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Introduzione

L’alimentazione dei ruminanti svol-
ge un ruolo determinante sulla pro-
duzione quali-quantitativa del latte

influenzando fortemente le caratte-
ristiche chimico-fisiche ed organo-
lettiche dei prodotti lattiero caseari
da esso derivanti (1).
Come è noto il latte è un alimento
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Summary
Ragusano PDO (Protected Designation of Origin) is an aged pasta filata
cheese. It is a farmstead traditional cheese with unique aroma characteri-
stics correlated to the environmental conditions and traditional cheese ma-
king technology. In 1996, Ragusano cheese has been designated PDO
from the European Economic Community. It has been reported that dairy
cows fed native pasture produce milk and consequently cheese with higher
Conjugated Linoleic Acid (CLA) content then dairy cows fed total mixed
ration including forages with similar lipid content. The most representative
CLA isomer is the rumenic acid (cis-9, trans-11), and it generally consti-
tutes 80%-90% of total CLA. The objective of this study was to determine
the effect of Hyblean native pasture diet on CLA isomers content into Ra-
gusano cheese at different ripening stages. We also found that concentra-
tion of the total CLA and the cis-9, trans-11 increased with grazing time.

Riassunto
Il Ragusano DOP (Denominazione di Origine Protetta) è un formaggio a
pasta filata ottenuto da latte crudo vaccino. Numerosi autori riportano che
il latte e conseguentemente i formaggi provenienti da animali allevati al
pascolo hanno un contenuto in Acido Linoleico Coniugato (CLA) mag-
giore di quelli ottenuti da vacche alimentate in stalla. Il principale isomero,
che costituisce circa l’80-90% del CLA totale, è l’acido rumenico (cis-
9,trans-11). L’obiettivo di questo studio è stata la determinazione dell’ef-
fetto del pascolo ibleo sul contenuto del CLA nel Ragusano DOP a diver-
se stagionature. Inoltre e’stata riscontrata una correlazione positiva tra il
contenuto totale di CLA e di acido rumenico e il tempo di permanenza
(espressa in ore) delle vacche al pascolo. I risultati ottenuti mostrano una
correlazione positiva tra i pascoli iblei e l’elevato contenuto in CLA nei
campioni di formaggio Ragusano DOP.
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con elevato valore nutrizionale, ric-
co di proteine ad elevato valore bio-
logico, lipidi, vitamine e sali mine-
rali. Tra i lipidi del latte, l’acido li-
noleico coniugato (CLA), ha delle
importanti proprietà funzionali e
salutistiche (2). Il CLA comprende
un gruppo di isomeri geometrici e
posizionali a 18 atomi di carbonio
con due doppi legami coniugati. La
posizione del doppio legame si tro-
va tra il δ 7 e il δ 14, inoltre la di-
versa disposizione spaziale degli
stessi gruppi funzionali (doppi le-
gami) conferisce alla molecola una
diversa configurazione cis o trans.
L’acido rumenico, cis 9-trans 11,
varia dal 75 al 90% del CLA totale
nel grasso del latte seguito dagli
isomeri trans 10-cis 12 e trans 7-cis
9 che rappresentano rispettivamen-
te il 10% e il 2% ed altri isomeri
minori; questi isomeri hanno diver-
si effetti biologici dovuti alle loro
differenti proprietà chimiche e fisi-
che (3).
La grande attenzione rivolta al
CLA è stata favorita dal fatto che
numerosi esperimenti hanno messo
in evidenza un’attività anticancero-
gena nei confronti di diversi tessuti
quali la ghiandola mammaria, il co-
lon, l ’epidermide e lo stomaco.
Sembra, inoltre, che questa mole-
cola sia capace di modulare la sinte-
si degli eicosanoidi e di svolgere
un’azione antibatterica, antiatero-
gena e antidiabetica in quanto è
stata osservata una diminuzione del
tasso di colesterolo LDL nel pla-

sma con conseguente decremento
della formazione di placche atero-
matose in ratti alimentati con diete
arricchite con questo acido grasso.
È comunque ritenuto che le speci-
fiche attività biologiche siano da at-
tribuirsi ai singoli isomeri piuttosto
che all’intero pool (4). Nel caso del
carcinoma della mammella, l’effica-
cia del cis 9-trans 11 è dose-dipen-
dente ed è maggiore se la sostanza
viene assunta durante lo sviluppo
del tumore (5), così come si può os-
servare per i tumori dell’intestino e
della prostata (6).
All’isomero trans-10 cis-12 si attri-
buisce la capacità di ridurre l’assor-
bimento dei lipidi, inibendo l’atti-
vità delle lipasi e della stearoil-CoA
desaturasi.
La principale fonte di CLA nella
dieta umana è rappresentata dagli
alimenti derivati dai ruminanti (7).
La razione alimentare dei ruminan-
ti se costituita da foraggi verdi rap-
presenta una fonte specifica di so-
stanze grasse in grado di variare in
modo significativo il contenuto di
CLA nel latte (8). I foraggi verdi
contengono acidi grassi insaturi ed
in particolare l’acido linolenico (che
rappresenta da solo il 60% del tota-
le degli acidi grassi), linoleico, olei-
co. Questi acidi grassi subiscono il
processo di bioidrogenazione ope-
rata dai microrganismi ruminali
cellulosolitici. La bioidrogenazione
viene svolta dal Butyrivibrio fibri-
solvens (9), che comporta una prima
reazione di isomerizzazione dell’a-

cido linoleico, 18:2∆-c9,c12, ad acido li-
noleico coniugato, 18:2∆c9,t11, e suc-
cessivamente l’idrogenazione a vac-
cenico, 18:1∆-t11, la cui eventuale sa-
turazione produce l’acido stearico,
18:0. La reazione di isomerizzazio-
ne dovuta all’enzima acido linoleico
isomerasi, che si trova nella mem-
brana cellulare dei batteri della flo-
ra intestinale, avviene in mezzo a
una lunga catena idrocarburica lon-
tano da ogni gruppo funzionale.
Studi su questo enzima hanno di-
mostrato che il massimo di attività
si ha con substrati come l’acido li-
noleico e l ’acido linolenico che
presentano i doppi legami, neces-
sari per l’attività enzimatica, in po-
sizione cis-9-cis-12 (10). Pertanto
la concentrazione di CLA nei de-
rivati dei ruminanti è influenzata
da vari fattori; primo fra tutti inci-
de la quantità di acidi grassi polin-
saturi apportati con la dieta, un lo-
ro aumento, come nel caso dell’a-
cido linolenico che è il substrato
per la sua sintesi, induce un incre-
mento nella produzione del CLA.
Si è visto, infatti, che nel latte si
hanno variazioni stagionali di
CLA con alti valori quando i pa-
scoli sono verdi e quindi ricchi di
acidi grassi.
L’obiettivo del presente lavoro è
stato quello di determinare le diffe-
renti concentrazioni dei singoli iso-
meri di CLA nel formaggio Ragu-
sano a diverse giorni di stagionatu-
ra. Il Ragusano è un formaggio a
pasta filata prodotto con latte vac-
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cino crudo, la cui produzione, su
piccola scala, è frutto dell’attività di
aziende locali operanti nell’altopia-
no ibleo, nella zona meridionale
della Sicilia (11). Il Ragusano dal
1996 si fregia del marchio DOP
(Denominazione di Origine Pro-
tetta) (12).

Materiale e metodi

L’obiettivo di questa ricerca è stato
quello di conoscere il contenuto di
acido linoleico coniugato (CLA) e
di acido rumenico nei campioni di
formaggio Ragusano DOP a 90,
120 e 210 giorni di stagionatura.
I campioni analizzati provenivano
da quattro aziende produttrici di
Ragusano DOP nel territorio
Ibleo, selezionate sulla base delle
differenti ore di permanenza degli
animali al pascolo, rispettivamente
a 3, 6, 9, 12 ore.
L’estrazione dei lipidi, dai campioni
di formaggio è stata effettuata con
la metodica di Folch (13); la sapo-
nificazione e la metilazione degli
acidi grassi secondo il metodo Ban-
ni et al. (14, 15). La determinazio-
ne del CLA e dei singoli isomeri è
stata effettuata in HPLC.
Inoltre, sugli stessi campioni sono
state effettuate le analisi relative al-
l’umidità, grasso, proteine, sale e
pH utilizzando le metodiche di ri-
ferimento. L’umidità, è stata deter-
minata portando i campioni a peso
costante e in una stufa ad aria for-

zata a 100°C per 24 ore (16). Il
grasso è stato determinato con il
metodo Gerber (17). L’analisi delle
proteine è stata effettuata con il
metodo Kjeldal (18). Il contenuto
di sale (NaCl) è stato determinato
secondo il metodo Volhard: retroti-
tolazione dell’eccesso di Ag+ con
KSCN 0.1 N, utilizzando solfato
ferrico d’ammonio come indicatore
(19) ed infine il pH è stato misura-
to con il metodo potenziometrico
(20).

Risultati e discussione

La produzione del Ragusano è for-
temente legata al pascolo che con-
tiene approssimativamente dall’1 al
3% di grasso/ss, in funzione sia del-
la varietà delle piante ma sopratutto
dal periodo stagionale di riferimen-
to, con punte massime in primave-
ra.
Come accennato nell’introduzione
il 48-56% del grasso totale dei pa-
scoli è rappresentato dall’acido li-
nolenico, C18:3, importante sub-
strato per la bioidrogenazione ru-
minale (21). L’elevato contenuto di
C18:3 nei foraggi verdi è correlato
con l’aumento in CLA, e in parti-
colare di acido rumenico, nel grasso
del latte prodotto dagli animali ali-
mentati al pascolo (22).
I risultati ottenuti dall’analisi dei
campioni di formaggio Ragusano
DOP a diversa stagionatura, rispet-
tivamente 90-120-210 giorni otte-

nuti da vacche alimentate con tem-
pi di permanenza al pascolo diffe-
renti (3-6-9-12 ore/d), hanno con-
fermato i dati riportati in letteratu-
ra.
Come riportato da Shantha (23) il
contenuto di CLA non ha subito
variazione significativa con l’avan-
zare della stagionatura, a 90 giorni
infatti il contenuto medio è stato di
913.80 ng/mg di lipidi, a 120 gior-
ni 925.32 ng/mg di lipidi, ed infine
a 210 è stato di 901.09 ng/mg di li-
pidi.
Le ore di permanenza delle vacche
al pascolo, invece hanno influito
positivamente sull’incremento di
CLA totale e di acido rumenico,
confermando gli studi riportati in
letteratura che dimostrano la diret-
ta correlazione tra pascolo e conte-
nuto di CLA nel grasso del latte e
conseguentemente nel formaggio.
I valori di CLA totale hanno mo-
strato una variazione significativa
da 448.45 ng/mg di lipidi per 3 ore
fino a 2459.39 ng/mg di lipidi per
le 12 ore (Fig. 1), stesso andamento
per l’acido rumenico variando da
286.89 ng/mg fat a 1726.26 ng/mg
fat (Fig. 2).
I risultati ottenuti indicano inoltre
che, a seguito di ulteriori e più ap-
profondite analisi, l’acido coniugato
linoleico (CLA) potrebbe essere
utilizzato come marker per identifi-
care i formaggi prodotti da latte di
animali alimentati con diete a base
di pascoli, rispetto a quelli alimen-
tati con silomais e concentrati.
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Le analisi chimiche relative ai cam-
pioni di formaggio sperimentale
sono riportate in tabella 1 sono
espresse come media in percentua-
le. In generale, i valori di umidità
grasso e di proteina hanno eviden-
ziato un tendenziale aumento con
l’aumentare dei giorni di stagiona-
tura del formaggio, andamento da
porre in stretta relazione con la di-
minuzione del contenuto di umidi-
tà. Il contenuto di umidità del for-
maggio, infatti, si è ridotto passan-
do da 42.14% a 90 giorni a 37% a
210 giorni. Per quanto riguarda il
grasso, è stato osservato un incre-
mento dei valori con il procedere
della stagionatura passando dal
27.75% a 90 giorni al 28.80% a
210. Il contenuto di proteina è va-
riato tra 27.43% e 29.60%. All’au-
mentare dei giorni di stagionatura
del formaggio si osserva un incre-
mento della concentrazione di sa-
le/ss registrando dei valori del
2.26% a 90 giorni fino al 3.64% a
210. Il valore del pH dei formaggi
si è mantenuto abbastanza stabile
attestandosi su un valore di circa
5.03. Va sottolineato che i migliori
produttori nell’ultimo quinquennio
hanno ridotto considerevolmente la
concentrazione salina dei formaggi,
migliorandone il gradimento da
parte dei consumatori.
In conclusione si può affermare che
il pascolo gioca un ruolo fonda-
mentale nel contenuto di molecole
neutraceutiche nei formaggi pro-
dotti con latte intero crudo ottenu-
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Figura 1 - Contenuto di CLA totale nei campioni di Ragusano DOP in rela-
zione alle ore di pascolo

Figura 2 - Contenuto di acido rumenico nei campioni di Ragusano DOP in
relazione alle ore di pascolo
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to da sistemi di allevamento tradi-
zionale.
L’incremento del CLA nel latte po-
trebbe avere un impatto benefico
non soltanto per l’incremento degli
acidi grassi nel latte e nei formaggi
proveniente da questi animali, ma
anche per i possibili effetti positivi
sulla salute dell’animale stesso.
È anche da ricordare l’effetto favo-
revole di altri componenti dei gras-
si, come le vitamine, particolar-
mente abbondanti nel latte ottenu-
to da vacche al pascolo, che paralle-
lamente al calo degli acidi grassi sa-
turi mette in evidenza la valenza
salutistica dell’alimentazione la pa-
scolo.
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Stagionatura
Componenti 90 giorni 120 giorni 210 giorni

Umidità (%) 42.14 40.89 37.00
Grasso (%) 27.75 28.00 28.80
Proteina (%) 27.43 28.00 29.60
Sale (%) 2.26 2.72 3.64
pH   5.01 5.01 5.03
* Grasso/ST  (%) 47.96 47.36 45.71
** Sale/ST (%) 3.90 4.60 5.77

* Grasso/ST = grasso su solidi totali; ** Sale/ST = contenuto di sale su solidi totali 

Tabella 1 - Analisi chimiche del formaggio Ragusano DOP a diversi giorni
di stagionatura
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