichia coli ed & una patologia molto diffusa che puo essere prevenuta
con Lactobacillus rhamnosus e Bifidobacterium. Lactobacillus acidophilus,
Lactobacillus casei, Lactobacillus rhamnosus esercitano azione inibitrice,
attraverso la produzione di uno specifico fattore, verso Helicobacter pylori che
€ causa di ulcera gastrica.

Nelluomo, & stato accertato che batteri probiotici hanno una proprieta
immunostimolante per il controllo delle diarree virali e modulano la risposta
verso antigeni della dieta in adulti latte-ipersensitivi.

Con prove condotte su soggetti che per quattro mesi hanno consumato
quotidianamente forti quantita di yogurt € stato alla fine riscontrato un
significativo incremento nella produzione di y-interferone. Va anche sottolineato
che un eccessivo sviluppo di Candida nell’intestino & frequentemente
conseguenza di terapie antibiotiche e che Sacharomyces boulardii protegge
dalla colonizzazione intestinale sostenuta da Candida albicans. In soggetti
sottoposti a chemioterapia per leucemia € stato dimostrato che preparazioni di
latte contenenti Lactobacillus acidophilus e Bifidobacterium spp. sono in grado
di ridurre la presenza di Candida nelle feci.

Infine, va accennato che i lattobacili con le specie Lactobacillus casel,
Lactobacillus reuteri e Lactobacillus johnsoni formano un gruppo di batteri
probiotici attivi per realizzare vaccinazioni per via orale e le possibilita applicative
che si prospettano sono di grande interesse.
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| fattori che possono influire sulla colonizzazione temporanea con microrganismi
probiotici esogeni del tratto alimentare del’'uomo, sono molti e agiscono
attraverso azioni complesse e meccanismi biologici di difficile delimitazione.

Da un punto di vista generale si possono ritenere influenti i seguenti fattori:

la specie o I'associazione di microrganismi probiotici somministrati,

la gastro-resistenza naturale o la gastro-protezione applicata ai ceppi,
la combinazione dei prebiotici associata ai probiotici,

la strategia probiotica seguita,

il regime alimentare del consumatore,

la continuita della somministrazione del preparato simbiotico.

E stato dimostrato che la concentrazione di cellule vive di probiotici non gastro-
protetti di 10° per giorno per persona adulta e sufficiente per ottenere una
temporanea colonizzazione, mentre con 10" I'effetto & dubbio e con 10° &
insufficiente.

Nel caso di consumo giornaliero di un vasetto di yogurt probiotico, pud essere
accettato che, alla scadenza, la concentrazione in microrganismi probiotici vivi
sia non meno di 10" per grammo.

La composizione della dieta, che per motivi ambientali, etnici, religiosi e sociali &
alquanto variabile, svolge una forte influenza sulla fisiologia intestinale e sul
metabolismo della microflora residente. Scientificamente & ben documentato che
componenti di alimenti, quali proteine, lipidi e carboidrati, influenzano in modo
evidente la composizione e i rapporti associativi della microflora intestinale.

Una particolare attenzione viene riservata a quei carboidrati che non sono
idrolizzati o assorbiti nella parte alta dell’intestino e che pertanto raggiungono tal
quali la parte bassa dell’intestino, ove vengono selettivamente fermentati dai
microrganismi e diventano determinanti nel regolare lo sviluppo della microflora
probiotica.
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Quest’ultimo aspetto ha una sua specifica ricaduta, in considerazione del fatto
che proprio i bifidobatteri e i bacilli lattici autoctoni ed esogeni sono quelli che
piu traggono vantaggio dalla disponibilita di sostanze ad azione bifidogena, che
prendono la definizione di “prebiotici”.

Con altre parole, un componente prebiotico € un ingrediente alimentare non
digeribile che esercita benefici effetti sull’ospite, in seguito all’azione selettiva
stimolante lo sviluppo di uno o di un limitato numero di batteri probiotici presenti
nel colon, che a loro volta sono in grado di migliorare la salute del consumatore.
Possono essere classificati come prebiotici quegli ingredienti alimentari che
rispondono ai seguenti criteri:

non essere idrolizzati e assorbiti nella parte alta del tratto gastrointestinale;

risultare utilizzabili da parte di pochi gruppi di microrganismi probiotici
quali, ad esempio, bifidobatteri e bacilli lattici, che cosi vengono stimolati
nel loro sviluppo e nelle loro attivita metaboliche;

contribuire al mantenimento della composizione del microbiota del colon
con una microflora piu salutistica come, ad esempio, stimolando
'aumento del numero della microflora saccarolitica a scapito di quella
putrefativa;

indurre effetti che nel complesso siano benefici per la salute del
consumatore.

Vengono considerati a forte vocazione prebiotica i carboidrati non digeribili come
gli oligosaccaridi, con i fruttooligosaccaridi FOS che sono B-D-fruttani con diverso
grado di polimerizzazione. | GOS, cioe i galattooligosaccaridi, il lattulosio, il lattitolo
e l'acido lattobionico, sono pure importanti prebiotici di interesse per la
preparazione di alimenti funzionali. Da un punto di vista piu generale, la tabella 24
fornisce le indicazioni di carboidrati ad azione bifidogena.

TABELLA 24. Prebiotici ad azione bifidogena

Lattulosio

Raffinosio

Lattitolo
Galattooligosaccaridi
Xilooligosaccaridi
Beta-glucooligosaccaridi
Oligosaccaridi da soia

Inulina

Estratto di germe di frumento
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Bacilli lattici e bifidobatteri formano il gruppo dei batteri probiotici della microflora
intestinale piu studiati, e differenti specie enteriche hanno suscitato interessi pratici
applicativi con la loro aggiunta ai latte-fermentati in qualita di ingredienti funzionali.
Lutilizzazione dei bifidobatteri risulta piu limitata rispetto a quella dei batteri lattici
perché, in primo luogo, sono microrganismi molto sensibili all’ossigeno, al valore di
pH del latte-fermentato (yogurt), nonché alle condizioni che si raggiungono durante
la preparazione industriale delle biomasse. Diventa quindi pil opportuno e
razionale cercare di farli maggiormente e piu rapidamente sviluppare nel sito dove
gia risiedono, 0 possono arrivare, con una somministrazione per via orale.
E accertato che i bifidobatteri sono normali componenti della microflora del colon
e far giungere nel colon prebiotici con attivita bifidogena € un’importante via per
garantire un loro efficiente sviluppo, traducibile in attivita probiotiche utili per
promuovere la salute del consumatore. Inulina ed oligofruttosio sfuggono, come
detto, alla digestione nella parte superiore del tratto gastrointestinale e arrivano nel
grande intestino virtualmente intatti; questa caratteristica risulta significativa per
realizzare piu intense fermentazioni presiedute dalla microflora saccarolitica
residente. Gli effetti indotti da inulina e oligosaccaridi sono stati estensivamente
studiati, in particolare negli ultimi decenni, e di seguito verranno fatti richiami circa
la loro origine, composizione chimica, proprieta funzionali, con maggior dettaglio
per quanto riguarda la loro attivita bifidogena. Linulina € stata per la prima volta
descritta in Germania nel 1804 da Rose, che ebbe modo di studiare I'estratto
acquoso di Inula helenium, appartenente alla famiglia delle Compositae, di crescita
nelle regioni temperate dell’Europa, Asia ed Africa. L'inulina € comunque presente
in migliaia di differenti piante e oggi per usi commerciali viene estratta dalle radici di
cicoria (Cichorium intybus). Inulina e oligofruttosio vengono ufficialmente classificati
come ingredienti alimentari naturali. Il contenuto di inulina e oligofruttosio di alcuni
comuni vegetali & indicato in tabella 25.

TABELLA 25. Contenuto medio di inulina e oligofruttosio in alcuni comuni vegetali (/100 g)
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Radici di cicoria 41,6 22,9
Asparago 2,5 2,5
Banana 0,5 0,5
Aglio 12,5 5,0
Carciofo Jerusalem 18,0 13,5
Cipolla 4,3 4,3
Frumento 2,5 2,5
Riso 0,7 0,7



In tempi antichi, il consumo di inulina era stato calcolato in 25-32 grammi per
persona per giorno, mentre oggi in Europa e negli Stati Uniti d’America € valutato,
per inulina e prodotti dell’idrolisi, rispettivamente in 2-12 e 2-8 g/persona/giorno.

In figura 19 ¢ riportata la struttura chimica di inulina ed oligofruttosio: dal punto di
vista chimico sono dei fruttani che nelle piante vengono sintetizzati a partire dal
saccarosio.

FIGURA 19. Struttura chimica di saccarosio, inulina e oligofruttosio
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Il colon rappresenta la zona a piu alta intensita di colonizzazione batterica; a livello
del colon e costante la comparsa di centinaia di differenti specie di microrganismi
che possono raggiungere una massa microbica che supera il valore di 10" batteri
per grammo di contenuto intestinale. Questa enorme massa microbica (€ stato
calcolato che in persone adulte possa raggiungere anche il peso di un
chilogrammo) &€ composta da batteri benefici e da altri putrefattivi e potenzialmente
patogeni; per poter esercitare funzioni in grado di promuovere lo stato di
benessere del consumatore, i primi devono porsi in equilibrio con i secondii.

Sono batteri putrefattivi o patogeni ceppi di Salmonella, Shigella, Clostridium,
Staphylococcus aureus, Candida albicans, Campylobacter jejuni, Escherichia coll,

m-2
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Veillonella e Klebsiella, mentre sono benefici, in modo particolare, i ceppi di
Lactobacillus, Bifidobacterium e poi Bacteroides ed Eubacterium. Quando i
lattobacilii e bifidobatteri raggiungono il livello ottimale, coprono circa un terzo della
popolazione batterica totale del tratto gastrointestinale di una persona adulta. Il
numero di bifidobatteri pud essere preso per 'uomo come “marker” di stabilita
della microflora intestinale. Leffetto prebiotico piu conosciuto dovuto allinulina, &
quello di stimolare nel colon lo sviluppo dei bifidobatteri, che si traduce in un
accumulo di metaboliti ad azione probiotica. Di fondamentale importanza nel
controllare lo sviluppo di batteri potenziaimente patogeni o putrefattivi di sede
intestinale, risulta la produzione di acido acetico e di acido lattico. In particolare
I'acido acetico esercita un effetto antibatterico superiore a quello dell’acido lattico
e, molto probabilmente, cid € dovuto alla piu grande quantita di acido indissociato
al pH intestinale (5,8-6,0). Siccome i bifidobatteri producono, rispetto all’acido
lattico, un quantitativo doppio di acido acetico indissociato, questo risulta essere
undici volte superiore a quello dell’acido lattico e numerosi batteri patogeni o
putrefattivi sono molto sensibili alla concentrazione di acido organico non
dissociato. La modulazione della microflora del colon attraverso la stimolazione con
inulina dei bifidobatteri, finisce per controllare la produzione di metaboaliti tossici
quali tossine ed enzimi carcinogenici, come riportato in tabella 26.

TABELLA 26. Prodotti metabolici tossici o carcinogenici di attivita di microflora intestinale
patogena o putrefattiva. (Boeckner e coll. - 105)

Attivita

Composti
metabolici

Tossicita, attivita
carcinogene o
mutageniche

enzimatica

Ureasi Ammoniaca Tossina epatica, carcinogeno
Tirosinasi P-cresolo Cancro promotore
Triptofanasi Indolo Carcinogeno

Decarbossilasi Amine Tossina epatica
Azotoriduttasi Composti n-nitroso Carcinogeni

Deaminasi Idrogeno solforato Carcinogeno

Nitrato riduttasi

Sostanze ormonali

Cancro promotrici

N-nitroriduttasi

Amine aromatiche

Carcinogene

Nitrificazione Amine secondarie Carcinogene, tossine epatiche
N-dealkylation Steroidi neutri Carcinogeni

Deconiugazione Steroidi acidi Carcinogeni

B-glucosidasi Agliconi Mutagenici

B-glucuronidasi Agliconi Mutagenici

Idrolasi acido glicolico

Acidi biliari secondari

Carcinogeni, promotori di cancro al colon
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A questo proposito si puod ricordare, ad esempio, che Escherichia coli e clostridli
hanno una buona capacita di produrre amine carcinogene e promotori di cancro
come nitrosamine, fenoli, cresoli, indolo, scatolo, estrogeni, acidi biliari secondari e
agliconi e che Salmonella, Shigella, Listeria, Clostridium perfringens, Vibrio
cholerae vengono associati con diarrea, malattie epatiche, effetti carcinogenici e
processi putrefattivi intestinali. Proteus, a sua volta, accumula ammoniaca, amine
e indolo, Enterococcus faecalis nitrosamine e acidi biliari secondari.

Da un punto di vista generale, € possibile ritenere che I'effetto favorevole per la
salute promosso da un incremento dello sviluppo di bifidobatteri, sia dovuto
all’inibizione di batteri indesiderati, alla stimolazione delle funzioni
immunologiche, al miglioramento del rapporto digestione-assorbimento di
nutrienti essenziali e alla sintesi di vitamine quali biotina, tiamina, riboflavina,
niacina, B12, piridossale ed acido folico. Inoltre i bifidobatteri (Figura 20), sono
in grado di produrre sostanze batteriocine-simili, che sono attive verso diversi
generi di microrganismi patogeni quali Listeria, Shigella, Salmonella,
Staphylococcs, Bacillus cereus e Pseudomonas fluorescens.

Nello stesso tempo é stato dimostrato che i bifidobatteri sono incapaci di
produrre amine alifatiche, idrogeno solforato o nitriti, mentre sono dei buoni
produttori di enzimi digestivi. Nel corso degli ultimi vent’anni diverse ricerche
hanno riferito di una possibile fermentazione selettiva esercitata da differenti
oligosaccaridi non digeribili. Un’idea di cio pud essere ricavata dal’esame della
tabella 27 che ne riporta I'utilizzazione da parte di differenti microrganismi.

FIGURA 20. Morfologia di bifidobatteri ripresa al microscopio elettronico a scansione.
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TABELLA 27. Utilizzazione di oligosaccaridi non digeribili da parte di microrganismi

del microbiota intestinale. (Boeckner e coll. - 105)
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* FOS = fruttooligosaccaride

INU = inulina

LOL = lattitolo

PHGG = gomma guar parziaimente idrolizzata
LAC = lattosio

LAT = lattulosio

TOS = translattosiloligosaccaride
RAF = raffinosio

GLL = 4’-galattosillattosio

IMO = isomaltooligosaccaride
**V = variabile
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Da sperimentazioni condotte in vitro con diversi ceppi di bifidobatteri & stato
dimostrato che, in presenza di inulina da cicoria, Bifidobacterium infantis,
Bifidobacterium psudolongum e Bifidobacterium angulatum hanno uno
sviluppo piu rapido rispetto alla presenza di glucosio, mentre Bifidobacterium
bifidum e ceppi di Bifidobacterium longum risultano con un comportamento
opposto. La velocita di crescita dei bifidobatteri contrasta significativamente lo
sviluppo di Clostridium perfringens ed Escherichia coli.

Inulina e oligofruttosio vengono nel complesso definiti un buon substrato non
solo per lo sviluppo di Bifidobacterium ma anche per bacilli lattici. Quest’ultimo
aspetto e stato nuovamente dimostrato anche con indagini condotte con
colture in continuo, attraverso I'impiego di tecniche analitiche molecolari.

La somministrazione di inulina ed oligofruttosio con la dieta causa un aumento
significativo di bifidobatteri fecali e, con somministrazioni separate dei due
composti, bifidogeni si e visto, operando con persone volontarie di sesso
maschile, che Bacteroides, clostridi e fusobatteri diminuiscono durante il
periodo di arricchimento della dieta con oligofruttosio, mentre le forme
cocciche Gram-positive risultano ridotte con la somministrazione di inulina.
La figura 21 illustra, in forma di cartogramma, I'effetto sulla composizione della
microflora intestinale dovuto all’azione selettiva dell'inulina.

FIGURA 21. Effetto sulla composizione della microflora intestinale dell’azione selettiva
dell’inulina. (Boeckner e coll. - 105)

Clostridia 3% Clostridia 0%
i 9 Fusobacteria 3%
Fusobacteria 12% 6 W Bacteroides 26%
Bifidobacteria 20%
Bacteroides 65% Bifidobacteria 71%
Assenza d'inulina Presenza d'inulina
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| frutto-oligosaccaridi (FOS) a catena corta sono fruttani largamente distribuiti
nelle piante commestibili e si caratterizzano per presentarsi come associazione
da una a tre molecole di fruttosio con una molecola di saccarosio. Risultano,
quindi, con un grado di polimerizzazione inferiore a 5 unita glucidiche e questo,
dal nostro punto di vista, & molto importante perché rende il prodotto faciimente
utilizzabile dai bifidobatteri, assumendo pertanto un alto potere bifidogeno.
Altri FOS a corta catena vengono prodotti dal saccarosio per intervento dell’enzima
fructosil-transferasi prodotto da Aspergillus con I'accumulo di tre composti:

GF2, che e costituito da una molecola di glucosio e due di fruttosio (1-
kestosio)

GF3, che & dato dall’associazione di una molecola di saccarosio con due
di fruttosio (Nistosio)

GF4, che ¢ rappresentato da una associazione di tre molecole di fruttosio
ed una di saccarosio (Fructosil-nistosio)

I prodotto finale contiene il 95% di FOS a corta catena.
I FOS a catena corta € completamente solubile e presenta un potere
dolcificante che e circa il 30% di quello del saccarosio.

Nel corso degli ultimi anni, un crescente interesse e stato rivolto ad altri
carboidrati non digeribili come nuovi integratori funzionali della dieta e una
particolare attenzione & stata riservata a galattooligosaccaride (GOS) ed a
lattulosio.

Sia GOS che lattulosio derivano dal lattosio secondo le seguenti vie:

isomerizzazione —————> lattulosio

lattosio \
transglicosilazione —— galattooligosaccaride (GOS)

La produzione mondiale di GOS, lattulosio, fruttooligosaccaride FOS (derivato
del saccarosio), isomaltooligosaccaridi e maltooligosaccaridi (derivati del malto)
espressa in tonnellate per anno € quella riportata in tabella 28.



TABELLA 28. Produzione di oligosaccaridi con proprieta bifidogene.

Galattooligosaccaridi (GOS) 15.000
Lattulosio 20.000
Fruttooligosaccaridi 12.000
Isomaltooligosaccaridi 11.000
Maltooligosaccaridi 10.000
Ciclodestrine 4.000

Il processo industriale di produzione di galattooligosaccaridi (GOS), la cui
struttura chimica é riportata in figura 22, consiste nell’indurre a carico del
lattosio una reazione enzimatica con PB-galattosidasi prodotta da Bacillus
circulans o da Cryptococcus laurentii od ottenuta anche da Aspergillus orizae
o da Streptococcus thermophilus.

FIGURA 22. Struttura chimica di galattooligosaccaride GOS ottenuta da lattosio con
B-galattosidasi da Bacillus circulans.

CH>OH CH>OH CH>OH
0 o 0 0

Gal Gal O Gle H OH

Galp1-4Galb1-4Glc (4'-galactosyllactose)
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PROPRIETA FUNZIONALI AGGIUNTE PER | LATTE-FERMENTATI

Con B-galattosidasi prodotta da Bacillus circulans, piu del 55% del lattosio
viene convertito in galattooligosaccaride (GOS). | galattooligosaccaridi sono
stabili alle alte temperature, alla lunga conservazione a temperatura ambiente,
allambiente acido sino a pH 4,0 e sono indigeribili. Il valore calorico & quello
degli altri oligosaccaridi non digeribili vale a dire 30-50% in meno rispetto al
saccarosio (per GOS & stato calcolato 1,73 Kcal g7). Lattivita bifidogena di
4’GOS ¢ simile a quella di inulina e oligofruttosio, e un riferimento specifico di
utilizzazione da parte di vari batteri intestinali € ricavabile dalla tabella 29.

TABELLA 29. Utilizzazione di 4GOS da parte di microrganismi intestinali.

Bifidobacterium
adolescentis ++
bifidum +4
breve ++
infantis ++
longum ++
Lactobacillus
acidophilus +
casei -
gasseri -
salivarius -
Bacteroides
distasonis ++
fragilis ++
ovatus -
vulgatus ++
Clostridium
butyricum -
difficile -
innocuum -
perfringens -
ramosum -
Eubacterium
aerofaciens -
limosum -
Peptostreptococcus
anaerobius -
prevotii -
productus -
Enterococcus
faecalis -
faecium -
Escherichia coli -
Veillonella alearescens -
Fusobacterium varium -
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L'effetto sulla microflora intestinale dell’ingestione di galattooligosaccaridi &
chiaramente pro-bifidobatteri e questo in pieno accordo con la constatazione
che, nelle feci di neonati allattati con latte materno, i bifidobatteri sono molto pit
abbondanti rispetto a quelli allattati con latte ricostituito. Questo si collega con
il fatto che il 6-‘GOS & un componente degli oligosaccaridi del latte umano.
La dose di galattooligosaccaride necessaria per ottenere un effetto bifidogeno
e simile a quella degli altri oligosaccaridi non digeribili; si pud infatti parlare di
2,5 grammi/giorno sia per 4’-GOS che per 6’-GOS, di 3 grammi di lattulosio, di
1 grammi/giorno di fruttooligosaccaridi (FOS) e di 2 grammi/giorno di
xylooligosaccaridi.

Anche il lattulosio che si ottiene per isomerizzazione del lattosio e che ha la
struttura chimica della figura 23 € pure un buon composto prebiotico.

FIGURA 23. Struttura chimica del lattulosio ottenuto dal lattosio per isomerizzazione.

HO o0 ©
H H
oH  H O, o4 n pH.OH
H
4-0-B-D-galactopyranosyl-D-glucose
H OH H OH C1oHo00O11 = 342
Lattosio
isomerizzazione
CH,OH
@)
HO HOCH, _o OH
H
o4 H o H HO
H H CH,0H
H  OH H

Lattulosio 4-0-B-D-galactopyranosyl-D-fructose

CyoH20041 = 342
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PROPRIETA FUNZIONALI AGGIUNTE PER | LATTE-FERMENTATI

Il lattulosio € assente nel latte crudo, mentre nel latte sterilizzato UHT & presente con
circa 70 mg/100 ml; il suo effetto € molto mirato e specifica & la sua utilizzazione da
parte di alcuni microrganismi intestinali che sono riportati in tabella 30.

TABELLA 30. Utilizzazione del lattulosio da parte di microrganismi intestinali.

Microrganismo Lattulosio

Bifidobacterium bifidum (isolato da adulto)
Bifidobacterium bifidum (isolato da lattante)

++

++
Lactobacillus acidophilus +
Clostridium perfringens +
Staphylococcus aureus +
Escherichia coli +

Salmonella spp.
Shigella sonnei
Proteus
Bacteroides
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Inoltre va sottolineato che recentemente ricercatori giapponesi hanno
richiamato ancora I'attenzione sul fatto che la somministrazione giornaliera di 3-
5 grammi di lattulosio risulta vantaggiosa, specialmente nelle persone adulte e
di una certa eta, nel favorire lo sviluppo di bifidobatteri e nel modificare, in senso
positivo, la composizione delle feci con un maggior livello di acqua, di acido
acetico, di acido lattico e con una diminuzione di acido isobutirrico, acido
isovalerico, p-cresolo, scatolo, indolo, ureasi e triptofanasi.

Latte-fermentati simbiotici
Combinazione di probiotici e prebiotici

Un'’ulteriore opportunita per ottenere latte-fermentati funzionali & rappresentata
dalla possibilita di impiegare in combinazione probiotici e prebiotici e avere cosi
un preparato simbiotico.

Microrganismi probiotici vivi possono trovare associazione con uno specifico
prebiotico come, ad esempio, Bifidobacterium lactis e fruttooligosaccaride
(FOS) (prebiotico bifidogeno) od anche Bifidobacterium lactis piu Lactobacillus
acidophilus e FOS.


niola
Evidenziato

niola
Evidenziato

niola
Evidenziato


PROPRIETA FUNZIONALI AGGIUNTE PER | LATTE-FERMENTATI

La combinazione simbiotica rappresenta un valido integratore della dieta,
suggerito in particolare per le persone con piu di 55-60 anni d’eta che
frequentemente evidenziano un abbassamento della quota di bifidobatteri
residenti e una maggiore suscettibilita alle infezioni.

E stato anche dimostrato che I'oligofruttosio, quando viene aggiunto al latte per
essere fermentato con Streptococcus thermophilus, Lactobacillus acidophilus e
Bifidobacterium spp, esercita un effetto positivo sulla sopravvivenza dei
bifidobatteri durante la conservazione a 4°C. Non si nota invece una significativa
influenza su Streptococcus thermophilus e Lactobacillus acidophilus, che hanno
una buona resistenza in ambiente acido, mentre I'effetto con 3-5% di oligofruttosio
& netto per bifidobatteri, come evidenziato in tabella 31.

TABELLA 31. Sopravvivenza di Bifidobacterium spp. in latte-fermentato addizionato di
oligofruttosio e conservato a 4°C. (Varga e coll.-122)

Con aggiunta di oligofruttosio

Giorni di

ey | EEEELE 5.0% (Wiv)
Zione %
0 5,50 7100,0 5,68 7100,0 5,65 7100,0 5,84 700,0
5,39 77,6 5,48 79,4 5,67 83,2 5,79 89,1
14 5,24 55,0 5,35 58,9 5,47 66,1 5,73 77,6
21 5,01 32,4 516 38,0 5,35 50,1 5,66 66,1
28 4,562 10,5 4,77 15,5 5,20 35,5 5,69 56,2
35 4,28 6,0 4,59 10,2 5,07 26,3 5,60 45,7
42 4,04 35 4,39 6,5 4,91 18,2 5,38 34,7

La somministrazione di Lactobacillus paracasei in combinazione con
maltodestrina diminuisce il numero di Escherichia coli in grado di colonizzare,
in suini gnotobiotici, la mucosa della porzione del digiuno. La combinazione con
FOS aumenta in modo significativo la conta di Lactobacillus spp.,
Bifidobacterium spp., anaerobi totali, con netta diminuzione perdo di
Clostridium ed Enterobacterium nelle feci di suini non piu a latte.

In suini gnotobiotici, la somministrazione di olio contenente acidi grassi
polinsaturi (PUFA) determina un evidente aumento del numero di Lactobacillus
paracasei aderente alla mucosa dell’ileo. Nel complesso, si pud osservare che
maltodestrina e acidi grassi polinsaturi possono essere impiegati per
aumentare I'effetto di microrganismi probiotici nel piccolo intestino, mentre i
fruttooligosaccaridi (FOS) esercitano con piu evidenza lo stesso effetto a livello
del grande intestino.
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In forma riassuntiva il quadro che comprende le tipologie probiotici, prebiotici e
simbiotici dei latte-fermentati funzionali maggiormente dotati rispetto alla base
e riportato in tabella 32.

TABELLA 32. Quadro riassuntivo di probiotici, prebiotici e simbiaotici.

Indicazioni Definizione Componenti

Probiotici Latte-fermentati arricchiti con microrganismi utili Batteri lattici
per mantenere in equilibrio o ricostruire il normale Bifidobatteri
microbiota del tratto intestinale Enterococchi

Batteri sporigeni

Prebiotici Ingredienti della dieta non digeribili che esercitano Fruttooligosaccaridi (FOS)
una azione selettiva stimolante dello sviluppo e/o0 Galattooligosaccaridi (GOS)
delle attivita di microrganismi utili di residenza Inulina
intestinale Lattulosio
Combinazione di probiotici e prebiotici che si Batteri lattici

Sinbiotici traduce in una somma di effetti benefici per il Bifidobatteri
consumatore FOS, GOS, lattulosio

Inulina
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Azioni complementari dovute all’associazione
di differenti prebiotici

Dai vari richiami fatti, appare assodato che un’insufficiente fermentazione
dovuta a scarso sviluppo di batteri lattici e bifidobatteri, pud essere una
potenziale causa di patologie intestinali localizzate nelle parti distali
dell’intestino.

Il diverso sito anatomico in cui i prebiotici, quali carboidrati non digeribili,
vengono fermentati dalla microflora intestinale € di notevole importanza per
manifestare le loro potenzialita benefiche sulla salute. FOS (fruttooligosaccaridi)
ed amido crudo di patate associati per formare, ad esempio, un ingrediente
funzionale da aggiungere ai latte-fermentati, evidenziano una differente cinetica
fermentativa, con conseguente effetto sulla composizione e sull’attivita
metabolica del microbiota residente nei differenti segmenti ceco-colon.
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Sperimentazioni condotte con piccoli animali hanno recentemente riconfermato
che FOS viene principalmente fermentato nel ceco, mentre I'amido trova per lo
piu localizzazione fermentativa nel colon. Interessanti sono, a questo riguardo,
i dati della tabella 33, relativi ai metaboliti, con esclusione del lattato,
accumulati, ove si vede che essi crescono sistematicamente in tutti i segmenti
dell'intestino considerati dopo I'assunzione di amido, ma in particolare nel ceco
con I'assunzione di FOS.

TABELLA 33. Metaboliti presenti in mmol in differenti segmenti dell’intestino di ratti con dieta
senza e con prebiotici. (Le Blay e coll. - 129)

Proximal colon Distal colon

Lattato n.d. 12,8a | 345,7b n.d. 10,52 | 53,0b n.d. 68,6b |29,2ab
Metaboliti totali 72,8a | 342,7b | 399,6b | 36,7a | 69,0b | 452a | 24,2a |110,3b | 46,9a
Acetato 49,8a | 253,1b | 271,9b | 26,6a | 55,8b | 29,5a | 16,9a | 90,3b | 25,7a
Propionato 15,5a 42,4b | 66,7¢c 6,5a 7,2a 8,5a 3,6a 10,7b 10,4b
Butirrato 6,0a 44,5b | 59,0b | 2,6a 6,2a 7,0a 3,4a 8,9a 10,6a

*Db = dieta basale; Am = amido; FOS = fruttooligosaccaride
Metaboliti totali = metaboliti totali (meno lattato)
n.d. = non determinato

Attese dall’ingegneria genetica
dei batteri lattici

Batteri lattici e bifidobatteri sono, come visto, i microrganismi probiotici per
eccellenza e, tenendo come base le conoscenze scientifiche acquisite sul loro
metabolismo, oggi si ritiene possibile I'ottenimento di ulteriori benefici dalla loro
utilizzazione attraverso I'ingegneria metabolica.

Diversi possono essere i bersagli, € una rapida panoramica ci consente di
richiamare I'attenzione sulla produzione di alanina, vitamine, zuccheri a basso
contenuto di calorie, antiossidanti, polisaccaridi, nonché alla rimozione di
zuccheri e alla inespressione di geni.

Le prime operazioni d’ingegneria metabolica sono state condotte su
Lactococcus lactis, con l'intento di riscrivere il metabolismo dell’acido piruvico.
In un primo tempo ¢ stata dimostrata la deviazione della produzione di acido
lattico L(+) da acido piruvico, con la produzione di acetolattato quale precursore
di diacetile.
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Successivamente si € passati a clonare in Lactococcus lactis il gene alaD da
Bacillus sphaericus che codifica per alanina deidrogenasi, che in presenza di
ammoniaca converte I’acido piruvico in L-alanina.

Quest’'ultima via metabolica non & utilizzata per la preparazione di latte-
fermentati con proprieta di base funzionali, mentre utilizzando la stessa
tecnologia genetica risulta, ad esempio, interessante poter aumentare il tenore
in acido folico, con lo sviluppo nell’intestino.

Nell'ultima edizione dei LARN (1996), si raccomanda che una persona adulta
assuma con la dieta, 200 mg di folati (il doppio per le donne incinte) al giorno;
un basso livello di acido folico si associa con un’elevata quantita di
omocisteina nel sangue con un conseguente aumentato rischio di malattie
coronariche.

| latte-fermentati rappresentano una buona fonte di acido folico, superiore al
latte di partenza, perché i microrganismi della fermentazione sintetizzano
acido folico e secernano nel substrato la quota non direttamente utilizzata.
Nello yogurt si arriva sino ad un accumulo di 150 mg/I.

La biosintesi di folati domanda l'intervento di un sistema multi-enzimi, e quelli
attivi in Lactococcus lactis sono stati recentemente ben studiati, per passare
poi alla preparazione di ceppi in grado di esprimere un incremento nella
biosintesi di folati con ridotta trattenuta intracellulare e quindi con un aumento
della biodisponibilita dell’acido folico. Oggi, con i fermentati derivati dal latte, si
copre in genere circa il 20% del fabbisogno giornaliero dell'uomo, mentre, con
la messa a punto di nuovi ceppi, si ritiene possibile arrivare a coprirne il 100%.
In molte diete, comprese quelle dei paesi industriali, & scarsa la presenza di
riboflavina (vitamina B2) e di cobalamina (vitamina B12) e anche in questo
caso i batteri lattici possono offrire una soluzione.

Il trasferimento in Lactococcus lactis del gene ribA usando il sistema NICE,
consente di aumentare di tre volte la produzione di riboflavina.

Per quanto riguarda la produzione di vitamina B12, si pud sottolineare che,
dopo aver accertato la presenza di cinque geni interessati alla biosintesi di
B12 da parte di Lactobacillus reuteri, vi sono buone prospettive per fare
dell’ingegneria metabolica con Lactococcus lactis e con altre specie di
batteri lattici.

Un altro importante aspetto ¢ legato alla produzione di polisaccaridi considerati
come prebiotici, immunostimolatori, antitumorali e ipocolesterolemizzanti.
Approfonditi studi sviluppati negli anni recenti, hanno portato a nuove importanti
conoscenze sulla genetica dei polisaccaridi, nonché sulla diversita biologica, sui
meccanismi di produzione e sui modelli metabolici. Oggi possono essere
formulate strategie di ingegneria metabolica finalizzata alla produzione e alla
composizione di polisaccaridi di interesse salutistico.



Vi sono alimenti che contengono quantita elevate di oligosaccaridi come, ad
esempio, raffinosio, che perd non possono essere degradati perché
nell'intestino umano non vi & disponibilita di ai-galattosidasi e, di conseguenza,
risultano responsabili di disturbi intestinali. La soia ne & particolarmente ricca e
un trattamento enzimatico o una prefermentazione possono essere applicati
con successo, anche se i costi di produzione risultano alquanto elevati.
L'impiego di batteri lattici come probiotici costruiti con un’elevata attivita o-
galattosidasica, puo rappresentare la soluzione piu appropriata.

FIGURA 24. Struttura chimica di oligosaccaridi stachiosio, raffinosio e saccarosio.
(Hugenholtz e coll. - 140)

Galattosio Galattosio Glucosio Fruttosio
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Tra i batteri lattici, I'abilita a idrolizzare a-galattosidi € stata accertata per
Lactobacillus fermentum e Lactobacillus plantarum e oggi, nel contesto di
un’ingegneria metabolica, il gene melA di Lactobacillus plantarum che codifica
per o-galattosidasi pud essere trasferito in un microrganismo probiotico, per
esercitare nell’intestino una significativa attivita o-galattosidasica degradativa del
raffinosio. Con la produzione dello yogurt per intervento di Lactobacillus
delbrueckii subsp. bulgaricus e di Streptococcus thermophilus, si accumula
galattosio che, quando ingerito, viene ridotto a galattitolo che, talvolta, pud
determinare disordini fisiologici ed essere in relazione con la comparsa di
cataratta. E stato accertato che in Streptococcus thermophilus Gal-, I'insieme di
geni che presiedono alla metabolizzazione del galattosio € presente nello stesso
modo come nei ceppi Gal+, solo che & silente per effetto di mutazioni puntiformi.

CH, /CH2
HO © 043 ° 0 ° HO-CH, _o
OH OH OH HO
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OH OH OH H
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Queste possono retrocedere spontaneamente, ma la regressione puo anche
essere indotta con lo sviluppo prolungato in substrato con galattosio e i
ceppi cosi caratterizzati possono trovare conveniente impiego per produrre
yogurt senza galattosio.

Con i batteri lattici possono pure essere accumulati zuccheri a basso valore
calorico come mannitolo, sorbitolo e tagatosio, utili per il controllo del peso
corporeo € la riduzione dell’obesita.

Tali zuccheri possono sostituire il saccarosio e il fruttosio in quanto hanno un
potere dolcificante equivalente e un gusto uguale; attraverso operazioni di
ingegneria metabolica, la loro produzione puo risultare molto consistente.
Un altro aspetto di forte interesse € legato alla possibilita di produrre in loco
citochine con l'intervento di Lactococcus lactis ingegnerizzato.

Si conoscono malattie, quali coliti ulcerative, infammazioni del largo intestino
e la malattia di Crohn’s, che si manifestano con una complessa immagine
clinica, e di cui non & ancora conosciuta la causa, né la via per una
prevenzione o una terapia efficace. La teoria oggi piu accreditata considera
che la causa sia legata ad un’anomala risposta immunitaria in connessione
con la microflora intestinale.

Recentemente le ricerche sono state approfondite con animali da laboratorio
[I-10-/-129Sv/Ev. L'assenza di produzione di citochine sembra giocare un
ruolo di primaria importanza e lo sviluppo di Lactococcus lactis,
geneticamente ingegnerizzato per ottenere sintesi e produzione “in loco” di
citochine (interleuchine), in modo da indurre la formazione di una superficie
mucosale ad effetto immunologico, € da ritenere una via concreta per il
controllo di malattie infammatorie intestinali.

Agli esempi indicati pud essere aggiunto il fatto che, con una modifica
genetica a carico di Streptococcus mutans, & possibile prevenire le carie ai
denti.

La tecnologia del DNA ricombinante & stata impiegata per rendere silente |l
gene che codifica per lattato deidrogenasi in ceppi da isolamenti clinici di
Streptococcus mutans. | ceppi ottenuti sono risultati geneticamente stabili,
notevolmente meno cariogenici rispetto a quelli originali, con forte proprieta
colonizzante e quindi di facile insediamento; essi possono prevenire (terapia
di sostituzione), se utilizzati come probiotici, la fissazione, anche in forma di
biofilm, di ceppi di Streptococcus mutans responsabile di carie.

Si prevede poi che le ricadute determinate dall’applicazione delle tecnologie
della genomica potranno essere notevoli e numerose: con I'ampliamento
delle conoscenze in merito al numero delle sequenze complete di genomi
batterici, si apriranno nuovi settori di sviluppo.

Gia oggi le attese dellingegneria genetica, o piu specificatamente
dell’ingegneria metabolica, si articola su un ventaglio di possibili interessanti



innovazioni applicative e tutto cid nonostante che, tra i batteri lattici, si
conosca solamente la sequenza completa del genoma di Lactococcus

lactis.
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n ulteriore sviluppo del concetto di alimenti funzionali sono i latte-
fermentati con funzioni speciali. Con [l'ultima tipologia dei latte-fermentati
funzionali si arriva alla preparazione di alimenti funzionali speciali, che vengono
intesi come alimenti con nuove proprieta aggiuntive. Sono preparati per
raggiungere precisi obiettivi salutistici e cio sulla base di un’ampia
documentazione scientifica a dimostrazione della validita delle scelte effettuate.
Uno dei principali obiettivi che pud essere perseguito, riguarda il contributo al
controllo delle malattie cardiovascolari, e in questo contesto trova spazio il latte-
fermentato, che vanta gia sue proprieta salutistiche di base, con ulteriori attivita
dovute all’aggiunta di probiotici e di altre sostanze quali ad esempio mirtilli,
licopeni o fitostanali.
| sistemi che ne risultano sono complessi ma ben finalizzati e impongono
un’appropriata presentazione informativa per il consumatore, in modo che
possa essere guidato nelle sue scelte.

Un’ulteriore evoluzione dei latte-fermentati pud essere l'aggiunta di
microrganismi probiotici resi, con un particolare trattamento, gastro-resistenti e
con una piu elevata capacita di sopravvivenza durante la conservazione.

Un latte-fermentato funzionale acquista proprieta funzionali aggiuntive quando
viene addizionato di mirtilli (Vaccinium maerocarpon) o di estratto di mirtilli; in
esso alle proprieta funzionali di base dei probiotici si sommano quelle dei mirtilli,
in una combinazione organolettica armonica che a sua volta si esalta in
un’elevata funzionalita bioattiva utile.

La promozione dello stato di benessere che si pud attribuire allo yogurt
probiotico con mirtilli, trova spiegazioni, largamente documentate, sull’azione
dei flavonoidi presenti nel mirtillo.
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Ricerche cliniche ed epidemioliogiche indicano che il consumo di flavonoidi
alimentari puo diminuire il rischio di sviluppo di malattie cardio e cerebrovascolari.
Sperimentazioni in vitro ed in vivo hanno dimostrato che diversi sono i meccanismi
con i quali i flavonoidi possono proteggere dalle malattie vascolari, ma la
complessita strutturale con cui i flavonoidi sono presenti nei vegetali rende molto
difficile individuare I'effetto di singoli flavonoidi e, proprio per il mirtillo, si considera
positiva la presenza di una complessa miscela di acidi idrossisinnamici,
antocianine, flavonoli e proanticianidine. Effetti sinergici dovuti alla miscela dei vari
composti aumentano cosi il valore salutistico del mirtillo che € principalmente
legato all’azione antiossidante, inibente I'ossidazione di LDL (low density
lipoprotein), all’effetto di vasodilatazione e di contrasto con LDL colesterolo totale.
Un’altra proprieta attribuibile al mirtillo € quella antibatterica. La maggior parte
delle malattie infettive hanno inizio con I'adesione dei microrganismi patogeni alle
cellule e alle superfici mucosali dell’ ospite, mediante la produzione di adesine con
specificita di attacco sui vari tipi di tessuti. Un caso evidente di adesione € dato
dalle placche che si formano sui denti: esse sono biofilm formati da microrganismi
in attivita fisiologica, che si fissano ai denti attraverso una matrice intercellulare e
che sono responsabili di carie e di altre malattie ai denti e alle gengive. La ricerca
medica € sempre piu attivamente interessata, a scopo terapeutico, allo studio dei
fattori che possono determinare interferenza con il meccanismo dell’adesione
batterica. Una nuova promettente strategia per il controllo delle infezioni deriva
proprio dagli studi condotti con estratti di mirtilo, che hanno portato alla
dimostrazione che I'inibizione dell’adesione dei microrganismi patogeni con essi
riscontrata era dovuta alla presenza nelle bacche di mirtillo di composti non
dializzabili ad alto peso molecolare. Un altro importante aspetto dell’attivita del
mirtillo, trova sviluppo con linibizione del’adesione alla mucosa gastrica di
Helycobacter pylori, microrganismo ritenuto il maggior responsabile di una varieta
di malattie gastrointestinali compresa I'ulcera gastrica. Anche in questo caso,
I'adesione alla mucosa gastrica costituisce un passaggio essenziale del processo
infettivo. Recentemente ricercatori israeliani hanno riferito di risultati di studi
riguardanti I'effetto inibitore dell’adesione specifica (“sialyllactose specific adhesin”)
di Helycobacter pylori dovuto a composti presenti nelle bacche di mirtillo.

L'aggiunta di licopene al latte-fermentato viene in questa sede messa in
relazione esclusivamente con la sua capacita nel contribuire alla protezione
dell’ossidazione delle lipoproteine e delle cellule vascolari e quindi per il suo
apporto alla diminuzione dei rischi di malattie cardiovascolari.

Il licopene € un carotenoide aciclico con undici doppi legami coniugati lineari.
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Linteresse verso il licopene continua ad aumentare in relazione alla dimostrazione
fornita dai risultati di studi epidemiologici e clinici dell’associazione tra elevati livelli
di licopeni nel sangue e riduzione dell'incidenza di malattie cardiovascolari. In uno
studio comparativo del 1997 tra popolazioni del Nord Europa, & stata evidenziata
un’associazione tra bassi valori di licopene nel sangue ed elevata mortalita per
malattie cardiovascolari; nello stesso anno, un’indagine condotta in Austria, ha
dimostrato che licopene e a-tocoferolo presenti in basse quantita nel sangue di
persone anziane creano rischi elevati per linsorgenza di malattie
cerebrovascolari. Recentemente € stato osservato che ad ogni 10 nmol/I di
aumento nel siero di licopene corrisponde un 4% in meno nel rischio di eventi
cardiovascolari acuti. Gli alimenti ricchi di carotenoidi e di antiossidanti vengono
associati con la diminuzione di questi rischi e il pomodoro, per il suo contenuto in
-carotene e licopene, oltre ad acido folico, vitamina C, vitamina E, flavonoidi e
potassio rientra in questa categoria.

Nel mondo occidentale si calcola che I'8 % del licopene consumato con la dieta
sia apportato dal pomodoro. Il pomodoro rosso contiene 50 mg/kg di licopene
contro i 5 mg/kg per il pomodoro giallo.

Con la lavorazione a caldo del pomodoro per la preparazione, ad esempio, della
polpa di pomodoro (conserva), il licopene risulta pit biodisponibile, il che si
traduce in un pit rapido accumulo nel plasma del consumatore. La maggior
disponibilita & da mettere in relazione con diversi fattori, ma in particolare & da
tener presente che il trattamento termico induce isomerizzazione del licopene
dalla forma “trans” a quella “cis”; inoltre con I'operazione di omogeneizzazione si
favorisce la sua liberazione dalla matrice naturale.

Fitosteroli e fitostanoli quali ingredienti alimentari hanno aumentato l'interesse
per la preparazione di yogurt e latte fermentato con proprieta funzionali
aggiuntive.

I consumo di questi fitonutrienti naturali si traduce nella possibilita di contribuire
ad abbassare |l livello totale di LDL colesterolo in soggetti ipercolesterolemici e
di esercitare attivita di prevenzione dopo eventi cardiovascolari.

Nel mondo vegetale, la distribuzione di fitosteroli e fitostanoli € molto ampia ed
e stato accertato che nelle piante sono presenti pit di 40 steroli; in figura 25
viene riportata la struttura chimica di B-sitosterolo, stigmasterolo e
campesterolo.

| fitostanoli formano, rispetto ai precedenti, una classe piu ristretta e fra i piu
importanti, perché molto attivi, vengono segnalati 3-sitostanolo e campestanolo.
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FIGURA 25. Struttura chimica di colesterolo e dei piu comuni fitosteroli e fitostanoli.
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Il consumo di composti vegetali ad azione anticolesterolo non € certamente una
nuova idea, in quanto le popolazioni dell’oriente, che seguono una dieta
largamente vegetale, ne ingeriscono, a partire da tempi lontani, circa 250
mg/giorno. Recentemente sono stati introdotti alcuni preparati farmaceutici a
base di fitosteroli e fitostanoli, proprio con l'intento di abbassare il livello di
colesterolo in soggetti ipercoleterolemici.

Molta letteratura scientifica concorda nel sottolineare la capacita di fitosteroli e
fitostanoli nell'indurre una riduzione dei rischi di malattie coronariche; proprio
recentemente e stato precisato che il consumo di 2 g/die di steroli o stanoli puo
provocare la riduzione di circa il 25% dei rischi di malattie cardiache. Altri
ricercatori suggeriscono di limitare a circa 1,6 g/die I'assunzione di sterolo
esteri, in modo da avere ugualmente un buon effetto nella riduzione di LDL
senza influenzare in modo significativo la concentrazione in carotenoidi del
plasma. Tale dose, somministrata a persone ipercolesterolemiche, ha
determinato dopo 30 giorni un abbassamento del 15% del livello LDL.

E stato evidenziato che i fitostanoli esercitano anche un effetto sulla solubilita
del colesterolo micellare. Interessanti risultano gli studi condotti nel corso
dell’ultimo decennio, con fitostanolo veicolato da margarina o da maionese,
quali componenti di diete per soggetti ipercolesterolemici.



Ricerche condotte in Finlandia presso I'Universita di Kuopio hanno dimostrato
che, con poco piu di 2 grammi (2,15-2,30) giorno di fitostanolo somministrato
con margarina o maionese, si determina la riduzione del 10,6% del colesterolo
totale del siero e del 13,7% di LDL-colesterolo. Contemporaneamente non
varia in modo significativo la concentrazione ematica di HDL-colesterolo,
sitostanolo, campestanolo, B-carotene e vitamine liposolubili.

La riduzione della concentrazione del colesterolo del plasma indica che i
fitostanoli possono inibire non solamente I'assorbimento del colesterolo portato
dalla dieta ma anche quello di origine biliare.

In conclusione, sono ormai numerose le dimostrazioni scientifiche che i
sitostanoli esteri, incorporati nei grassi della dieta, e quindi addizionati ai latte-
fermentati, possono essere suggeriti per il trattamento di ipercolesterolemie
primarie e che comunque, da un punto di vista generale, possono essere
indicati per ridurre il livello di colesterolo del plasma.
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individuazione di aree nell’ambito delle quali accertare le entita delle ricadute
dei latte-fermentati funzionali come componenti della dieta in grado di offrire al
consumatore un aiuto al mantenimento del suo stato di benessere, non pud
essere effettuata con nette delimitazioni e tanto meno con scomparti autonomi
di definita entita.
E stato prima sottolineato che i latte-fermentati formano un gruppo di prodotti
a tipologia diversa con proprieta funzionali salutistiche di base di carattere
generale ma anche specifiche e che, nel tentativo di dare ordine all’esposizione,
sono stati cosi suddivisi:
latte-fermentati con proprieta funzionali di base considerate comuni: yogurt
(e vari tipi come gioddu, maryzum), kefir;
latte-fermentati con proprieta funzionali di base considerate specifiche:
“yogurt” tibetano, latte fermentato biogenico, latte fermentatoYakult.

Con questi prodotti fermentati di base € stato poi individuato il gruppo dei latte-
fermentati con maggior proprieta funzionali perché arricchiti:

di microrganismi enterici probiotici;
di composti prebiotici ad azione bifidogena;
di probiotici-prebiotici in associazione per risultare prodotti simbiotici;

di una opportuna associazione di probiotici e prebiotici, per manifestare in
seqguenza una piu incisiva azione probiotica.

Si arriva poi al gruppo dei latte-fermentati funzionali speciali che, oltre ad
avere le caratteristiche e le proprieta dei gruppi precedenti, presentano nuovi
caratteri acquisiti con I'aggiunta di frutta o di estratti vegetali finalizzati al
raggiungimento di specifici scopi salutistici.

97



AREE DI RICADUTA DEGLI EFFETTI SALUTISTICI CON LATTE-FERMENTATI FUNZIONALI

Per tutti i latte-fermentati probiotici si pud inoltre arrivare all’assunzione di
un’altra importante proprieta, che e legata allimpiego di microrganismi
probiotici gastro-protetti o a resistenza naturale, in modo che essi siano in
grado di raggiungere in alto numero il tratto cieco-colon e che nello stesso
tempo abbiano a dimostrare una elevata conservabilita nel tempo prima della
loro ingestione.

Da tutto cio, con riferimento ai latte-fermentati, emerge un ampio quadro
applicativo nel quale si possono oggi inserire, per fornire un buon contributo al
mantenimento e all'induzione del benessere dell’uomo, nuove opportunita per
nuove strategie.

Si pud in effetti operare per aree preferenziali specifiche di ricaduta degli effetti
salutistici, e i sistemi che possono essere organizzati trovano, a titolo di
esempio, I'articolazione che segue:

Tipo di | Area di possibile Tipo di Principio Proprieta
sistema [ricaduta degli effetti| preparazione attivo Particolari
salutistici
Semplice Inibizione di “Yogurt” tibetano Metaboliti da
Helicobacter pylori lattobacilli
Latte-fermentato Tripeptidi bioattivi
Semplice Azione ipotensiva biogenico da lattobacill
Complesso Modulazione della Yogurt ed altri Insieme di Con probiotici protetti o
microflora intestinale per latte-fermentati metaboliti da gastro-protetti o a
il benessere generale - probiotici fermentazione resistenza naturale per
- prebiotici superare le barriere
- sinbiotici gastriche e per acquisire
conservabilita nel tempo.
Complesso | Controllo malattie Latte-fermentati Estratto di mirtillo
cardiovascolari funzionali piu frutta od | licopene
estratti vegetali ad fitostanoli e fitosteroli
azione specifica
Complesso Inibizione dell’adesione di Latte-fermentati Estratto di mirtillo
batteri patogeni al tratto funzionali pit frutta od
alimentare ed urogenitale estratti vegetali

o8

L'utilizzo dei latte-fermentati per prevenire i disordini intestinali e per ottenere
effetti salutistici specifici, costituisce uno degli aspetti piu interessanti della
moderna nutrizione umana.

Dal consumo dello yogurt, quale latte-fermentato tradizionale, a quello dei vari
tipi di latte-fermentati probiotici salutistici, vi & stato in questi ultimi decenni un
intenso processo evolutivo, sia per quanto riguarda I'impostazione scientifica
sia per le tecnologie di processo.



Le soluzioni che possono essere adottate sono, come visto, molteplici, le
opportunita che si presentano sono varie e il settore nella dinamica che lo
caratterizza & certamente in grado di ben finalizzare la messa a punto di
specifici prodotti fermentati probiotici preparati per contribuire, come ingredienti
della dieta, al mantenimento o all’instaurazione dello stato di benessere del
consumatore.

Da tutto questo contesto emerge con sufficiente chiarezza I'importanza
dell’alimento fermentato probiotico e, nello stesso tempo, polifunzionale,
preparato con la garanzia della validita applicativa sulla scorta di un’ampia
documentazione scientifica e in aderenza con chiare dimostrazioni
epidemiologiche e cliniche della sua efficacia.

La presente panoramica € giunta cosi alla fine e la riproduzione di un manifesto
Danone di tanti anni fa serve, per il tipo di pubblicita che evidenza, a richiamare
quanta strada sia stata percorsa per arrivare ai piu recenti prodotti probiotici di
Danone (Lactobacillus casei DN-114 001 - Actimel e Bifidobacterium DN-173
010 - Activia).

kG- YOGHOURT
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Actimel® e un latte-fermentato con le due tradizionali colture dello yogurt
(Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus e Streptococcus thermophilus)
€ con un probiotico specifico ed esclusivo di Danone, il Lactobacillus casei
DN-114 001, noto come Lactobacillus casei IMUNITASS.

Il Lactobacillus casei IMUNITASS e stato isolato e scelto dai ricercatori di
Danone Vitapole per le sue qualita probiotiche, tra cui la capacita di
sopravvivenza dimostrata nel prodotto.

Il Lactobacillus casei IMUNITASS & un ceppo naturale di lattobacillo
comunemente presente nel latte fermentato, nei vegetali fermentati e
nell'intestino ed & contenuto in Actimel® a una concentrazione di 10°® cfu/ml.

Appositi studi, sia sperimentali sia nelluomo, hanno dimostrato che |l
Lactobacillus casei IMUNITASS ¢ in grado di sopravvivere al passaggio
gastroduodenale e di arrivare nell’intestino metabolicamente attivo e in
quantita elevate."?®

Uno studio ha inoltre dimostrato la presenza del Lactobacillus casei
IMUNITASS nelle feci di soggetti in eta pediatrica trattati con antibiotici beta-
lattamici di vario tipo o con macrolidi, suggerendo il possibile uso di Actimel®
anche in presenza di un trattamento antibiotico.*
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Una vasta gamma di studi condotti su Actimel® e sul Lactobacillus casei
IMUNITASS in modelli sperimentali e sul’uomo, permettono di dimostrare i
suoi effetti benefici in particolare sulle difese naturali del tratto
gastrointestinale.

In uno studio condotto in bambini con eta compresa tra 10 e 18 mesi che
hanno assunto Actimel®, yogurt o latte gelificato (controllo), & stato rilevato un
significativo incremento del numero di bambini (>50%) con una popolazione
fecale di Lactobacillus superiore a 6 log'® cfu/g di feci nei bambini
supplementati con L. casei.’®

Gli effetti di Actimel® sono stati studiati sulle risposte immunitarie agli stress fisici
(esercizi) e alle malattie infammatorie.

E noto che un’attivita fisica intensa provoca un indebolimento del sistema
immunitario®, che pud essere valutato misurando il numero e l'attivita delle
cellule NK.

In uno studio che ha coinvolto 25 atleti & stato riscontrato che I'assunzione di
Actimel® determina un sensibile minor decremento della concentrazione di
cellule NK due ore dopo il test da sforzo (Figura 26), a dimostrazione che L.
casel IMUNITASS ¢ in grado di modulare la risposta cellulare innata durante un
intenso esercizio fisico.



FIGURA 26. Effetto di Actimel® sulla riduzione delle cellule NK indotta da intenso sforzo fisico

Actimel®

Latte

Decremento di cellule NK
espresso come unita di lisi

7 L p: 0.05

Nelle malattie infiammatorie quale il morbo di Crohn, la risposta immunitaria &
associata a un aumento della citochina pro-infammatoria TNF-o. | risultati di un
apposito studio hanno dimostrato che I'assunzione di Actimel® determina una
diminuzione della produzione di TNF-a da parte del tessuto infiammato nelle
colture cellulari ex vivo prelevate da pazienti affetti dal morbo di Crohn,
mettendo in evidenza I'interazione esistente tra L. casei IMUNITASS e I'epitelio;
questa relazione potrebbe modulare il grado di attivazione delle cellule
immunitarie intestinali durante gli episodi infiammatori.®
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NUOVI LATTE FERMENTATI DI DANONE CON FUNZIONI SPECIALI

Riduzione dell’incidenza e della durata degli episodi
di diarrea nei bambini

Differenti studi clinici hanno dimostrato i benefici del latte-fermentato con
L. casei IMUNITASS (Actimel®) nei bambini affetti da diarrea di tipo infettivo.

In uno studio di confronto randomizzato tra yogurt, latte gelificato e Actimel®,
quest’ultimo ha evidenziato la capacita di ridurre, significativamente e in misura
maggiore dello yogurt, la durata degli episodi di diarrea in 287 bambini di eta
compresa tra 3 e 36 mesi (Figura 27).”

FIGURA 27. Effetto di Actimel®(YC) sulla durata degli episodi di diarrea e periodi di
normalizzazione. Confronto con yogurt (Y) e latte gelificato (GM).

Durata (giorni)

. Normalizzazione

Episodio singolo
di diarrea

. Indice di diarrea

YC Y GM

*p <0.05
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Leffetto benefico di Actimel® nei bambini & stato confermato da un altro studio,
randomizzato e in doppio cieco, condotto su una vasta casistica (928 bambini
di eta compresa tra i 6 e i 24 mesi) che dimostra come Actimel® sia in grado di
prevenire gli episodi di diarrea in modo significativamente superiore a quello
dello yogurt.®




ACTIMEL® E L. CASEI IMUNITASS

FIGURA 28. Effetto di Actimel® e dello yogurt sull’incidenza di diarrea acuta.
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Un'’ulteriore ricerca ¢ stata effettuata per valutare gli effetti di Actimel® rispetto a
quelli di un tradizionale latte indiano, il Dahi (latte fermentato di vacca o di
bufala), sulla durata degli episodi di diarrea in bambini indiani con eta compresa
tra i 6 mesi e i 5 anni. Nei bambini trattati con Actimel®, il numero di episodi di
diarrea e stato piu limitato rispetto a quelli trattati con latte indiano Dahi.®

| risultati di questi studi clinici dimostrano quindi che nei bambini con diarrea
acuta il latte fermentato con L. casei IMUNITASS (Actimel®) & efficace nel ridurre
l'incidenza e la gravita della malattia.

Profilo sicurezza di Actimel®

Actimel® un alimento probiotico adatto per tutta la famiglia, dall’eta di 3 anni in
poi, ed e inoltre indicato per le donne durante la gravidanza e l'allattamento,
come parte di una dieta varia ed equilibrata.

Non sono stati riportati casi di reazioni allergiche indotte dall’assunzione di
Actimel®; tuttavia, essendo un prodotto derivato dal latte, & controindicato nei
soggetti allergici alle proteine del latte.

Sebbene alcuni lattobacilli siano stati associati ad infezioni, non sono mai stati
riportati casi di infezione dovuti al ceppo L. casei IMUNITASS presente in
Actimel®.

Durante i primi due anni di vendita del prodotto in Francia (1997-98) e nei primi
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tre anni in Belgio (1996-98), gli unici rilievi pervenuti dai consumatori su episodi
riguardanti la salute, sono stati quattordici casi di crampi addominali e diarrea.
Questi rilievi sono stati associati agli effetti tipici che comporta I'assunzione di
una bevanda fredda a stomaco vuoto. In nessun caso sono stati correlati al

prodotto.
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ctivia® & un latte-fermentato con i tradizionali ceppi dello yogurt (Lactobacillus
delbrueckii subsp. bulgaricus e Streptococcus thermophilus) e con una coltura
probiotica, il Bifidobacterium animalis DN-173 010.
Oltre agli effetti vantaggiosi dello yogurt, questo latte-fermentato presenta
proprieta peculiari specifiche del Bidobacterium utilizzato, che & presente in
quantita elevate (circa 108 cfu/g), per I'intera shelf-life del prodotto

Diversi studi in volontari sani hanno dimostrato che il Bifidobacterium DN-173
010 € in grado di superare la barriera gastroduodenale e di arrivare nel colon
vivo e in alte concentrazioni (>108 cfu/g)."

Gli effetti, dimostrati clinicamente, indicano che il consumo regolare e
giornaliero di Activia® ottimizza la funzionalita del tratto gastrointestinale,
garantendo un transito piu regolare e quindi un’efficace eliminazione dei residui
organici dal corpo. Queste caratteristiche migliorano il benessere quotidiano e
i benefici sulla salute a lungo termine.

Uno studio in doppio cieco, su adulti sani, di confronto tra Activia® e un latte
fermentato identico in cui il bifidobatterio € stata ucciso mediante un
trattamento termico, ha dimostrato che I'assunzione di Bifidobacterium DN-
173 010 riduce significativamente la durata totale del transito nel colon e la
durata del transito nel colon sigmoideo.

[ miglioramento della durata del transito € significativa sia negli uomini (p<0,05)
sia nelle donne (p<0,03) (Tabella 34).°

TABELLA 34. Durata del transito nel colon prima (giorno 10) e dopo (giorno 21) assunzione

di latte-fermentato con Bifidobacterium DN-173 010 (Activia®) o di latte di controllo.

Giorno 10 Giorno 21 Delta Giorno 10 Giorno 21 Delta
(G21-G10) (G21-G10)
Durata totale del 33,0+ 16,1 26,2+ 14,7 -6,8 30,1+ 16,4 30,6+£17,4 |+0,5 (+1,6%)
transito nel colon (ore) (-20,6%)
Durata del transito nel 9,6+ 8,6 5877 -3,7 7,96,3 71£8,7 -0,8
colon sigmoideo (ore) (-38,9%) (-10,1%)
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Anche un altro studio in doppio cieco, randomizzato e in crossover, di
confronto tra I'efficacia di Activia® e di una preparazione fermentata identica ma
priva di Bifidobacterium DN-173 010 (3x125 g), in cui sono state studiate 32
donne volontarie sane, ha dimostrato che I'assunzione di Activia® determina
nelle donne una diminuzione della durata del transito nei vari segmenti del
colon. Tale effetto € stato piu pronunciato nelle donne con una durata del
transito piu lunga (Tabella 35).°

TABELLA 35. Durata totale del transito nel colon (DTC) prima e dopo assunzione di latte-
fermentato con Bifidobacterium DN-173 010 (Activia®) o di un prodotto di controllo (medie+DS).

Durata del transito (ore) Basale Bifidus Controllo Basale Bifidus Controllo
Colon destro 15,3 11,8 15,5610,8 16,2 10,1 18,712,7 17,011,8 18,310,9
Colon sinistro 14,7 11,5 14,4141 17,7118 18,9 11,9 18,3 15,1 21,511,6
Colon sigmoideo 25,2 18,9 21,6 14,9 26,8 14,2 32,818,3 27,1149 32,1 13,1
Totale 55,2 28,0 51,530,2 60,7 27,1 70,4 21,8 62,4 29,8 71,9 26,5
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L'effetto sul transito intestinale di Activia® é stato studiato anche in soggetti
anziani, una popolazione in cui la stipsi si presenta con frequenza
particolarmente elevata, creando problemi di disagio sia fisico sia
psicologico.

Due studi, il primo condotto in 100 soggetti anziani” e in secondo in 2008,
hanno dimostrato che il consumo di Activia® riduce significativamente il
tempo di transito intestinale sia nei soggetti con durata del transito media sia
nei soggetti con durata del transito prolungata.

Questi studi hanno anche dimostrato che esiste una correlazione tra
quantita di Activia® consumata e riduzione del tempo di transito: tre vasetti
al giorno sono piu efficaci di due e due vasetti sono piu efficaci di uno.

Gli effetti di Activia® durano nel tempo: almeno due settimane, dopo il
consumo di una porzione singola finale e almeno quattro settimane, dopo il
consumo di una porzione doppia, segno di una colonizzazione efficace e
persistente del Bifidobacterium DN-173 010.



Sulla base di tali evidenze cliniche € quindi possibile affermare che il
Bifidobacterium DN-173 010 & un probiotico con un effetto
funzionale benefico specifico ed efficace: il consumo regolare di
latte-fermentato con questo probiotico (Activia®) riduce la durata del
transito intestinale e pud portare beneficio alle persone che soffrono

di stipsi.
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