MINISTERO DELL'AGRICOLTURA
DELLA SOVRANITA ALIMENTARE
E DELLE FORESTE

crea

Consiglio perla ricerca in agricoltura
Panalisi delleconomia agraria

Atti del 13° Convegno AISTEC

FILIERE CEREALICOLE
RIGENERATIVE

Cambiamenti climatici e nuove esigenze
qualitative e nutrizionali

1EU

TORINO 2024

HID

A cura di:
M. Blandino, M. Carcea, L. Gazza, E. Marconi, A. Marti,
M.C. Messia, R. Redaelli, F. Sciacca, V. Tutfani



Atti del 13° CONVEGNO AISTEC

FILIERE CEREALICOLE RIGENERATIVE
Cambiamenti climatici e nuove esigenze
qualitative e nutrizionali

19-21 giugno 2024

Auditorium Complesso Aldo Moro, Torino
Universita degli Studi di Torino

A cura di:
M. Blandino, M. Carcea, L. Gazza, E. Marconi, A. Marti,
M.C. Messia, R. Redaelli, FE. Sciacca, V. Turfani



Volume interamente pubblicato dall’ AISTEC
In copertina: Mole Antonelliana (Elaborazione AISTEC)
© 2024 Associazione Italiana di Scienza e Tecnologia dei Cereali AISTEC

c/o Consiglio per la Ricerca in Agricoltura e 1’ Analisi dell’Economia Agraria - Centro di ricerca
Alimenti e Nutrizione

Via Ardeatina 546 - 00178 Roma (RM)

ISBN: 978-88-906680-8-1



/METROPOLI

Citta etropulitana di Torino

Con il patrocinio di

ENEN

Agenzia nazionale per le nuove tecnologie,
I'energia e lo sviluppo economico sostenibile

Federazione
Italiana
Donori in
Agraria e
Forestali

Con il patrocinio di:

Citta metropolitana di Torino

Accademia di Agricoltura di Torino

ENEA - Agenzia nazionale per le nuove teconologie,
[’energia e lo sviluppo economico sostenibile

Cluster Agrifood Nazionale

FIDAF - Federazione Italiana Dottori in Agraria e Forestali



@

Consiglio Nazionale
delle Ricerche

ACCADEMIA DEI GEORGOFILI

Associazione
Italiana
Societa’

/ Scientifiche

Agrarie

CNR - Consiglio Nazionale delle Ricerche

Accademia dei Georgofili

SIA - Societa Italiana di Agronomia

AISSA - Associazione Italiana Societa Scientifiche Agrarie



1TALMOPA (fiif

! by Y
[ th 1954
| \6/ 7 2024

qualita, gusto e piacere

Ente Nazionale Risi

ITALMOPA - Associazione Industriale Mugnai d’Italia

SIGA - Societa Italiana Genetica Agraria

Unione Italiana Food



CHIRIOTTI m EDITORI

FOSS

4 R
,} ‘.>~; ~<
rbiopharm’ r/

Molino
PESLLA

Con il contributo di:

Chiriotti Editori - Pinerolo (TO)

Foss Italia S.r.l.

R-Biopharm Italia S.r.1.

Molino Peila S.p.A. - Valperga (TO)



PREFAZIONE

Il 13° Convegno dell’Associazione Italiana di Scienza e Tecnologia dei Cereali “Filiere agricole
rigenerative. Cambiamenti climatici ¢ nuove esigenze”, co-organizzato da AISTEC, dal Consiglio per
la Ricerca in Agricoltura e 1’Analisi dell’Economia Agraria (CREA) e dal Dipartimento di Scienze
Agrarie, Forestali e Alimentari (DISAFA) dell’Universita degli Studi di Torino, si € svolto dal 19 al 21
giugno 2024 a Torino, presso I’ Auditorium Complesso Aldo Moro dell’Universita degli Studi di Torino.

Sono intervenuti oltre 110 esperti che hanno affrontato il tema generale della transizione dei sistemi
colturali cerealicoli e delle filiere alimentari ad essi collegate per rispondere all’esigenza di mitigare e
adattarsi al cambiamento climatico e di garantire produzioni in linea con le richieste qualitative
dell’industria di trasformazione e della societa.

Sono stati presentati 79 contributi (tra comunicazioni orali e posters) nell’ambito di 7 sessioni
scientifiche che hanno riguardato i modelli e le strategie per la cerealicoltura di domani, le materie prime
e le tecnologie per la filiera della pasta, I’innovazione di prodotto e di processo per la produzione di
alimenti e ingredienti funzionali, la gestione della risaia e la qualita del riso, nuovi ingredienti nei
prodotti a base di cereali, le risorse genetiche ed i cereali minori. | partecipanti hanno anche potuto
ascoltare ed intervenire ad una tavola rotonda avente per argomento la visione del settore sulle esigenze
delle filiere cerealicole a cui hanno partecipato rappresentanti di ITALMOPA, ANTIM,
SOREMARTEC ltalia (FERRERO), AMI, AIRI e Fava S.p.A.

Il convegno ha offerto anche momenti di aggiornamento per la presenza di espositori di strumentazione
scientifica oltre che culturali e di convivialita nel corso della cena sociale presso la splendida sede del
Circolo Canottieri Esperia di Torino. Grazie alla ormai pluriennale collaborazione con Chiriotti Editori,
durante la manifestazione sono stati inoltre assegnati 2 premi per i migliori poster: uno, intitolato alla
memoria di Giovanni Chiriotti, per il miglior poster su tecnologie innovative nel settore della
trasformazione e utilizzazione dei cereali e uno per il miglior poster sulle tematiche del convegno, rivolto
a giovani ricercatori.

Il presente volume raccoglie 57 lavori che sono stati presentati come comunicazioni orali o poster al
convegno e testimonia la vivacita scientifica della ricerca italiana nel settore dei cereali e derivati. |
manoscritti forniti dagli autori sono stati rivisti per la stampa dal Comitato di Redazione. Il comitato
desidera ringraziare la Dott.ssa Elisa De Arcangelis ed il Sig. Francesco Martiri per il prezioso supporto
fornito nella raccolta dei lavori e nell’assemblaggio del presente volume.
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Frumenti antichi e popolazioni evolutive come tutela della biodiversita del genere
Triticum: qualita della pasta integrale
O. Parenti'”, C. Cattaneo?, M. Laureati?, F. Scazzina!, M. Dall’Asta®, E. Chiavaro?, E. Carinit

!Dipartimento di Scienze degli Alimenti e del Farmaco, Parco Area delle Scienze 27/A,
Universita degli Studi di Parma, 43124 Parma (PR).

?Dipartimento di Scienze per gli Alimenti, la Nutrizione e I’Ambiente, Universita degli Studi
di Milano, Via G. Celoria 2, 20133 Milano (Ml).

3Dipartimento di Scienze Animali, della Nutrizione e degli Alimenti, Universita Cattolica del
Sacro Cuore, Via Emilia Parmense 84, 29122 Piacenza (PC).

“E-mail: ottavia.parenti@unipr.it

Abstract

The interest for unrefined cereal products, and for ancient and traditional wheat varieties (AW)
obtained also from evolutionary populations (EP) is increasing. 2 durum wheat AWSs (T.
turgidum) (S.CappellixSvevo (CS), S.Cappelli (C)), 1 T. turanicum AW (Khorasan (K)), 2 EPs
(T. turgidum, T. turanicum) (Evoldur N ed F (EN, EF)) cultivated in the same growing season
in Tuscany and one sample of modern durum wheat (T. turgidum) (CTR) were milled as coarse
semolina and used for pasta-making using standardized processing conditions to obtain dry
pasta (spaghetti), characterized for physico-chemical, nutritional e sensory properties. Pasta
samples showed significant differences in chemical composition. Cooking significantly
modified the relative abundances of macronutrients. The cooking properties of AW samples
were similar to those of CTR. No significant differences were obtained in the overall liking of
pasta samples evaluated by 80 consumers (affective test - ISO 11136:2014) which resulted
extremely appreciated obtaining exceptionally high scores (>70 VAS scale). This study
outlined the importance of studying wheat varieties alternative to the conventional ones to
safeguard genus Triticum biodiversity, and to promote sustainability and nutritional quality of
cereal-based products.

Riassunto

L’interesse per prodotti da cereali non raffinati e per le varieta antiche e tradizionali di frumento
(AW), ottenute anche da popolazioni evolutive (EP), € in continuo aumento. 2 AW di frumento
duro (T. turgidum) (S.Cappellix Svevo (CS), S.Cappelli (C)), 1 AW di T. turanicum (Khorasan
(K)), 2 EP (T. turgidum, T. turanicum) (Evoldur N ed F (EN, EF)) coltivate in Toscana nella
stessa annata e un campione di frumento duro moderno (T. turgidum) (CTR) sono stati macinati
come semolato e pastificati nelle stesse condizioni per ottenere pasta secca (spaghetti),
caratterizzata per le proprieta fisico-chimiche, nutrizionali e sensoriali. | campioni di pasta
hanno mostrato differenze significative nella composizione chimica. La cottura ha modificato
significativamente [’abbondanza relativa dei macronutrienti. Le proprietda in cottura dei
campioni AW sono risultate paragonabili a quelle del campione CTR. Non sono emerse
differenze significative in termini di gradimento tra i campioni di pasta valutati da 80
consumatori (metodo affettivo - ISO 11136:2014) che sono risultati particolarmente apprezzati
ottenendo punteggi eccezionalmente alti (>70 scala VAS). Lo studio evidenzia I’importanza di
studiare varieta di frumento alternative alle convenzionali per salvaguardare la biodiversita del
genere Triticum, e promuovere la sostenibilita e la qualita nutrizionale dei prodotti cerealicoli.

Introduzione

Il frumento € uno dei cereali maggiormente diffusi al mondo; é capace di adattarsi a differenti
condizioni ambientali, facile da conservare, e in grado di formare impasti visco-elastici (De
Sousa et al., 2021). Il frumento include numerose specie caratterizzate da un differente livello
di ploidia, alcune delle quali si sono evolute parallelamente in differenti aree geografiche
(Boukid et al., 2017; De Sousa et al., 2021). Nonostante non ci sia una definizione ufficiale
nella letteratura scientifica, il termine frumenti antichi fa riferimento a quelle varieta di
frumento che sono rimaste inalterate durante gli ultimi cento anni (Dinu et al., 2018). Una
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definizione piu stringente classifica come frumenti antichi i progenitori del frumento moderno
einkorn, emmer, Khorasan e spelta, mentre come varieta locali/tradizionali e vecchie varieta
quei frumenti selezionati naturalmente e tramite selezione dell’uomo, che risultano
geneticamente eterogenei, adattati a specifici ambienti, e che sono stati selezionati a meta del
XX secolo (Boukid et al., 2017). Al contrario, le varieta moderne sono state notevolmente
modificate e sottoposte a ibridazioni durante la Rivoluzione Verde del 1930-1960 (Boukid et
al., 2017; Dinu et al., 2018). Nonostante questi programmi di selezione abbiano incrementato
la resa e la qualita tecnologica del frumento, ne hanno diminuito la variabilita genetica, e le
proprieta nutrizionali e nutraceutiche (Dinu et al., 2018). Quindi, negli ultimi anni, I’interesse
per I'utilizzo di varieta antiche, vecchie e tradizionali di frumento per lo sviluppo di prodotti a
base di cereali & in costante aumento (Boukid et al., 2017; Dinu et al., 2018; Guerrini et al.,
2019). Alcune di queste varieta sono ad oggi coltivate come popolazioni evolutive (EP), un
metodo agronomico introdotto da Souneson (1956) che consiste nel seminare nello stesso
appezzamento una miscela di semi della generazione F1 o F2, incrociandoli tutti o specifiche
combinazioni di essi, oppure seminare una miscela di semi di differenti varieta (Ceccarelli et
al., 2020). I vantaggi agronomici di questo metodo includono I’aumento della resa, della
stabilita della resa, e della resistenza alle malattie (Ceccarelli et al., 2020). Il regolamento EU
2018/848 definisce nuove opzioni per la disponibilita del materiale sementiero per i produttori
di biologico, e include le EP all’interno della categoria materiale eterogeneo biologico. Tale
regolamento molto probabilmente aumentera la disponibilita e la coltivazione di EP in Europa
(Spaggiari et al., 2022). Nonostante il crescente interesse per i prodotti a base di sfarinati non
raffinati, essi mostrano problematiche tecnologiche e sensoriali, e la letteratura scientifica
relativa all’impiego di frumenti da varieta antiche e tradizionali in trasformazione risulta
limitata e ha evidenziato difficolta legate alla qualita tecnologica (Guerrini et al., 2019). Tali
difficolta sono associate sia a fattori come genotipo, ambiente, condizioni agronomiche e loro
interazioni, cosi come ai metodi di lavorazione, quale 1’impiego di sfarinati non raffinati
(Guerrini et al., 2019). Al contempo, scarsissime sono le informazioni sul potenziale impiego
di frumenti da varieta antiche e tradizionali ottenute da popolazioni evolutive (EP) per lo
sviluppo di prodotti alimentari (Spaggiari et al., 2022). Tra i prodotti a base di cereali, la pasta
secca risulta un alimento ampiamente consumato in tutto il mondo grazie alla sua convenienza,
versatilita, facile preparazione e conservazione, qualita nutrizionale e sensoriale, e lunga shelf-
life. Inoltre, la pasta rappresenta un vettore ideale per ingredienti funzionali (Gazza et al., 2022).
Quindi, considerando il rinnovato interesse del consumatore per prodotti a base di sfarinati non
raffinati da varieta antiche e tradizionali di frumento (AW) e popolazioni evolutive (EP) e le
limitate informazioni presenti a tal riguardo nella letteratura scientifica, 1I’obiettivo del presente
studio é stato quello di determinare la qualita tecnologica, nutrizionale e sensoriale di 5
campioni di pasta integrale da AW e EP a confronto con un campione di pasta integrale da
frumento duro moderno.

Materiali e metodi

Il frumento utilizzato per la sperimentazione € stato coltivato a Firenze (Toscana, Italia) nella
stagione di crescita 2020-2021. Le varieta di frumento testate sono state le seguenti: Senatore
Cappelli (Triticum turgidum L. ssp. durum) x Svevo (Triticum turgidum L. ssp. durum),
Khorasan (Triticum turanicum ssp. turanicum), Senatore Cappelli (Triticum turgidum L. ssp.
durum), e una popolazione evolutiva (Evoldur) evoluta in 2 differenti aziende. Evoldur é stata
selezionata nel 2015 dal Professor Stefano Benedettelli dell’Universita di Firenze incrociando
i semi ottenuti da 11 varieta di frumento duro siciliano (Triticum turgidum L. ssp. durum)
(Russello, Ruscia, Tunisina, Scavuzza, Urria, Inglesa, Scorza Nera, Crotone, Chaittulidda e
Bidi) e 2 varieta di Triticum turanicum ssp. turanicum ottenute dalla collezione USDA. La
selezione e stata effettuata sulla base delle caratteristiche nutraceutiche delle varieta di
frumento. Un blend di varieta di frumento duro coltivato in Italia é stato utilizzato per ottenere
il campione di controllo. Le cariossidi dei campioni di frumento sono state macinate dal Molino
Angeli (Pietrasanta, Lucca, Italia), utilizzando un molino a pietra per ottenere semolato come
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prodotto finito in accordo con la legislazione italiana (GU n.117 del 22-05-2001). La
pastificazione ¢ stata effettuata dall’azienda Fabbri (Greve in Chianti, Firenze, Italia) ed ¢ stato
selezionato il formato degli spaghetti.

Le analisi effettuate sui campioni di pasta hanno incluso I’analisi della composizione
centesimale (umidita, ceneri, grassi, proteine, fibra alimentare totale - TDF, e carboidrati
disponibili) della pasta secca e cotta in accordo con i metodi ufficiali AOAC Internazionali
2002 per le matrici vegetali. La pasta cotta € stata sottoposta a liofilizzazione e successivamente
macinata in un mixer per ottenere uno sfarinato. La valutazione della qualita della pasta in
cottura e stata effettuata seguendo il metodo standard AACC 66-50.01 e ha previsto la
determinazione del tempo ottimale di cottura (OCT), I’assorbimento di acqua (WA), la perdita
in cottura (CL), e I’espansione in volume. L’analisi della texture ¢ stata effettuata utilizzando il
Texture Analyzer (Stable Micro Systems, Goldalming, UK) seguendo il metodo riportato da
Padalino et al. (2014). Il colore dei campioni é stato misurato utilizzando un colorimetro (CM-
36dG, Minolta Co., Osaka, Giappone). L’analisi sensoriale ¢ stata condotta su 80 consumatori,
abituati al consumo di cereali, bilanciati per genere (F=42, M=38), e di eta media pari a 38.3 +
12.9 anni. E stato eseguito un test di accettabilita complessiva dei campioni di pasta con metodo
affettivo (ISO 11136:2014) utilizzando la scala VAS (0-100). | risultati rispetto alla qualita in
cottura della pasta, alla composizione nutrizionale e all’analisi sensoriale sono stati analizzati
mediante ANOVA a una via per stimare differenze significative (p<0.05) tra i campioni di pasta
dovuti alla tipologia di campione e Tukey HSD come post-hoc test. L’effetto della cottura ¢
stato stimato mediante test t di Student (p<0.05) su dati normalizzati per le perdite in cottura.

Risultati e discussione

La composizione chimica dei campioni di pasta cruda non ha evidenziato differenze
significative in termini di ceneri e fibra, che si aggirano nei range 1.43 - 1.83 g/100 g ss e 4.23
- 5.19 ¢/100 g ss in accordo con la letteratura (Padalino et al., 2015). In accordo con la
classificazione italiana (GU n.117 del 22-05-2001), i campioni di pasta sono risultati
appartenenti alla categoria pasta integrale. Le proteine hanno mostrato un range 12.80 -16.82
9/100 g ss con le seguenti differenze significative tra i campioni: Evoldur-N > CTR and Svevo
x S. Cappelli and S. Cappelli > Evoldur-F > Khorasan. Valori simili di proteine sono riportati
nella letteratura (Padalino et al., 2015; Fares et al., 2008). I lipidi hanno avuto valori nel range
0.84 - 1.31 g/100 g ss, mostrando le seguenti differenze: CTR>Svevo x S. Cappelli, Evoldur-
N, e S. Cappelli, mentre Khorasan ed Evoldur-F non hanno mostrato differenze significative.
Un contenuto di lipidi maggiore é stato riportato dagli autori Hidalgo et al. (2020). Il processo
di cottura ha mostrato un effetto significativo sul contenuto di proteine (p<0.001), lipidi
(p<0.001), e ceneri (p<0.001), mentre non sono state riscontrate differenze significative sulla
TDF (p>0.05). I dati mostrano un decremento significativo delle ceneri dopo la fase di cottura.
Al contrario, i lipidi e le proteine hanno evidenziato un aumento significativo nei campioni cotti
rispetto ai crudi. Tali risultati sono in accordo con quanto riportato da Manthey et al. (2007).
L’aumento di proteine e lipidi € un effetto che puo essere attribuito alla grande perdita di amido
rispetto a tutti gli altri macronutrienti durante la cottura, che puo risultare in un aumento relativo
di altri componenti come lipidi e proteine (de la Pena et al., 2015). Considerando 1’ effetto della
cottura sulla TDF, sebbene non sia emersa differenza significativa tra i campioni di pasta cotta
e cruda, i risultati hanno mostrato andamenti differenti in funzione del tipo di pasta. | campioni
S. Cappelli x Svevo ed Evoldur-N hanno mostrato un aumento di TDF dopo la cottura, mentre
tutti gli altri campioni hanno mostrato una diminuzione di TDF. Fares et al. (2008) hanno
riportato un aumento di TDF quando hanno considerato I’andamento della media dei dati
ottenuti su 11 campioni di pasta differenti e hanno attribuito questa variazione ad una piccola
diminuzione della frazione solubile di fibra (SDF) e a un aumento della frazione insolubile
(IDF). Tuttavia, Fares et al. (2008) hanno evidenziato trend differenti di TDF tra le varieta
testate in funzione del genotipo. | differenti comportamenti osservati tra i campioni del presente
studio potrebbero essere attribuiti ad una diversa composizione chimica della materia prima in
particolare delle frazioni SDF e IDF. I risultati delle analisi tecnologiche effettuate sui campioni
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di pasta sono riportati in Tabella 1. Gli OCT hanno evidenziato valori compresi tra 18°30" e
22’. Non sono emerse differenze significative tra i campioni di pasta in merito ai parametri
espansione in volume e adesivita. 1l tipo di pasta ha avuto un effetto significativo sul WA
(p<0.001), CL (p<0.001) e durezza (p<0.001). Questi valori sono piu elevati rispetto ai range
generalmente riportati nella letteratura scientifica (Padalino et al., 2015; Hidalgo et al., 2020;
Gazza et al., 2022). Per quanto riguarda il WA i campioni di pasta non hanno evidenziato
differenze significative rispetto al campione di CTR, ad eccezione di S. Cappelli che ha
mostrato un valore di WA significativamente minore e tale risultato é in accordo con Padalino
etal. (2015). Considerando i dati di CL, il campione CTR ha mostrato il valore minore e nessuna
differenza significativa rispetto ad esso € stata riscontrata per Evoldur-F ed S. Cappelli.
Khorasan ha avuto il valore massimo di CL, e anche Svevo x Cappelli ed Evoldur-N hanno
mostrato valori maggiori rispetto a CTR. Valori piu elevati di CL da varieta antiche sono stati
riscontrati anche da Gazza et al. (2022). In relazione alla texture, nessuna differenza
significativa é stata riscontrata in S. Cappelli e Khorasan rispetto al CTR. Al contrario, valori
di durezza significativamente inferiori sono stati osservati in Svevo x S. Cappelli, Evoldur-N,
and Evoldur-F. Tali risultati sono in accordo con quanto riportato da Gazza et al. (2022). Nel
complesso i dati relativi alle proprieta della pasta in cottura hanno evidenziato un’ottima qualita
tecnologica dei campioni da AW ed EP che hanno mostrato valori dei parametri qualitativi
molto simili rispetto al CTR.

Tabella 1. Qualita tecnologica dei campioni di pasta

Campione | OCT WA CL Espansione volume | Durezza Adesivita

(%) (%) (%) (N) (N's)
CTR 22 124,8 +1,4® | 6,15+0,11° | 1579+ 95° 18,0 +0,6® | 0,410 +0,052?
Svevo X 20’30’ | 125,3+0,8%® | 7,01+0,36% | 149.3 + 14,92 16,3+0,7° | 0,354 £ 0,065
S. Cappelli
Evoldur-N | 18’30 | 120,6 +3,3% | 7,13+0,46% | 136,4 + 13,6 15,6 £1,3° | 0,357 £ 0,029°
Khorasan | 21’30 | 1225+1,2°* | 736 +0,66° | 141,4+5,9 17,2 +0,7°¢ | 0,368 + 0,046°
Evoldur-F | 21° 1279+3,0° | 6,46+0,16> | 1404 +7,7° 16,2+ 0,9° | 0,323 £ 0,049°
S. Cappelli | 21’ 119,4+24% | 6,65+0.29° | 138.4 + 14.1% 19,0+0,8* | 0,360 + 0,021°
p-value nd Fxx il ns Fhx ns

I risultati relativi all’analisi sensoriale sono riportati in Tabella 2. I dati mostrano come i
campioni non siano risultati differenti in termini di accettabilita complessiva (p>0.05) e come i
punteggi ricevuti siano stati attorno a una media di 70 sulla scala VAS. Questo punteggio risulta
eccezionalmente alto a confronto con valori di accettabilita generalmente ottenuti su campioni
alimentari.

Tabella 2. Analisi sensoriale dei campioni di pasta

Campione | N | Gradimento | Deviazione standard | Errore standard
Svevo x 80 | 74,4 20,7 2,31

S. Cappelli

Evoldur-N | 80 | 76,4 19,3 2.16

Khorasan |80 | 73,1 19,7 2,20

Evoldur-F | 80 | 69,9 21,9 2,45

S. Cappelli | 80 | 70,8 19,8 2,22

p-value — | ns - -
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Abstract

The increased demand for healthier foods, the recognition of dry pasta as an ideal carrier of
functional ingredients and the current interest for ancient wheats such as einkorn, motivated the
present research. Two varieties of Triticum monococcum, Norberto and the free-threshing
Hammurabi, were milled by ultra-fine milling process (micronization) to produce wholegrain
spaghetti. Einkorn pasta was assessed in terms of technological and nutritional properties,
cooking and sensorial quality and compared to durum wheat semolina pasta. Wholewheat
einkorn pasta showed a threefold increase in total dietary fibre content as well as in total
antioxidant capacity in comparison to the control. The level of resistant starch in cv Norberto
resulted significantly higher with respect to semolina and einkorn cv Hammurabi pasta. Despite
the very weak einkorn gluten network, the sensory and instrumental assessment of pasta quality
highlighted that einkorn spaghetti presented good sensorial properties, related to their
technological quality, especially for the overall judgment and firmness. Cultivar Hammurabi
has provided the best compromise in terms of technological performances along with nutritional
and sensorial aspects.

Riassunto

L’attuale interesse per le antiche specie di frumento, per la produzione di cibi piu salutari e
sostenibili insieme al riconoscimento della pasta secca come mezzo ottimale per veicolare
composti salutistici, hanno motivato la presente ricerca inerente alla produzione di pasta
integrale di grano monococco. Due varieta di Triticum monococcum, Norberto e Hammurabi,
sono state coltivate in regime di bassi input di concimazione e la granella ottenuta é stata
macinata mediante un processo di macinazione ultrafine (micronizzazione) per produrre
sfarinati integrali, con cui sono stati formulati gli spaghetti essiccati mediante un diagramma a
bassa temperatura. La qualita tecnologica, nutrizionale e sensoriale della pasta di monococco
dopo la cottura e stata confrontata con la pasta di semola di grano duro. Nonostante 1’indice di
glutine molto basso, seppur con un alto contenuto proteico, riscontrato nel monococco, la
valutazione sensoriale e strumentale della qualita in cottura della pasta ha evidenziato le buone
caratteristiche degli spaghetti integrali di monococco, in particolare per il parametro del nervo.
La cultivar Hammurabi é risultata come il miglior compromesso tra le prestazioni tecnologiche
e le caratteristiche nutrizionali e sensoriali.

Introduzione

La pasta secca e un alimento molto popolare in tutto il mondo per la sua economicita, versatilita,
e facilita di conservazione, e come tale, rappresenta un mezzo ottimale per veicolare composti
salutistici e funzionali. Soprattutto il settore della pasta integrale sta guadagnando sempre piu
attenzione, ma nonostante le numerose evidenze scientifiche del loro maggiore valore nutritivo,
il consumo di cereali integrali € ancora al di sotto delle attuali raccomandazioni alimentari. Cio
e dovuto anche agli effetti negativi delle parti cruscali sulla reologia dell'impasto e sulla qualita
tecnologica e sensoriale dei prodotti finiti. La micronizzazione & un processo che consente di

22


mailto:laura.gazza@crea.gov.it

ottenere uno sfarinato integrale molto fine che ne consente una migliore processabilita
preservando le proprieta nutrizionali, salutistiche e tecnologiche degli sfarinati integrali,
offrendo quindi al consumatore alimenti di buona qualita e migliore palatabilita. Inoltre,
I’attuale interesse per le antiche specie di Triticum, come il farro dicocco, il monococco e lo
spelta, e motivato non solo dalla crescente domanda di alimenti piu salutari, ma anche
dall’urgente necessita di un sistema di produzione agricola piu sostenibile. Il monococco,
Triticum monococcum L. subsp. monococcum, specie diploide con genoma AMA™ (2n=2x=14),
e stata la specie di grano piu antica ad essere coltivata, progressivamente sostituita dalle specie
di frumento oggi piu diffuse, quali il grano tenero e duro, a seme nudo e piu produttive. Oggi
la sua coltivazione e limitata ad aree marginali dell'Europa, Turchia, Caucaso e Marocco, dove
recentemente e stata reintrodotta grazie al suo adattamento a terreni poveri e marginali, ad
un‘agricoltura a basso input, alla tolleranza e resistenza naturale a parassiti e malattie, alle buone
proprieta organolettiche e per il suo peculiare valore nutrizionale, compresa la digeribilita del
suo glutine (Gazza et al., 2023). In questo lavoro, gli sfarinati integrali ottenuti dalla
micronizzazione delle cariossidi di due cultivar di monococco, costituite dal CREA-IT,
Norberto e Hammurabi, sono stati utilizzati per la produzione di spaghetti che, dopo cottura,
sono stati caratterizzati dal punto di vista tecnologico e nutrizionale.

Materiali e metodi

Le due cultivar di monococco (Figura 1), Hammurabi, a cariosside nuda, e Norberto, a
cariosside vestita, sono state coltivate da Horta® in aziende agricole della Regione Marche con
tre diverse tesi (T) di concimazione: 1) 0 Unita N/ha (T1/T6); 2) 60 Unita N/ha in fase di
accestimento (T2/T7); 3) 60 Unita N/ha in fase di levata (T4/T8). Lo sfarinato integrale
micronizzato e stato ottenuto macinando le cariossidi intere con un dispositivo KMX-500
(Separ Microsystem), ad una frequenza di 170Hz. La pastificazione e stata effettuata utilizzando
una pressa sperimentale (NAMAD) per ottenere spaghetti (& 1,65 mm). Le paste sono state
essiccate con un ciclo a bassa temperatura (T max= 58°C per circa 21 ore) e una diminuzione
progressiva dell’umidita relativa dall'85% al 70% durante I'intero processo di essiccazione. Il
contenuto di umidita finale degli spaghetti essiccati era del 12,5%. Sulle paste cotte sono stati
determinati: amido resistente e amido totale, fibra alimentare totale, proteine totali, contenuto
in ceneri, fruttooligosaccaridi e capacita antiossidante totale come riportato in Gazza et al.
(2022). Le paste, inoltre, sono state sottoposte a cottura per la determinazione del tempo
ottimale di cottura, della Sostanza Organica Totale, dell’assorbimento idrico, della perdita in
cottura e del nervo mediante Texture Analyser (TAXT) (Gazza et al., 2022). Sulle paste € stata
inoltre condotta 1’analisi sensoriale, eseguita da un panel di tre assaggiatori esperti ed addestrati
che ne hanno valutato collosita, nervo e ammassamento e fornito un giudizio globale (Gazza et
al., 2022). Tutti i dati sono stati corretti rispetto al peso secco e sono stati riportati come media
di due repliche indipendenti. I dati sperimentali sono stati sottoposti all’analisi della varianza
ANOVA seguita dal test di Duncan (p<0,05) mediante il software MSTATC.

Risultati e discussione

Il contenuto proteico della pasta della cv Hammurabi e risultato in media di 19,3%, quasi un
punto percentuale in piu rispetto alla media dei campioni di pasta della cv Norberto (Tab. 1) e
significativamente piu elevato della pasta di semola di grano duro coltivato in convenzionale
usata come controllo (13,3%), confermando l'altissimo contenuto proteico della specie T.
monococcum anche in una gestione agricola a basso input di concimazione.
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Tabella 1. Analisi nutrizionale delle paste cotte e indice di glutine degli sfarinati integrali delle cvs di monococco
Hammurabi e Norberto, e della pasta di semola.

o en PO (ol TEAGKD ndex
T1 19,10+0,07°® 0,276+0,002% 10,1+0,3** 1,11+0,03°®® 69,7+0,5°8 0°
Hammurabi T2  19,0+0,1°¢ 0,398+0,005%* 10,2+1,3** 1,01+0,01% 66+1°C 0°
T4 19,70+0,03* 0,28+0,01%® 9,5+0,4**  1,16+0,02°A 74,1+0,7%A 0°
T6 18,3+0,2®  0,80+0,02® 10,21+0,08% 1,3+0,2**  62,4+0,79®  52+1PA
Norberto  T7 18,10+0,04°® 0,792+0,003"® 10,0+0,2*B 1,29+0,02* 64,240,598  49+1°B
T8 18,8+0,1%*  0,85+0,02*4 9,8+0,2®8  0,97+0,07%® 72+28A  42,5+0,5%
Semola 13,3f 0,38° 3,6° 1,3 46,8° 952

T1/T6: 0 Unita N/ha; T2/T7: 60 Unita N/ha in fase di accestimento; T4/T8: 60 Unita N/ha in fase di levata.

I risultati sono espressi come media + deviazione standard. Le differenze significative (p<0,05) tra le tesi sono
indicate da lettere minuscole; le differenze significative (p<0,05) all'interno della stessa varieta sono indicate da
lettere maiuscole (Test di Duncan).

Varieta  Tesi

Da notare che a fronte di un contenuto proteico molto elevato, I’indice di glutine della cv
Hammurabi é sostanzialmente nullo, mentre quello derivante dalla cv Norberto € in media di
circa 45 attestandosi nella classe di qualita sufficiente. La pasta della cv Norberto ha mostrato,
in media, un contenuto di amido resistente (RS) significativamente piu elevato (+ 110%),
rispetto alla pasta di semola, e addirittura fino a + 190% se confrontata con la cv Hammurabi
(Tab. 1). E interessante notare che 100 g di pasta di monococco analizzati in questo studio
contenevano piu di 6 g di fibre alimentari totali (TDF) (Tab. 1), corrispondenti a circa il 40%
della RDA per un adulto (25 g/die), e potrebbero essere definiti come “ad alto contenuto di
fibre” secondo il regolamento UE n. 1047/2012. 11 livello di capacita antiossidante totale (TAC)
era significativamente piu alto (+43%, in media) nella pasta di monococco rispetto alla pasta di
semola (Tab. 1), con i valori piu alti riscontrati nella cv Hammurabi. Gli elevati valori di TAC
riscontrati in T. monococcum, significativamente maggiori rispetto a quelli riscontrati nel
grano duro, sono probabilmente dovuti alla presenza di composti antiossidanti come tocoli e
carotenoidi presenti in quantita maggiori in T. monococcum (Hidalgo e Brandolini, 2024). |
fruttooligosaccaridi (FOS) possono essere utilizzati come substrati fermentabili per i
microrganismi probiotici, fornendo quindi effetti prebiotici. Nel frumento, il livello di FOS e
massimo nei chicchi allo stadio lattiginoso, successivamente la loro concentrazione si riduce
rapidamente. Negli spaghetti di monococco, il contenuto di FOS é risultato essere in media di
1,2% (Tab. 1), non significativamente diverso dal controllo della pasta di semola (1,29%). Tali
valori potrebbero sembrare piuttosto bassi, ma il frumento fornisce circa il 70% dei fruttani
nelle diete occidentali.

Il diametro della pasta prima della cottura era simile per tutti i campioni, compreso tra 1,52 e
1,66 mm (Tab. 2). La variazione del diametro osservata in diverse zone degli spaghetti potrebbe
essere attribuita alla superficie ruvida dovuta all'alto contenuto di particelle di fibre, osservato
nella pasta integrale di monococco e anche al basso indice di glutine dei campioni di
monococco, soprattutto nella cv Hammurabi.
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Tabella 2. Parametri della qualita in cottura delle paste cotte di monococco Hammurabi (H) e Norberto (N).

Diametro Assorbimento
Campione  spaghetto OCT (min/sec) H20(q) SOT (%) CL (%) TAXT (Kg)
mm

T1(H) 1,52-1,64 700”57 112,48 2,06+0,01%4  10,7+0,3% 0,33+0,02%
T2 (H) 1,55-1,61 7740”57 A 113,08 1,89+ 0,038  9,5+0,1°8 0,293+0,007
T4 (H) 1,56-1,68 77107 +5" ¢ 127,94 2,06+0,01%*  10,4+0,1%A 0,340,034
T6 (N) 1,60-1,68 8 007 +5” "B 108,19 1,65+0,03%*  8,8+0,1A 0,63+0,03
T7 (N) 1,56-1,66 7’30757 78,5°¢ 1,7+0,1A 7,940,198 0,48+0,04%8
T8 (N) 158-1,72 81075 123,4°A 1,62+0,04%4  6,9+0,3°C 0,50+0,04%8
T1/T6: 0 Unita N/ha; T2/T7: 60 Unita N/ha in fase di accestimento; T4/T8: 60 Unita N/ha in fase di levata.
I risultati sono espressi come media + deviazione standard. Le differenze significative (p<0,05) tra le tesi

sono indicate da lettere minuscole; le differenze significative (p<0,05) all'interno della stessa varieta sono
indicate da lettere maiuscole (Test di Duncan).

La debolezza della maglia glutinica spiega anche la riduzione del tempo ottimale di cottura
(OCT) osservato negli spaghetti di monococco, rispetto alla pasta di semola (10°30°’, in media).
La riduzione dei tempi di cottura € dovuta anche ad un minore assorbimento d'acqua per la pasta
di monococco. Infatti, e stato osservato un significativo decremento dell'assorbimento di acqua
nella pasta di monococco, rispetto al controllo (148,6 g), come gia osservato in altri alimenti
arricchiti di crusca, poiché la fibra assorbe meno acqua rispetto all'amido. Gli spaghetti integrali
di Hammurabi presentavano il piu alto livello di materia organica (SOT) sulla loro superficie
(Tab. 2), anche questo dovuto all’alto contenuto di fibre, che disordina la rete amido/glutine
con conseguente rilascio di pit amido durante la cottura della pasta. Valori di SOT compresi
tra 2,1 e 1,4% corrispondono a pasta di buona qualita, e tutti i campioni di pasta valutati nel
presente studio rientrano in questo intervallo. La pasta di monococco ha mostrato un aumento
della perdita di sostanza organica in cottura (CL) rispetto al controllo (Tab. 2). Il valore di
perdita di cottura piu alto e stato per i campioni di pasta T1 e T4 di Hammurabi, mentre i
campioni di pasta Norberto avevano una perdita in cottura significativamente piu bassa. La
maggiore perdita in cottura nella pasta di monococco rispetto a quella di semola di grano duro
(3,67%) € ancora una volta attribuibile ad un glutine piu debole. La tenacita degli spaghetti
cotti, come rivelato dall'analisi TAXT, era significativamente piu alta nella cv Norberto rispetto
ad Hammurabi, forse a causa del piu alto contenuto di amido resistente di questa cultivar.
Nervo, collosita e ammassamento degli spaghetti sono i parametri sensoriali piu legati alla loro
qualita tecnologica e sono quelli che i consumatori tengono maggiormente in considerazione
per decretare una pasta di buona qualita. 1 punteggi migliori per collosita (80), nervo (75) e
giudizio complessivo (72) sono stati registrati, come previsto, per il controllo della pasta di
semola (Tab.3); cio potrebbe essere correlato alla debole rete glutinica della farina integrale
proveniente dalle varieta di monococco, che non e in grado di contrastare il rilascio di amido
durante la cottura della pasta. Per quanto riguarda il giudizio sensoriale globale, le paste
integrali di monococco hanno raggiunto in media il valore di 68 evidenziando una “buona”
qualita degli spaghetti, nella stessa classe di qualita della pasta di semola di grano duro utilizzata
come controllo (Tab.3).
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Tabella 3. Valutazione sensoriale della pasta di monococco Hammurabi (H) e Norberto (N) e di semola.

Campione Collosita Nervo Ammassamento Giudizio

globale
T1(H) 752 55¢ 758 68c
T2 (H) 700 20b . 2o
T4 (H) 70P 50¢ 70b 63d
T6 (N) 752 p— = =
T7(N) 60° 60° 60° 60¢
T8 (N) 65° 752 70b 70b¢
Semola 802 752 700 =

Collosita e ammassamento, < 20 = molto elevata, >20 e <40 = elevata, > 40 e <60 =rara, > 60 ¢
<80 = quasi assente, > 80 ¢ <100 = assente; per il nervo < 20 = assente, >20 ¢ <40=rara, > 40 ¢
<60 = sufficiente, > 60 e <80 = buona, > 80 ¢ < 100 = molto buona; per il Giudizio Sensoriale
Globale < 55=scarso, > 55 e <65 = sufficiente, > 65 € <75 =buono, > 75 = molto buono. Lettere
differenti nella stessa colonna indicano una differenza significativa (p<0,05) (Test di Duncan).

In conclusione, le formulazioni di pasta integrale 100% monococco hanno mostrato un alto
contenuto in fibre in tutte le formulazioni, mentre le proteine sono risultate piu alte nelle paste
della varieta Hammurabi, seppur con con un indice di glutine pari a zero. L’amido resistente ¢
risultato decisamente piu elevato nelle formulazioni derivanti dalla varieta Norberto (0,81 vs
0,32 %) e la TAC delle paste cotte di monococco in media e risultata superiore di circa il 45%
rispetto alla pasta di semola integrale micronizzata. | giudizi sensoriali globali del panel test
delle tre formulazioni di pasta derivanti dalla varieta Hammurabi (67,7 in media) e dalla varieta
Norberto (68,3 in media) sono piuttosto simili, anche se la varieta Norberto si e dimostrata con
un nervo superiore sia all’analisi strumentale (TAXT) che a quella sensoriale. Tuttavia, la cv
Hammurabi ha fornito il miglior compromesso in termini di prestazioni tecnologiche e aspetti
nutrizionali e sensoriali. Le diferenze significative registrate nelle diverse tesi di concimazione
pongono I’attenzione sulle dosi e sulla tempistica delle fertilizzazioni. Le differenze osservate
tra la pasta della cv Norberto e quella della cv Hammurabi hanno evidenziato I’importanza della
scelta del genotipo per ottenere prodotti con caratteristiche adeguate che possano incontrare il
gradimento dei consumatori di pasta integrale.
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Abstract

The University Consortium for Socioeconomic and Environmental Research (CURSA) has
launched a project aimed at enhancing the Italian pasta supply chain through digitalisation,
following Industry 4.0 guidelines. One key objective is improving traceability by assessing the
varietal composition of wheat at critical points in the supply chain. A novel method using Single
Nucleotide Polymorphisms (SNPs) was developed to distinguish wheat varieties. This process
involved an initial survey of the most commonly grown Italian varieties, followed by an SNP
analysis using the Illumina Infinium 7K wheat array (TraitGenetics, Germany). An algorithm,
SNPs_finder, was created to identify the minimum number of SNPs needed for varietal
discrimination, leading to the selection of 24 SNPs. Samples from key stages in the supply
chain, such as harvesting and milling, will be analysed using the Biomark X9 system (Standard
BioTools, USA). Another algorithm, Wheat_Line_Finder, helps determine the varietal
composition of samples based on SNP data. This high-throughput system can discriminate
varieties in a blend, with future work focusing on estimating the percentage composition of
varieties. The project is funded by the Italian Ministry of University and Research as part of the
2021 decree on university funding.

Riassunto

Il Consorzio Universitario per la Ricerca Socioeconomica e Ambientale (CURSA) ha avviato
un progetto volto a migliorare la digitalizzazione della filiera italiana della pasta, seguendo le
linee guida del programma Industria 4.0. Uno degli obiettivi principali & migliorare la
tracciabilita attraverso la valutazione della composizione varietale del grano nei punti chiave
della filiera. E stato sviluppato un nuovo metodo basato sui Polimorfismi a Singolo Nucleotide
(SNPs) per distinguere le varieta di grano. Il processo ha incluso una prima indagine sulle
varieta maggiormente coltivate in Italia, seguita dalla genotipizzazione degli SNP utilizzando
Ilumina Infinium 7K wheat array (TraitGenetics, Germany). E stato creato un algoritmo,
SNPs_finder, per identificare il numero minimo di SNP necessari per discriminare le varieta,
portando alla selezione di 24 SNP comuni a tutte le varieta. | campioni provenienti da fasi
chiave della filiera, come la raccolta e la macinazione, saranno analizzati con il sistema Biomark
X9 (Standard BioTools, USA). Un altro algoritmo, Wheat_Line_Finder, aiuta a determinare
la composizione varietale dei campioni in base ai dati SNP. Questo sistema ad alta processivita
permette di discriminare le varietda in una miscela, con I’obiettivo futuro di stimare la
percentuale di composizione delle varieta all’interno dei blend. Il progetto é finanziato dal
Ministero dell'Universita e della Ricerca (MUR) nell'ambito del decreto del 2021 sui
finanziamenti ordinari alle universita.

Introduzione

Attualmente i consumatori prestano sempre piu attenzione alla qualita e all’origine dei prodotti
(Vitale et al., 2021). La curiosita di provare nuovi sapori, soprattutto delle generazioni piu
giovani, non riesce ancora a superare la preferenza d’acquisto di cibi principalmente italiani o
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comunque di origine nazionale, retaggio ancora molto radicato di una cultura storicamente
contadina e rurale (Mattarello et al., 2024).

Il grano ¢ la terza coltura per produzione al mondo dopo canna da zucchero e mais. L’Italia ¢ il
secondo paese per produzione di grano e il grano duro occupa solo il 5% della produzione totale
(World Food and Agriculture — Statistical Yearbook 2023).

Il grano duro é principalmente utilizzato per la produzione di pasta e, in alcune regioni del
bacino Mediterraneo, anche per la produzione di pane e altri lievitati.

Pane e pasta sono i principali prodotti della cucina italiana e rientrano tra quei prodotti la cui
origine e informazioni riguardo la materia prima sono oggetto di attenzione da parte dei
consumatori. Percio, il crescente interesse sull’alimentazione in generale e sulla salubrita in
particolare, con maggiore risalto riguardo la provenienza geografica delle materie prime
utilizzate, ha portato alla necessita di perseguire I’obbiettivo di una solida tracciabilita delle
materie prime stesse all’interno delle catene di produzione del cibo.

Il progetto CURSA 4.0 si inserisce in questo settore come collegamento tra le molteplici figure
attive nella filiera della pasta secca che in Italia, come stabilito dal D.P.R. n. 187/2001, puo
essere solamente prodotta con semola di grano duro.

La possibilita di tracciare 1’elemento alla base delle catene di produzione resta un obbiettivo
perseguibile e da perseguire nell’ottica di migliorare la sicurezza alimentare e garantire elevati
standard qualitativi (Cibecchini et al., 2020). In particolare, tracciare il frumento duro (Triticum
turgidum sp.) dalla semina fino allo scaffale del supermercato, passando attraverso le fasi di
raccolta e molitura, diventa di fondamentale importanza per poter dare la giusta rilevanza ad
ogni figura lavorativa che interviene nel processo, fino ad assicurare la qualita, e quindi il giusto
prezzo del prodotto acquistato anche al consumatore finale (Anastasiadis et al., 2021).
Attualmente I’Italia, infatti, appronta un’attivita di tracciamento basata solo su iniziative dei
privati coinvolti nella food economy e non ha un vero e proprio regolamento nazionale, se non
per quanto concerne le direttive che provengono dagli organi di controllo europei (Charlebois
et al., 2024).

L’utilizzo delle tecnologie biomolecolari come strumenti piu puntuali e precisi da implementare
nei processi di tracciabilita (Oddone et al., 2009), basato in questo caso sul riconoscimento degli
SNPs, ¢ applicabile alle catene di produzione per tracciare le materie prime lungo I’intero
processo produttivo fino al prodotto finale.

Materiali e metodi

Sono state selezionate e raccolte cento varieta certificate di frumento tra le piu coltivate in Italia.
Sono state fatte germinare tutte le varieta ed e stato raccolto un campione di foglia per ciascuna.
| campioni sono stati liofilizzati e spediti al servizio di genotipizzazione 7K basato sull’Tllumina
Infinium Array gestito dalla ditta TraitGenetics (Gatersleben, Germania). Questo array
permette di analizzare 6707 SNPs distribuiti in tutto il genoma del frumento.

| dati riguardanti la genotipizzazione sono stati strutturati e gestiti utilizzando il software Plink
(v1.90), TASSELL (v5.0) e il linguaggio di programmazione R (Bradbury et al., 2007; Chang
et al., 2015; R Core Team, 2024) .

| dati sono stati filtrati eliminando tutte le probes che mappavano su porzioni del genoma D del
frumento tenero; sono state eliminate anche tutte le probes che mappavano sulla stessa identica
posizione sui genomi A e B del frumento duro; infine sono state eliminate tutte quelle probes
che per qualunque varieta avessero un valore mancante e quelle che, per tutte le varieta, avevano
la medesima variante allelica.

E stato sviluppato un algoritmo in R, SNPs_finder, per estrapolare il minimo numero di SNPs
in grado di discriminare tutte le varieta facenti parte del database.

Successivamente e stato sviluppato un altro algoritmo, Wheat_Line_Finder, che permette di
identificare un campione ignoto partendo dalla composzione allelica degli SNPs selezionati da
SNPs_finder.
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E stato estratto il DNA, tramite kit NucleoMag Plant della Machaery Nagel (Germania), dalle
varieta certificate per poterlo confrontare con i dati ricevuti dalla TraitGenetics.

Il confronto degli SNP ¢ stato svolto attraverso I’utilizzo di un’analisi PCR di tipo competitivo
che sfrutta la variante allelica presente nella regione d’interesse come elemento esclusivo per
I’ibridazione del primer e quindi I’amplificazione selettiva della regione con la variante allelica
presente. L’identificazione della variante avviene tramite una lettura fluorimetrica. Il
BiomarkX9 della Standard Biotools (USA) é lo strumento utilizzato per questo procedimento.
Lo strumento ha la possibilita di analizzare fino a 192 campioni contemporaneamente, che
vengono fatti reagire, in singole reazioni, con 24 saggi, ognuno specificatamente definito sulla
regione d’interesse che possiede la variante allelica discriminante scelta.

Risultati e discussione

Con il servizio di genotipizzazione Illumina Infinium Array wheat 7K sono state analizzate
6707 varianti alleliche del genoma di frumento duro nelle 100 varieta analizzate.

A seguito del filtraggio del database, gli SNPs che sono stati valutati idonei al processo
successivo e che sono stati quindi utilizzati sono 2605.

L’algoritmo SNPs-finder, capace di estrapolare il numero minimo di SNPs in grado di
discriminare tutte le 100 varieta genotipizzate, ha definito 24 SNP. La sequenza ordinata di
questi 24 SNPs, riportante, per ciascuna varieta, la variante allelica riscontrata, € stata utilizzata
per la determinazione del database di riferimento.

L’analisi di comparazione svolta con lo strumento BiomarkX9 ha confermato le varianti
alleliche per ognuna delle varieta selezionate. Questo & stato possibile utilizzando il
Wheat_Line_Finder, che ¢ il secondo algoritmo sviluppato. L’algoritmo confronta la sequenza
di riferimento di ogni varieta annotata con la sequenza risultante dall’analisi svolta con il
BiomarkX9 per ognuno dei 192 campioni analizzati. Se il campione € composto da una singola
varieta, di cui abbiamo gia la sequenza di riferimento, 1’algoritmo genera come risultato il nome
dell’unica varieta che ha la stessa sequenza di varianti alleliche del campione analizzato. Se il
campione ¢ composto da due o piu varieta, durante 1’analisi, alcuni SNPs potrebbero risultare
eterozigoti, ovvero ’analisi rilevera la presenza di entrambe le varianti alleliche possibili per
uno o piu SNPs. L’algoritmo generera come risultato 1’elenco delle varieta che condividono le
stesse varianti alleliche, per gli SNPs risultanti omozigoti, e che invece hanno varianti alleliche
differenti per gli SNPs risultanti eterozigoti.

La tracciabilita del frumento duro avviene tipicamente tramite I’analisi dei profili gliadinici e
gluteninici delle varieta conferite prima della macinazione. Il processo prevede 1’utilizzo di
reagenti pericolosi e costosi, grande investimento in termini di tempo necessario alla
preparazione del campione e all’analisi delle corse elettroforetiche e in ultimo, anche grande
incertezza nella definizione varietale data dalla scarsa biodiversita in termini di composizione
del glutine delle varieta moderne (Taranto et al., 2020).

Altre tecnologie sono attualmente disponibili per lo stesso procedimento di discriminazione,
sempre basate su analisi molecolari (Cibecchini et al., 2020; Gao et al., 2016; Giancaspro et al.,
2016; Morcia et al., 2020), ma la bassa processivita li rende poco appetibili in attivita di
certificazione direttamente applicati ai processi di filiera. Il Biomark X9 riduce notevolmente
il tempo di analisi, ’utilizzo dei reagenti e della plastica monouso e, conseguentemente, i COSti.
La tracciabilita molecolare, quindi, diviene anche un elemento di efficientamento sotto
innumerevoli punti di vista che siano essi economici, sociali e ambientali (Bonaiuto et al.,
2021).

Conclusioni

La possibilita di certificare, nei vari punti critici della filiera, le varieta di frumento duro presenti
nei singoli processi produttivi, che portano alla realizzazione finale della pasta secca in Italia,
risulta essere di fondamentale importanza per la valorizzazione delle materie prime e del duro
lavoro di tutti gli attori della filiera. L utilizzo di tecniche biomolecolari solide e ripetibili &
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necessario per poter portare questa tipologia di analisi all’attenzione delle grandi aziende che
potrebbero utilizzare questa tecnica come servizio di controllo interno alle proprie linee di
approvvigionamento e produzione. La tecnica basata su marcatori molecolari quali gli SNPs
risulta essere valida e certificabile e notevolmente meno onerosa dell’attuale analisi dei profili
elettroforetici gliadinici e gluteninici.

La possibilita di riconoscere le varieta presenti all’interno di un campione ¢ anche molto utile
in caso di mistificazioni volontarie della granella, laddove la merce risulti di qualita inferiore
all’atteso. La tecnologia sviluppata vuole essere messa a disposizione delle grandi aziende come
sistema di certificazione interno della propria filiera produttiva. Questo tipo di tecnologia pud
applicarsi anche ad altre filiere, come quella del grano tenero, dell’olio d’oliva, del vino e di
molte altre colture vegetali.

Bibliografia

Anastasiadis F., Apostolidou I., Michailidis A. 2021. Food Traceability: A Consumer-Centric
Supply  Chain  Approach on  Sustainable = Tomato. Foods, 10(3): 543.
https://doi.org/10.3390/fo0ds10030543

Bonaiuto F., De Dominicis S., Ganucci Cancellieri U., Crano W. D., Ma J., Bonaiuto M. 2021.
Italian Food? Sounds Good! Made in Italy and Italian Sounding Effects on Food Products’
Assessment by Consumers. Frontiers in Psychology, 12(March).
https://doi.org/10.3389/fpsyg.2021.581492

Bradbury P. J., Zhang Z., Kroon D. E., Casstevens T. M., Ramdoss Y., Buckler E. S. 2007.
TASSEL: software for association mapping of complex traits in diverse samples.
Bioinformatics, 23(19), 2633-2635. https://doi.org/10.1093/bioinformatics/btm308

Chang C. C., Chow C. C., Tellier L. C., Vattikuti S., Purcell S. M., Lee J. J. 2015. Second-
generation PLINK: rising to the challenge of larger and richer datasets. GigaScience, 4(1): 7.
https://doi.org/10.1186/s13742-015-0047-8

Charlebois S., Latif N., llahi I., Sarker B., Music J., Vezeau J. 2024. Digital Traceability in
Agri-Food Supply Chains: A Comparative Analysis of OECD Member Countries. Foods,
13(7): 1-29. https://doi.org/10.3390/foods13071075

Cibecchini G., Cecere P., Tumino G., Morcia C., Ghizzoni R., Carnevali P., Terzi V., Pompa
P. P. 2020. A Fast, Naked-Eye Assay for Varietal Traceability in the Durum Wheat Production
Chain. Foods, 9(11): 1-10. https://doi.org/10.3390/fo0ds9111691

Gao L., Jia J.,, Kong X. 2016. A SNP-Based Molecular Barcode for Characterization of
Common Wheat. PLOS ONE, 11(3): e0150947. https://doi.org/10.1371/journal.pone.0150947
Giancaspro A., Colasuonno P., Zito D., Blanco A., Pasqualone A., Gadaleta A. 2016. Varietal
traceability of bread “Pane Nero di Castelvetrano” by denaturing high pressure liquid
chromatography analysis of single nucleotide polymorphisms. Food Control, 59: 809-817.
https://doi.org/10.1016/j.foodcont.2015.07.006

Mattarello G., Arfelli F., Cespi D., Passarini F., Vassura I. 2024. Regional food consumption
in Italy, a life cycle analysis. Environmental Research, 262: 119867.
https://doi.org/10.1016/j.envres.2024.119867

Morcia C., Bergami R., Scaramagli S., Ghizzoni R., Carnevali P., Terzi V. 2020. A chip digital
PCR assay for guantification of common wheat contamination in pasta production chain.
Foods, 9(7). https://doi.org/10.3390/foods9070911

Oddone M., Aceto M., Baldizzone M., Musso D., Osella D. 2009. Authentication and
Traceability Study of Hazelnuts from Piedmont, Italy. Journal of Agricultural and Food
Chemistry, 57(9): 3404-3408. https://doi.org/10.1021/jf900312p

R Core Team. 2024. R: A Language and Environment for Statistical Computing. R Foundation
for Statistical Computing. https://www.r-project.org/

30



Taranto F., D’Agostino N., Rodriguez M., Pavan S., Minervini A. P., Pecchioni N., Papa R.,
De Vita P. 2020. Whole Genome Scan Reveals Molecular Signatures of Divergence and
Selection Related to Important Traits in Durum Wheat Germplasm. Frontiers in Genetics,
11(April). https://doi.org/10.3389/fgene.2020.00217

Vitale M., Giosué A., Vaccaro O., Riccardi G. 2021. Recent trends in dietary habits of the
italian population: Potential impact on health and the environment. Nutrients, 13(2): 1-10.
https://doi.org/10.3390/nu13020476

World Food and Agriculture - Statistical Yearbook 2023. (2023). FAO.
https://doi.org/10.4060/cc8166en

31



Pasta di semola arricchita: studio dell’effetto del processo produttivo e della cottura sui
composti antiossidanti
S. Marzocchi'®, F. Pasinit?, R. Santi®, M.F. Caboni'?

!Dipartimento di Scienze e Tecnologie Agro-Alimentari, Universita di Bologna, Piazza
Goidanich 60, 47521 Cesena (FC).

2Centro Interdipartimentale di Ricerca Industriale Agroalimentare, Via Quinto Bucci 336,
47521 Cesena (FC).

3Colussi S.p.A, Via dell’ Aereoporto 7, 06081 Petrignano d’Assisi (PG).

“E-mail: silvia.marzocchi4@unibo.it

Abstract

The importance of antioxidants in food and the human body is well known, mainly due to their
oxidative stability and functional properties. This study evaluated the enrichment of antioxidant
compounds in semolina pasta (P-S) by adding tomato (P-SP) and spinach powders (P-SS).
Antioxidant compounds were analyzed in raw materials and in uncooked and cooked pasta to
assess enrichment after processing and cooking. Total phenolic content (TPC) was determined
using the Folin-Ciocalteu method, and antioxidant activity was measured with DPPH. Both
powder tomato and spinach powders showed higher values than semolina, with no significant
differences between them. In the pasta, TPC and antioxidant activity were higher in P-SP and
P-SS compared to P-S, with a significant increase in cooked pasta. Chromatographic analysis
identified three classes of phenols: phenolic acids, flavonols, and flavones. P-S showed no
significant differences between raw and cooked pasta for free phenols, while P-SP and P-SS
showed a decrease.

Riassunto

L'importanza degli antiossidanti negli alimenti e per il corpo umano € ben nota, principalmente
grazie alla loro stabilita ossidativa e alle proprieta funzionali. Questo studio ha valutato
I'arricchimento di composti antiossidanti nella pasta di semola (P-S) mediante I'aggiunta di
pomodoro (P-SP) e spinacio (P-SS) in polvere. | composti antiossidanti sono stati analizzati
nelle materie prime e nella pasta cruda e cotta per valutare I'arricchimento dopo la lavorazione
e la cottura. Il contenuto totale di fenoli (TPC) e stato determinato con il metodo Folin-Ciocalteu
e l'attivita antiossidante é stata misurata mediante DPPH. Sia il pomodoro che lo spinacio in
polvere hanno mostrato valori superiori alla semola, senza differenze significative tra di loro.
Nella pasta, il TPC e l'attivita antiossidante erano piu elevati in P-SP e P-SS rispetto a P-S, con
un aumento significativo nella pasta cotta. L'analisi cromatografica ha identificato tre classi di
fenoli: acidi fenolici, flavonoli e flavoni. P-S non ha mostrato differenze significative tra pasta
cruda e cotta per i fenoli liberi, mentre P-SP e P-SS hanno mostrato una diminuzione.

Introduzione

La pasta rappresenta un pilastro della dieta mediterranea, occupa la base della piramide
alimentare ed il suo consumo giornaliero & raccomandato (Bach-Faig et al., 2011). Per questo
motivo, la pasta potrebbe essere un vettore ideale di composti bioattivi, come i fenoli che
possiedono effetti benefici sulla salute umana grazie alle loro proprieta antiossidanti che
conferiscono potenziale protezione contro malattie degenerative come le malattie cardiache ed
il cancro (Dykes e Rooney, 2007). La produzione di pasta secca convenzionale si basa su due
ingredienti principali: semola di grano duro raffinata e acqua. Purtroppo, € ampiamente
riconosciuto che la maggior parte dei composti fenolici si concentra negli strati esterni della
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cariosside di grano (Liyana-Pathirana e Shahidi, 2007), che vengono rimossi o ridotti durante i
processi di debranning e macinazione per produrre la semola raffinata. Inoltre, il passaggio di
essiccazione ad alta temperatura durante la produzione della pasta, unito alla cottura in acqua
bollente, puo ridurre la concentrazione finale dei composti fenolici. Per aumentare il contenuto
antiossidante della pasta di semola, questa puo essere arricchita con altre matrici vegetali, come
il pomodoro e lo spinacio, ampiamente riconosciute come ricche in composti fenolici (Bergman
et al., 2001, Martinez-Valverde et al., 2002).

Questo studio ha avuto I’obiettivo di arricchire il contenuto fenolico e aumentare 1'attivita
antiossidante della pasta tradizionale di semola, introducendo polvere di pomodoro e spinaci
nella ricetta tradizionale. Sono state eseguite analisi della componente antiossidante sia sulle
materie prime che sulla pasta sia cruda che cotta mediante tecniche spettrofotometriche. In
aggiunta, i singoli fenoli sono stati determinati mediante cromatografia liquida accoppiata a
spettrometria di mass (HPLC-ESI-QQQ-MS).

Materiali e metodi

Campioni

Le materie prime erano rappresentate da semola di grano duro italiano (S), polvere di pomodoro
(PP) e polvere di spinacio (PS). Sono stati formulati tre diversi campioni di pasta: uno con il
100% di semola (P-S), uno con il 70% di semola e il 30% di polvere di pomodoro (P-SP) e uno
con il 70% di semola e il 30% di polvere di spinaci (P-SS). Tutti i campioni sono stati forniti
dall'industria italiana Colussi S.p.a (Perugia, Italia).

Estrazione dei fenoli liberi e legati

La frazione fenolica libera e legata proveniente da semola, matrici vegetali e campioni di pasta
cruda e cotta é stata estratta mediante il protocollo di Verardo et al. (2011). Entrambe le
estrazioni, fenoli liberi e legati, sono state eseguite in doppio (n=2).

Cottura della pasta

Per isolare la frazione fenolica libera e legata dalla pasta cotta, 10 g di pasta secca sono stati
cotti in 400 mL di acqua per 13 minuti. Il tempo di cottura ottimale per ciascun campione €
stato determinato utilizzando il metodo AACC 66-50.26. | campioni di pasta cotti sono stati
liofilizzati, quindi macinati utilizzando un mulino da laboratorio (IKA A10-Ikawerke GmbH &
Co. KG, Staufen, Germania) e i composti fenolici liberi e legati sono stati estratti come descritto
nel paragrafo precedente.

Determinazione del contenuto in fenoli totale (TPC)

Il contenuto fenolico totale (TPC) dei campioni é stato valutato utilizzando il metodo di Folin-
Ciocalteu (Singleton e Rossi, 1965), misurando 1’assorbanza mediante spettrofotometro a 750
nm. L'analisi € stata effettuata in doppio per ciascun estratto fenolico (n=4) e i risultati sono
stati espressi in milligrammi equivalenti di acido gallico (GAE)/ 100 g.

Determinazione dell’attivita antiossidante mediante test DPPH

L'attivita antiradicalica delle materie prime e della pasta e stata analizzata utilizzando il radicale
2,2-difenil-picrilidrazile (DPPH), come descritto da Baliyan et al. (2022) misurando
I'assorbanza a 517 nm. L'attivita antiossidante e stata calcolata sulla base della curva di
calibrazione del Trolox (da 25 a 1000 mg/mL). Per ciascun estratto fenolico, la procedura €
stata eseguita in doppio (n=4) e i risultati sono stati espressi in umol di Trolox/100 g.
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Determinazione dei composti fenolici liberi mediante HPLC-ESI-QqQ-MS

La separazione dei composti fenolici liberi ¢ stata eseguita con il metodo riportato da Borgonovi
et al. (2023). Lo strumento HPLC utilizzato era un 1290 Infinity Series, collegato ad uno
spettrometro di massa triplo quadrupolo 6420 (Agilent Technologies, Santa Clara, CA, USA).
Per la separazione dei composti é stata utilizzata una colonna Poroshell 120, SB-C18 (3,0 x 100
mm, 2,7 um) di Agilent Technologies; la temperatura della colonna ¢ stata mantenuta a 35°C
durante le analisi. La fase mobile A era acqua acidificata (1% di acido acetico) e la fase mobile
B era acetonitrile. E stato applicato il seguente gradiente lineare multistep: 0 min, 5% B; 12,5
min, 30% B; 17,5 min, 60% B; 22 min, 5% B. Le condizioni iniziali sono state mantenute per
5 minuti. La velocita di flusso e stata impostata a 0,6 mL/min durante tutto il gradiente. Il
volume di iniezione nel sistema HPLC era di 2,5 pL. Dopo una procedura di ottimizzazione,
sono state adottate le seguenti condizioni per I'analisi MS: tipo di analisi: monitoraggio delle
reazioni multiple (MRM); tipo di sorgente: ionizzazione a pressione atmosferica-elettrospray
(API-ES); polarita: negativa; temperatura del gas di essiccazione (azoto): 350°C; flusso del gas:
13 L/min; pressione del nebulizzatore: 50 psi; voltaggio del capillare: +3500 V; voltaggio
dell'acceleratore cellulare: 3 V; energia di collisione: 20 eV; fragmentor: 85. Acido ferulico,
catechina e rutina sono stati utilizzati come standard per la quantificazione. Ogni estratto
fenolico é stato analizzato in doppio (n=4).

Analisi statistica

L’analisi della varianza mediante ANOVA ¢ stata valutata utilizzando il software Statistica 8
(2006, StatSoft, Tulsa, OK, USA). | valori di p inferiori a 0,05 sono stati considerati
statisticamente significativi mediante il test di Tukey honest significant difference (HSD).

Risultati e discussione

Determinazione del contenuto in fenoli totale (TPC)

In Figura 1 sono riportate le concentrazioni in fenoli totali delle materie prime e della pasta
(cruda e cotta). Per quanto riguarda le materie prime, le polveri di pomodoro e di spinacio hanno
mostrato un TPC significativamente (p<0,05) piu alto della semola (450 e 37 mg acido
gallico/100g, rispettivamente). Considerando la pasta, dalla semola alla pasta cruda non si sono
registrate differenze significative nel contenuto fenolico totale; si é registrata una significativa
diminuzione dalle polveri vegetali alla pasta arricchita a causa della diluizione con semola,
infatti erano solo il 30% nella pasta arricchita. La pasta arricchita ha mostrato un TPC doppio
dopo la cottura rispetto alla pasta fatta con solo semola. Questo pud essere spiegato con la
liberazione di alcuni composti fenolici durante il processo di cottura grazie alle alte temperature
che rompono i legami chimici con le macromolecole o le pareti cellulari facilitando il rilascio
di composti fenolici, rendendoli piu accessibili ed estraibili.
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Figura 1. Contenuto totale in fenoli delle materie prime (a sinistra) e della pasta cruda e cotta (a destra). Nel
grafico di destra lettere differenti mostrano differenze significative all’interno della stessa classe di fenoli (p<0.05).
Nel grafico di sinistra lettere differenti mostrano differenze significative tra pasta cruda e cotta (p<0.05).
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Determinazione dell’attivita antiossidante (DPPH)

L'attivita antiossidante nelle materie prime ha mostrato la stessa tendenza del TPC; quindi, le
polveri di pomodoro e spinaci avevano un'attivita antiossidante significativamente (p<0,05) piu
elevata della semola. Per quanto riguarda la pasta arricchita cruda, l'attivita antiossidante
diminuisce di circa il 30% a causa, ancora una volta, della diluizione con semola; inoltre anche
a causa del processo di produzione e dell'impatto combinato dell'ossigeno durante I'impasto e
delle alte temperature durante I'essiccazione; la pasta di arricchita con spinacio ha mostrato la
maggiore attivita antiossidante. Nella pasta cotta l'attivita antiossidante era superiore a quella
cruda e questo puo essere correlato al rilascio di alcuni prodotti di reazione Maillard durante il
processo di cottura che contribuiscono all'attivita antiossidante complessiva.
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Figura 2. Attivita antiossidante delle materie prime (a sinistra) e della pasta cruda e cotta (a destra). Nel grafico
di destra lettere differenti mostrano differenze significative all’interno della stessa classe di fenoli (p<0.05). Nel
grafico di sinistra lettere differenti mostrano differenze significative tra pasta cruda e cotta (p<0.05).

Determinazione analitica dei fenoli

Come mostra la Figura 3 si nota una differenza tra le due polveri vegetali; infatti, la polvere di
pomodoro ha mostrato un contenuto fenolico totale piu elevato rispetto alla polvere di spinaci.
La pasta cruda arricchita con polveri presentava un contenuto di composti fenolici superiore a
quello della pasta a base di sola semola, circa il 23 e I'80 % nella pasta arricchita rispettivamente
di pomodoro e spinaci. Al contrario di quanto abbiamo visto per il contenuto fenolico totale e
I'attivita antiossidante con analisi spettrofotometrica, qui dopo la cottura la concentrazione di
fenoli totali nella pasta arricchita con polvere di spinaci diminuisce significativamente.
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Figura 3. Contenuto in fenoli nelle materie prime (a sinistra) e della pasta cruda e cotta (a destra) mediante
determinazione analitica. Nel grafico di destra lettere differenti mostrano differenze significative all’interno della
stessa classe di fenoli (p<0.05). Nel grafico di sinistra lettere differenti mostrano differenze significative tra pasta

cruda e cotta (p<0.05).

Per spiegare questo comportamento abbiamo studiato le classi di fenoli determinate nei diversi
campioni. La polvere di pomodoro ha mostrato una concentrazione preponderante di acidi
fenolici e la polvere di spinacio aveva solo fenoli appartenenti alla classe dei flavonoli. |
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flavonoli sono riconosciuti come termosensibili, infatti sotto i 70 °C possono resistere ma oltre
I 100 °C iniziano a degradarsi (Chaaban et al., 2017) D'altra parte, la pasta arricchita con
pomodoro ha mostrato un aumento del composto fenolico dopo la cottura perché gli acidi
fenolici sono spesso legati alle pareti cellulari o ad altri composti e il processo di cottura
consente di rompere questi legami (Cheng et al., 2014).

L’analisi spettrofotometrica ha rilevato un incremento significativo sia per quanto riguarda i
fenoli totali che I’attivita antiossidante della pasta di semola arricchiata con polvere di
pomodoro e spinacio. La determinazione analitica conferma il trend di arricchimento nella pasta
arricchita con polvere di pomodoro; mentre la pasta di semola arricchita con polvere di spinacio
mostrava una piu bassa concentrazione di composti fenolici dopo la cottura. Questo perche i
composti fenolici presenti nelle materie prime hanno mostrato un differente comportamento
quando sono sottoposti ad alte temperature. | risultati ottenuti dalla pasta di semola arricchita
possono generalmente essere considerati positivi e significativi.
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Abstract

The gluten-free market presents opportunities for the corn sector as more people with celiac
disease or gluten intolerance are seeking gluten-free products with good sensory and functional
properties. However, the use of gluten-free and whole grain flours has some limitations related
to the lack of the viscoelastic gluten network and the potential sanitary risks associated with the
addition of the outer layers of cereal grains. The aim of the present work was to explore the
influence of different milling strategies on the distribution of contaminants and antioxidant
compounds between milling fractions and flours of three hybrids, two of reference for the food
chains and one obtained from local germplasm (Pignoletto rosso). The hybrid derived from
Pignoletto cultivar was characterized by lower mycotoxin content, higher concentration of
bioactive compounds (carotenoids and phenolic acids) and superior antioxidant capacity.
Micro-Visco-Amilograph analysis provided information on the gelatinization and
retrogradation behavior of the derived flours. Through the application of appropriate milling
management, the innovative hybrid exhibited good properties for incorporation into advanced
food supply chains.

Riassunto

Nuovi impieghi nel settore gluten-free hanno determinato interessanti opportunita per il settore
dei mais destinati alla produzione di farine alimentari, cosi come per quello degli alimenti
funzionali, caratterizzati da un elevato profilo salutistico. Tuttavia, 1’utilizzo di farine prive di
glutine ¢ integrali pone alcuni limiti d’utilizzo, legati all’assenza della formazione della rete
viscoelastica del glutine e ai potenziali rischi sanitari associati all’aggiunta degli strati esterni
della cariosside. Lo scopo del lavoro é stato quello di esplorare I’influenza di diversi percorsi
molitori sulla distribuzione dei contaminanti e dei principali composti ad azione antiossidante
tra intermedi di lavorazione e farine di tre ibridi, due di riferimento per la filiera alimentare e
uno ottenuto a partire da germoplasma locale (Pignoletto rosso). L’ibrido ottenuto utilizzando
la varieta Pignoletto come linea impollinante si e distinto per un minor contenuto in
micotossine, una maggiore concentrazione di composti bioattivi (carotenoidi e acidi fenolici) e
da un superiore capacita antiossidante. L’analisi al Micro-Visco-Amilografo ha fornito
informazioni circa il comportamento di gelatinizzazione e retrogradazione delle semole
derivate. Opportunamente valorizzato con adeguate gestioni molitorie, 1’ibrido innovativo ha
dimostrato di possedere caratteristiche ideali per I’inserimento in filiere alimentari avanzate.

Introduzione

Le filiere alimentari sono oggi guidate dalle richieste del mercato per materie prime e prodotti
alimentari dall’alto valore d’uso, ovvero in grado di rispondere a specifici obiettivi tecnologici
e nutrizionali, nonché caratterizzati da una sanita adeguata allo specifico utilizzo. Nel settore
gluten-free ¢ oggi richiesta maggiore attenzione per 1’ottenimento di alimenti con caratteristiche
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sensoriali, strutturali e nutrizionali simili a quelle dei prodotti convenzionali e con migliorate
caratteristiche funzionali e salutistiche. Materie prime di partenza innovative, dalle migliori
proprieta salutistiche intrinseche, e macinazioni integrali o semi-integrali possono permettere
di soddisfare tali richieste. Tuttavia, I’utilizzo di farine prive di glutine e integrali pone alcuni
limiti legati all’assenza della formazione della rete viscoelastica del glutine e ai potenziali rischi
sanitari associati all’aggiunta degli strati esterni della cariosside. Grazie al miglioramento
genetico, specifici caratteri qualitativi, finora espressi solo in ecotipi di mais a libera
impollinazione, possono essere introdotti in nuovi ibridi da inserire in filiere alimentari
avanzate. L’utilizzo in filiera di materiali genetici innovativi richiede una valutazione e
un’ottimizzazione dei diagrammi molitori, che permetta di valorizzare le componenti di
interesse, come il contenuto in fibra e composti bioattivi, e di minimizzare i rischi sanitari,
ovvero la contaminazione da micotossine. La valutazione dell’impatto di strategie molitorie
sulle proprieta reologiche delle diverse tipologie di semole ottenute € inoltre di fondamentale
importanza per fornire indicazioni alla filiera sulle possibili destinazioni d’uso.

Materiali e metodi

Il confronto ha previsto I'utilizzo di tre lotti commerciali, due dei quali mono-varietali e
rappresentati da ibridi (Dekalb DKC6092 e Pioneer P1547) ampiamente impiegati dalla filiera
molitoria del mais per I’ottenimento di hominy grits. Il terzo lotto é stato ottenuto dalla
coltivazione dell’ibrido Pignoletto X SN148, sviluppato incrociando la varieta Pignoletto rosso
del Canavese (linea parentale impollinante) con una linea parentale femminile (SN148). Tultti
gli ibridi sono stati coltivati durante la campagna agraria 2022 e sottoposti a diverse strategie
di molitura su scala reale. Le operazioni di molitura hanno permesso di ottenere un totale di 14
frazioni molitorie, comprendenti 6 semole e 8 tra sottoprodotti e intermedi di lavorazione. La
macinatura a pietra della granella pulita ha permesso di ottenere semola integrale tutto corpo
(IP) e, in seguito a setacciatura tramite plansichter per separare la farinetta, una semola semi-
integrale (SIP). L’adozione del processo convenzionale di degerminazione a secco ha permesso
invece di separare la farinetta, il germe e gli scarti cruscali grossolani e ottenere gli spezzati
come base di partenza per ottenere altre tipologie di semola. Una parte degli spezzati ha
continuato il processo di raffinazione, per 1’ottenimento di una semola raffinata (RC), con
separazione di fumetto e scarti cruscali. A partire dalla semola raffinata RC sono state ottenute
due semole ricombinate semi-integrali (SIC D e SIC RC), aggiungendo rispettivamente un 25%
in peso di crusca proveniente dal processo di degerminazione ed un 25% di crusca proveniente
dal processo di raffinazione. Infine, un’aliquota di spezzati ¢ stata macinata a pietra con
separazione della frazione piu fine (fumetto), al fine di ottenere una semola macinata a pietra
priva di germe (RP). Le 6 semole sono state analizzate per la composizione dei macronutrienti
e delle ceneri, e per le proprieta reologiche tramite Micro-Visco-Amilografo (Brabender OHG,
Duisburb, Germania), previa uniformazione della granulometria (< 500 pm) con molino
ultracentrifugo (Retsch ZM 200). Sui macinati delle 14 frazioni molitorie sono stati determinati
il contenuto dei principali composti bioattivi presenti nel mais, ovvero carotenoidi (Panfili et
al., 2004) e acidi fenolici (Giordano et al., 2019) tramite analisi cromatografica HPLC/DAD. |
campioni sono stati caratterizzati per la loro capacita antiossidante totale tramite metodica
QUENCHER-ABTS (Serpen et al., 2012). Infine, il rischio sanitario é stato determinato tramite
estrazione e quantificazione delle fumonisine By e B> con analisi LC-MS/MS (Scarpino et al.,
2019). I risultati sono stati espressi sul peso secco.

Risultati e discussione

L’analisi della composizione nutrizionale delle 6 semole finali di ogni lotto ha messo in
evidenza un maggior contenuto in proteine e in grassi del Pignoletto X SN148 (rispettivamente

38



+18 e +22% rispetto alla media di DKC6092 e P1547), con una conseguente riduzione della
quantita di amido e della fibra dietetica. Le semole macinate a pietra, sia tutto corpo sia semi-
integrali, si sono distinte per un maggiore contenuto di grassi, fibra e ceneri, mentre la
ricombinazione con le crusche ha permesso di ottenere semole simili a quelle raffinate dal punto
di vista del contenuto in grassi, ma con un piu alto contenuto in ceneri e fibra.

Tabella 1. Confronto del contenuto in carotenoidi e acidi fenolici (solubili e insolubili) e della capacita
antiossidante in funzione dell'ibrido e della tipologia di semola (integralita e metodo di macinazione). IP: integrale
macinata a pietra; SIP: semi-integrale macinata a pietra; SIC D: semi-integrale raffinata a cilindri ricombinata con
crusche da degerminazione; SIC RC: semi-integrale raffinata a cilindri ricombinata con crusche da laminazione;
RP: raffinata a pietra; RC: raffinata a cilindri. I risultati sono espressi sulla sostanza secca. Nell’ambito di ciascun
fattore, lettere differenti indicano differenze statisticamente significative per p (F) < 0.05.

e TORa G BT A o
(mg/kg) (ma/kg) (mmol TE/kg)
lbrido peyalb DKCE092 257 b 2307 a 10716 a 83 b
Pioneer P1547 248 b 1843 b 9100 b 81 b
Pignoletto X SN148 27.7 a 1484 ¢ 890.8 b 94 a
Semola  IP 213 d 2716 a 16187 a 114 a
sip 219 d 2527 b 1599.1 a 105 b
SICD 28.0 b 2053 ¢ 10336 b 9.2 ¢
SICRC 28.9 ab 1558 d 7407 ¢ 78 d
RP 256 ¢ 106.6 f 5080 d 6.8 e
RC 308 a 1349 e 3034 e 5.9 f

Per quanto riguarda il contenuto in carotenoidi (Tabella 1), le semole di Pignoletto X SN148 si
sono distinte per una concentrazione in media maggiore del 26% rispetto a quelle di DKC6092
¢ P1547. In particolare, ¢ stato osservato un maggiore contenuto di B-carotene, B-criptoxantina
e luteina, e un minore contenuto di zeaxantina rispetto agli ibridi di controllo. L’analisi degli
intermedi e dei sottoprodotti ha permesso di ottenere informazioni sulla distribuzione di tali
composti nelle cariossidi di mais: spezzati e crusca da raffinazione hanno mostrato la piu elevata
concentrazione di luteina e zeaxantina, i carotenoidi presenti maggiormente, con valori simili
alla granella di partenza. Conseguentemente, i piu alti valori sono stati osservati in media per
tutti e tre gli ibridi nella farina raffinata a cilindri (RC), e valori statisticamente simili sono stati
riscontrati nella farina semi-integrale ricombinata con crusche da raffinazione (SIC RC). Valori
di poco inferiori sono stati osservati per la farina semi-integrale ricombinata con crusche da
degerminazione (SIC D), mentre piu marcate sono state le differenze con la farina raffinata a
pietra (RP), a cui hanno fatto seguito le semole integrali e semi-integrali (IP e SIP) macinate a
pietra (mediamente -30% rispetto a RC).

Relativamente agli acidi fenolici (Tabella 1), il contenuto della frazione insolubile é risultato,
come atteso, maggiore rispetto a quello della frazione solubile (nelle semole dei tre ibridi, 955
vs 188 mg/kg). Il contenuto é risultato mediamente simile tra le semole dei tre ibridi, mentre il
processo molitorio ha contribuito maggiormente alla variabilita dei dati ottenuti. La separazione
di crusche e frazioni fini dell’endosperma ha determinato una riduzione marcata di tali
composti, e tale riduzione é risultata notevolmente maggiore per Pignoletto X SN148. Cio ha
trovato conferma con 1’analisi di intermedi e sottoprodotti. In particolare, nella crusca e nella
farinetta di degerminazione di Pignoletto X SN148 si e osservato un livello di acidi fenolici
insolubili significativamente maggiore rispetto a quanto riscontrato negli stessi campioni degli
altri ibridi (circa 2 volte superiore rispetto alla media di DKC6092 e P1547). L’accumulo di
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acidi fenolici nella crusca da raffinazione ¢ risultato mediamente inferiore rispetto a quella da
degerminazione (-33%). Complessivamente, il maggior contenuto di acidi fenolici insolubili &
stato osservato nelle crusche e nella farinetta provenienti dalla fase di degerminazione del
Pignoletto X SN148 (+33 e +99% rispetto a DKC6092, rispettivamente). Risultati simili sono
stati osservati con la valutazione della capacita antiossidante totale (Tab. 1): le semole
ricombinate di tutti e tre gli ibridi si sono posizionate su valori intermedi, con i valori maggiori
osservati per la ricombinazione con crusca da degerminazione dell’ibrido Pignoletto X SN148.

Tabella 2. Confronto del contenuto in fumonisine in funzione dell'ibrido e della tipologia di semola (integralita e
metodo di macinazione). IP: integrale macinata a pietra; SIP: semi-integrale macinata a pietra; SIC D: semi-
integrale raffinata a cilindri ricombinata con crusche da degerminazione; SIC RC: semi-integrale raffinata a cilindri
ricombinata con crusche da laminazione; RP: raffinata a pietra; RC: raffinata a cilindri. Nell’ambito di ciascun
fattore, lettere differenti indicano differenze statisticamente significative per p (F) < 0.05.

- s Fumonisina B Fumonisina B Fumonisine B;+B

Fattore Fonte di variazione (ug/kg) ! (Lg/kg) 2 (Lg/kg) 12
Ibrido Dekalb DKC6092 1079 b 268 b 1347 b
Pioneer P1547 1956 a 484 a 2440 a
Pignoletto X SN148 642 c 188 ¢ 830 ¢
Semola IP 2624 a 663 a 3287 a
SIP 2066 b 517 b 2583 b
SICD 1441 ¢ 327 ¢ 1769 ¢
SICRC 342 e 113 e 455 e
RP 582 d 156 d 738 d
RC 299 e 104 e 403 e

L’utilizzo delle sotto-frazioni della molitura a piu alto potenziale antiossidante deve essere
attentamente valuto, in quanto alcuni contaminanti della granella, ed in particolare le
fumonisine, tendono ad accumularsi nelle frazioni fini e corticali della cariosside (Blandino et
al., 2017). Le crusche da degerminazione si sono infatti caratterizzate per una concentrazione
significativamente maggiore in fumonisine (B1+B:) rispetto alle crusche proveniente dalla fase
di raffinazione, e cio ha avuto un conseguente effetto sul contenuto in fumonisine delle semole
derivate (-74% SIC RC vs SIC D;

Tabella 2). Per entrambe le tipologie di crusca e stato osservato un contenuto in fumonisine
dell’ibrido innovativo Pignoletto X SN148 significativamente inferiore rispetto agli ibridi
convenzionali. In generale, I’iniziale concentrazione della granella di Pignoletto X SN148,
inferiore rispetto sia a DKC6092 (-16%) che a P1547 (-69%), ha permesso di ottenere semole
e sotto-frazioni della molitura caratterizzate da una concentrazione inferiore di tali
contaminanti. Tuttavia, nel caso studio considerato, solo il diagramma molitorio nel quale ¢
stata effettuata un’operazione di degerminazione ha permesso di ottenere semole
commercializzabili ai sensi del Reg. (UE) 2023/915, grazie all’accumulo della contaminazione
nelle frazioni fini dell’endosperma, ovvero nella farinetta. Anche la molitura dell’ibrido piu
sano non ha permesso di ottenere semole macinate a pietra o ricombinate con crusche di
degerminazione con livelli al di sotto del tenore massimo ammesso (<1000 ug/kg).

Il comportamento reologico delle semole ottenute durante la sperimentazione é stato valutato
attraverso i parametri del Micro-Visco-Amilografo (Tab. 3). L’ibrido Pignoletto X SN148,
caratterizzato da una maggiore durezza delle cariossidi, si e differenziato dal punto di vista
reologico rispetto agli ibridi testimoni, con un generale abbassamento delle curve dei tracciati
visco-amilografici. Differenze pil marcate sono state osservate nelle semole semi-integrali
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macinate a pietra (SIP) rispetto alle semole raffinate a cilindri (RC). E stato ipotizzato che la
minor capacita di gelatinizzazione e di retrogradazione dell’ibrido ottenuto dal Pignoletto,
ecotipo a granella flint, sia dovuta ad una superiore percentuale di endosperma vitreo,
caratterizzato da catene d’amido piu strettamente legate alla frazione proteica, e ad un maggiore
contenuto proteico.

Tabella 3. Parametri del Micro-Visco-Amilografico in funzione dell’ibrido e della tipologia di semola (integralita
e metodo di macinazione). IP: integrale macinata a pietra; SIP: semi-integrale macinata a pietra; SIC D: semi-
integrale raffinata a cilindri ricombinata con crusche da degerminazione; SIC RC: semi-integrale raffinata a cilindri
ricombinata con crusche da laminazione; RP: raffinata a pietra; RC: raffinata a cilindri. Nell’ambito di ciascun
fattore, lettere differenti indicano differenze statisticamente significative per p (F) < 0.05.

Tempo Viscosita ~ Temperatura Viscosita

Fattore  Fonte di variazione  viscosita max gelatinizzazione Bre(%(g;)wn finale S((eng;:k

max (s) (UB) ()] (UB)

Ibrido  Dekalb DKC6092 1376 b 194 a 93.9b 18a 615a 439 a
Pioneer P1547 1372 b 188a 93.5¢c 19a 599 a 430 a
Pignoletto X SN148 1987 a 159 b 95.0a 3b 560 b 402 b

Semola RC 1545 b 257 a 95.0a 20a 860 a 623 a
RP 1495 b 219b 94.3¢c 16 ab 780 b 577b
SICD 1692 a 174d 94.3¢c 11 bc 550 d 387¢c
SICRC 1707 a 177¢ 95.0b 5c 592 ¢ 420 ¢
SIP 1510b 113f 92.9d 7c 352 f 246 d
IP 1521b 143 e 93.2d 20a 416¢e 290d

In conclusione, la sperimentazione effettuata ha messo in evidenza come I’ibrido innovativo
Pignoletto X SN148, ottenuto da germoplasma locale, possa risultare un’innovazione
interessante ed un’attrattiva per il mercato agro-alimentare delle farine e delle semole di mais.
| prodotti della sua macinazione hanno dimostrato di possedere chiari vantaggi qualitativi, in
particolare in termini di valori nutrizionali, contenuto in composti antiossidanti e minori rischi
sanitari. Tuttavia, € fondamentale che le modalita di macinazione vengano modulate in funzione
dei livelli sanitari della campagna agraria e vengano attuate in funzione degli obiettivi
tecnologici richiesti dalle aziende di trasformazione. Infatti, per valorizzare appieno le
potenzialita di questi nuovi materiali genetici e delle semole derivate ad alto valore salutistico,
sara importante valutare nuovi impieghi e adattamenti dei processi di seconda trasformazione.
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Abstract

The progressive intensification of agricultural systems, coupled with the simultaneous
generation of large quantities of production waste, has led international organizations to
strongly advocate for the use of agro-industrial by-products, particularly for the potential
extraction of bioactive molecules in the food industry. In this context, industrial hemp flour
(Cannabis sativa L.), a by-product obtained after the extraction of oil from the seeds, is
frequently utilized. Hemp seeds, in fact, offer high nutritional value due to their rich content of
easily digestible proteins, essential amino acids, and a favorable w-6/w-3 fatty acid ratio. Bread
and pasta, given their widespread consumption and relatively low cost, serve as suitable
vehicles for incorporating these functional ingredients. The objective of this study was to
evaluate the technological, nutritional, and sensory characteristics of functional bread and pasta,
produced using durum wheat semolina from the Ciclope variety, enriched with two different
types of hemp flour from the Futura 75 variety, varying in particle size. Specifically, three
formulations were developed with 5%, 7.5%, and 10% hemp flour integration. The results of
the study showed that the fortification process produced bread and pasta with enhanced
nutritional properties and good technological quality.

Riassunto

La progressiva intensificazione dei sistemi agricoli e la contemporanea formazione di grandi
quantita di scarti di produzione hanno indotto le organizzazioni internazionali a incoraggiare
fortemente 1’utilizzo dei rifiuti agroindustriali, per il potenziale sfruttamento di molecole
bioattive, nell’ambito dell’industria alimentare. A tal proposito, viene spesso utilizzata la farina
di canapa industriale (Cannabis sativa L.), sottoprodotto ottenuto in seguito all’estrazione
dell’olio dai semi. Quest’ultimi, infatti, vantano un alto valore nutrizionale, in relazione all’alto
contenuto di proteine rapidamente digeribili, aminoacidi essenziali e un buon rapporto degli
acidi grassi w-6/®-3. Il pane e la pasta, grazie al loro largo consumo e costo relativamente basso,
vengono impiegati per I’integrazione di tali ingredienti funzionali. Lo scopo del presente lavoro
e stato quello di valutare le caratteristiche tecnologiche, nutrizionali e sensoriali di pani e pasta
funzionali, realizzati con semola di frumento duro della varieta Ciclope e integrazione di due
diverse tipologie di farina di canapa della varieta Futura 75, differenti per granulometria. In
particolare, sono state messe a punto tre formulazioni di miscele: al 5-7.5-10% di integrazione.
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| risultati della sperimentazione hanno dimostrato che il processo di fortificazione ha prodotto
pani e pasta con migliori proprieta nutrizionali e buona qualita tecnologica.

Introduzione

Un approccio innovativo mira a ridurre gli sprechi e massimizzare l'uso efficiente delle risorse
agricole, permettendo di valorizzare materiali altrimenti destinati alla distruzione. Le attuali
strategie di sviluppo dell'OMS e dell'UE, infatti, includono la transizione verso un’economia
circolare come parte di un approccio strategico per la crescita sostenibile e la promozione della
salute, proteggendo al contempo I'ambiente e le sue risorse naturali, e riducendo I'impatto dei
cambiamenti climatici. In questo quadro, i sottoprodotti agroindustriali possono fornire
molecole bioattive (peptidi, proteine, fibre, ecc.) utilizzabili in alimenti, mangimi e cosmetici
(Branca et al., 2022; Del Gatto et al., 2015). Questi composti aiutano nella prevenzione di
malattie cardiovascolari, tumori e altre patologie. Il consumo di alimenti funzionali, arricchiti
con ingredienti bioattivi, & stato associato alla prevenzione di numerose malattie. Prodotti a
base di cereali di largo consumo, come il pane e la pasta, possono essere arricchiti con questi
ingredienti e fungere da alimenti funzionali (Melilli et al., 2020; Sciacca et al., 2021). Gli
ingredienti bioattivi possono provenire da matrici di origine vegetale, come la farina di canapa
industriale (Cannabis sativa L.), un sottoprodotto ottenuto dalla macinazione dei semi per
I'estrazione dell'olio e ricca di carboidrati, acidi grassi polinsaturi delle serie m-6 ¢ ®-3 e fibre
alimentari. L'obiettivo di questo studio & stato realizzare pane e pasta funzionali, ottenuti
utilizzando semola di grano duro arricchita con farina di canapa.

Materiali e metodi

Per la realizzazione di pane e pasta pani fortificati, sono stati utilizzati semola di frumento duro
della varieta “Ciclope” e farina di canapa della varieta “Futura 757, quest’ultima di due
tipologie differenti per granulometria: una setacciata a 530 pm, denominata “Hemp1” (meno
proteica) e I’altra, setacciata a 236 um (piu proteica), denominata “Hemp 2”. Sono state messe
a punto tre formulazioni di miscele: al 5-7.5-10% di integrazione di farina di canapa. Negli
sfarinati e nei prodotti trasformati, sono stati determinati il profilo fenolico (HPLC-ESI/QTOF-
MS) e il contenuto totale dei fenoli (metodo Folin—Ciocalteau). Inoltre, & stata eseguita la
determinazione quali-quantitativa degli acidi grassi (gascromatografia-spettrometria di massa-
GC/MS - Sistema GC-MS quadrupolo ISQ™ 9000) ed ¢ stata valutata 1’attivita antiossidante.
Sugli impasti, sono stati determinati gli indici alveografici (Alveografo di Choipin, metodo UNI
n°® 10453), gli indici farinografici (Farinografo di Brabender, metodo AACC n° 54-21), gli
indici colorimetrici (Colorimetro Minolta, spazio colorimetrico CIE L*, a*, b*). Sono stati
esequiti il test di panificazione sperimentale e un test di tipo artigianale. Sul pane e sulla pasta
sono state condotte le analisi sensoriali.

Risultati e discussione

Per guanto riguarda il contenuto totale di fenoli (TPC), le due tipologie di farina di canapa
hanno mostrato valori piu elevati rispetto alla farina di Ciclope. Anche per quanto riguarda
I’attivita anti-radicalica, le due farine di canapa hanno mostrato valori simili tra loro, ma
nettamente superiori a quelli relativi alla semola di Ciclope. Per quanto riguarda il profilo
lipidico, i principali acidi grassi identificati nelle frazioni lipidiche della semola di Ciclope sono
risultati essere I'acido palmitico, oleico e linoleico, con una percentuale inferiore di acido a-
linolenico (®-3) (Tab. 1).
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Tabella 1. Contenuto totale di fenoli, attivita antiradicalica e profilo
lipidico degli sfarinati.

CTRL Hempl Hemp2

TPC mgGAE/g 2,45 6,38 6,35
% Scavenging 29,7 53,2 51,5
Acidi grassi (%)

Acido palmitico 17,6 9,04 9,10
Acido stearico 1,54 3,42 3,32
Acido oleico 17,3 14,6 14,5
Acido linoleico (m-6) 59,9 53,7 53,7
Acido y - linolenico (®-6) 0 2,44 2,47
Acido a - linolenico (®-3) 3,62 15,7 15,5
Acido Y ®-6 59,9 56,1 56,1
Acido Y ®-3 3,62 15,7 15,5
Rapporto ®-6/®-3 16,54 3,57 3,62

Quest'ultimo, invece, é stato significativamente piu elevato nelle farine di canapa, raggiungendo
il 15,5%. In termini di contenuto di amminoacidi, di particolare interesse & la quantita di
amminoacidi essenziali rilevata nelle farine di canapa, pari a 15,9 g/100 g e 17,5 g/100 g
rispettivamente in Hemp 1 e Hemp 2. Per quanto concerne il profilo fenolico, degna di nota e
la presenza delle cannaflavine C, flavonoidi noti per le loro proprieta antinfiammatorie, che
svolgono un‘azione simile a quella dei farmaci analgesici e antiflogistici. Dal punto di vista
tecnologico, i risultati delle analisi reologiche, condotte mediante la determinazione degli indici
alveografici e farinografici, hanno dimostrato come l'aggiunta di farina di canapa abbia
influenzato positivamente le proprieta qualitative e tecnologiche degli impasti. Tutti i dati
vengono riportati in tabella 2.

Tabella 2. Indici alveografici e farinografici degli impasti

INDICI
ALVEOGRAFICI INDICI FARINOGRAFICI
Umidic WV Assorbimen ¢ .00 Stabilit
3 (%) (10 P/L to idrico a o (min) & (min)
J) 500 U.B
CTRL 13,8 201 1,04 60,4 55 4,7
Hemp1-5% 135 200 1,12 60,0 3,8 7,8
Hemp 1 -
7.5% 13,5 186 1,36 58,7 4,0 6,6
Hemp 1 -
10% 13,3 180 1,52 58,7 3,3 7,1
Hemp2-5% 13,6 171 1,17 60,5 3,0 4,0
Hemp 2 -
7.5% 13,3 182 1,08 60,2 3,3 4,5
Hemp 2 -
10% 13,2 173 1,19 60,1 3,3 4,9
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Sui campioni di pane realizzati, i risultati dei test di cottura hanno mostrato che i volumi parziali
hanno subito una diminuzione, passando da 427 cm? per pane CTRL per arrivare a 300 cm?,
nei campioni di Hemp 1, al 10%.

Il fenomeno e attribuito al minore contenuto di glutine nei pani arricchiti con farina di canapa
e al contemporaneo aumento del contenuto di fibre, che riduce la capacita di trattenere i gas
della fermentazione (Gavurnikova et al., 2011). Anche I'altezza dei pani ha subito una riduzione
di circa il 30%, in particolare nel campione Hemp 1, con il 10% di farina di canapa. Sono state
riscontrate differenze statisticamente significative negli indici colorimetrici della crosta e della
mollica in relazione alla percentuale di sostituzione: all'aumentare dell'integrazione, si €
osservata una tendenza all'imbrunimento, con una riduzione dei valori di L* per entrambe le
componenti. | parametri sensoriali sono stati valutati sul pane due ore dopo la cottura e il
raffreddamento. La quantita di fibre, proteine e una percentuale di olio (circa il 9%) presenti
nei due tipi di farina di canapa hanno certamente influenzato la qualita del prodotto finito. Tutti
i campioni di pane hanno mostrato buona elasticita, spessore, croccantezza e morbidezza
apparente, con pochissime variazioni tra le due farine di canapa. In generale, il punteggio di
giudizio e stato sempre superiore a 6, superando la soglia di accettabilita. Dal punto di vista
nutrizionale, il profilo lipidico determinato sui pani (Tab. 3) ha evidenziato valori di acido
linoleico -3 sensibilmente superiori rispetto al campione CTRL, contribuendo a ridurre il
rapporto ®-6/w-3. In un corretto rapporto e quantita, gli acidi grassi ®-3 e ®-6 svolgono una
funzione antinfiammatoria e riducono la condizione di infiammazione sistemica.

Tabella 3. Profilo lipidico dei pani

Contenuto acidi grassi Hempl Hempl Hempl Hemp2 Hemp2 Hemp?2

CTRL

(%) 5% 7.5% 10% 5% 7.5% 10%
Acido Yo 6 60,46 60,24 60,06 60,09 59,37 59,82 60,50
Acido Yo 3 3,40 6,70 7,60 8,90 8,10 9,04 9,99
Rapporto o 6/w 3 17,78 8,99 7,97 6,75 7,32 6,62 6,06

Riguardo il contenuto di aminoacidi, & stato osservato un incremento, rispetto al CTRL,
soprattutto in glutammina, tirosina, prolina e lisina, con concentrazione crescente in Y AA
essenziali, secondo la percentuale di fortificazione.

Per quanto riguarda la pasta, i risultati migliori, soprattutto in riferimento alla fermezza e
adesivita, sono stati registrati per i campioni di pasta ottenuti con integrazione di farina Hemp
2, al 7,5% di sostituzione. Riguardo il contenuto totale di fenoli (TPC), i dati rivelano valori
pit elevati nei campioni di pasta Hemp 1 e Hemp 2, al 10% di sostituzione, con valori pari a
4,92 e 4,21 mgGAE/g rispettivamente, in accordo con l'attivita antiradicalica anch’essa con
valori superiori a quelli della pasta di CTRL (Tab. 4). Riguardo il profilo lipidico, in particolare
il valore del rapporto w6/w3, che nel CTRL era di 11,76 ha subito una notevole diminuzione in
tutti i campioni di pasta arricchiti con farina di canapa (valori compresi tra 3.00 e 3.37) (Tab.
4).

Tabella 4. Profilo lipidico dei campioni di pasta.

Contenuto acidi CTRL Hempl Hempl Hempl Hemp2 Hemp2 Hemp2
grassi (%) 5% 7.5% 10% 5% 7.5% 10%
Acido Y -6 47,3 44,9 46,5 48,3 51,2 52,1 53,6
Acido Y -3 4,02 14,7 15,5 15,9 15,3 15,6 15,9

Rapporto w-6/w-3 11,76 3,05 3,00 3,08 3,34 3,34 3,37
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Per quanto riguarda il contenuto di aminoacidi essenziali, nei campioni di pasta Hemp 1 e
Hemp 2, al 10% di integrazione, sono stati registrati i valori piu elevati, nettamente superiori
al contenuto riferito alla pasta CTRL (Tab. 5).

Tabella 5. Contenuto aminoacidi essenziali nei campioni di pasta.

Hemp1l Hempl Hempl Hemp2 Hemp2 Hemp2

Contenuto aminoacidi CTRL 506 7 5% 10% 504, 7 50 10%

> AA essenziali (g/100g) 2,05 2,38 3,35 4,30 3,39 4,01 4,62

In conclusione, I'integrazione fino al 10% di farina di canapa nel pane e fino al 7,5% nella pasta
migliora le proprieta nutrizionali, senza alterare significativamente le caratteristiche
tecnologiche. Questo approccio risponde alla crescente domanda di prodotti fortificati e sfrutta
gli scarti agroalimentari, aumentando proteine, acidi grassi insaturi, fibre e minerali, a beneficio
della salute umana.
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Abstract

The wheat germ agglutinin (WGA) is a lectin of approximately 18 kDa, predominantly
expressed in the germinal tissue, involved in the plant's immune system and currently
considered the only biomarker of wheat germ. Similar to other lectins, WGA is a globular
protein that binds sugars and/or glyco-conjugates. These proteins are considered anti-nutritional
elements as they affect the integrity of the intestinal epithelium. In vitro studies have also
demonstrated that WGA possesses antifungal and antitumor properties, making it of interest for
biomedical applications. A detailed analysis of WGA is of interest from both nutritional and
technological perspectives, as this protein is a biomarker of whole-grain products. The aim of
this study was to characterize WGA from durum wheat germ using proteomic analysis. The
experimental approach involved the purification of WGA by affinity chromatography, using a
glycoprotein-based resin, followed by characterization through gel-based (SDS-PAGE) and
gel-free (HPLC and mass spectrometry) proteomics. LC-MS/MS analysis enabled the
identification of two isoforms of WGA, named WGA1 and WGAS3, and their respective
proteotypic peptides, thus laying the foundations for both qualitative (technological) and
quantitative (bioactivity/nutritional) analyses of WGA in germ and processed products.

Riassunto

La WGA ¢ attualmente 1’'unico bio-marcatore del germe di grano. Le uniche tecniche in grado
di rilevare la presenza della WGA sono I’ELISA e il Western-blot, sebbene spesso vi siano
difficolta analitiche legate al rilevamento di questa proteina in matrici piu complesse. In questo
studio I’applicazione di tecniche di purificazione mediante cromatografia per affinita e tecniche
di spettrometria di massa ad alta risoluzione ha permesso una completa caratterizzazione della
WGA e I’identificazione di due isoforme (WGA1 e WGA3). Questo approccio proteomico ha
posto le basi per un’analisi non solo qualitativa ma soprattutto quantitativa della WGA nei
prodotti whole-grain.

Introduzione

La crescente sensibilizzazione verso un’economia basata su un minore impatto ambientale sta
incoraggiando la comunita scientifica a valorizzazione i sottoprodotti ad alto valore
nutrizionale. Tra i sottoprodotti cerealicoli fortemente rivalutati negli ultimi anni ritroviamo il
germe di grano che rappresenta circa il 3% del chicco intero. Grazie al suo alto contenuto
proteico (28%) e alla sua ricca fonte di aminoacidi essenziali, il germe € considerato un
sottoprodotto ad alto valore nutrizionale. Tra le proteine espresse nel germe di grano ritroviamo
la WGA (wheat germ agglutinin), una piccola proteina (lectina) prevalentemente espressa nel
tessuto germinale, coinvolta nel sistema immunitario della pianta (Di Stasio et al. 2024). La
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WGA, e piu in generale le lectine, sono considerate molecole anti-nutrizionali poiché
influiscono sull'integrita dell'epitelio intestinale, compromettono I'assorbimento di altre
proteine ed inducono il rilascio di mediatori chimici, aumentando cosi il rischio di reazioni
inflammatorie. Studi in vitro hanno inoltre dimostrato che la WGA possiede proprieta
antifungine e antitumorali, rendendola interessante per applicazioni biomediche (Balcitnaité-
Murziené & Dzikaras 2021).

Un’analisi dettagliata della WGA ¢ di interesse sia dal punto di vista nutrizionale che da quello
tecnologico, poiché questa proteina & un bio-marcatore dei prodotti whole-grain (Di Stasio et
al. 2024; Marengo et al. 2022). In letteratura sono riportati studi sulla WGA prevalentemente
mediante tecniche immunochimiche, mentre pochi riguardano la sequenza amminoacidica
(Marengo et al. 2022). Lo scopo di questo studio é stata la caratterizzazione della WGA da
germe di grano duro mediante analisi proteomica ed immunochimica.

Materiali e metodi

Il germe e stato separato manualmente dalle cariossidi di grano duro seguendo la procedura
riportata da Barron et al. (2007). L’operazione ¢ stata effettuata su un numero elevato di
cariossidi per avere un quantitativo di germe pari a circa 1 g.

Le proteine del germe di grano duro sono state estratte con HCI 0.05 M e successivamente
processate su una resina specifica a base di glicoproteine da albume d’uovo, al fine di arricchire
e purificare la WGA. La resina, preparata in accordo a Zoccatelli et al. (2003) con alcune
modifiche, e stata impaccata in colonne centrifughe (su spin-column) da 0.5 mL, sfruttando la
forza centrifuga per 1’eluizione, cosi da accelerare il processo di purificazione/arricchimento.
Successivamente la WGA e stata analizzata mediante elettroforesi (SDS-PAGE) e Western-
blot, utilizzando un anticorpo anti-lectina (Triticum vulgaris antibody produced in rabbit, Sigma
cod. T4144). Le bande ottenute dall’analisi elettroforetica sono state tagliate e digerite con
tripsina per poi essere analizzate mediante spettrometria di massa.

In seguito, lo stesso campione é stato sottoposto ad analisi cromatografica RP-HPLC e i relativi
picchi cromatografici sono stati raccolti e digeriti con tripsina per poi sottoporli ad analisi di
spettrometria di massa.

L'analisi di spettrometria di massa é stata eseguita utilizzando un modello Q Exactive Orbitrap,
accoppiato all’HPLC Ultimate 3000 (Thermo Scientific, San Jose, CA, USA). Gli spettri
MS/MS risultanti sono stati elaborati contro il database del Triticum (https://uniprot.org),
utilizzando motori di ricerca quali MaxQuant (https://maxquant.org) (versione 1.6.2.10) e
ProteinProspector (https://prospector.ucsf.edu/prospector/mshome.htm). | parametri di ricerca
nel database per I’analisi proteomica delle bande da gel SDS sono stati impostati come segue:
carbossimetilazione della cisteina come modificazione fissa e ossidazione della metionina come
modificazione variabile; una tolleranza di massa di 10 ppm per lo ione precursore e 20 ppm per
i frammenti MS/MS. Di seguito é stata riportata una rappresentazione grafica del workflow
utilizzato per I’analisi della WGA di germe di grano duro.
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Figura 1. Rappresentazione grafica dell’approccio sperimentale adottato nello studio per 1’analisi della WGA dal
germe di grano duro.

Risultati e discussione

La prima fase del lavoro ha previsto 1’applicazione di tecniche elettroforetiche ed
immunochimiche per il rilevamento della WGA all’interno della miscela proteica estratta dal
germe di grano duro. Il profilo della miscela proteica ha mostrato la presenza di diverse proteine
con peso molecolare molto simile (Figura 2, Panel A, linea 2). Tra queste, le chitinasi erano le
principali proteine enzimatiche identificate nel germe di grano a circa 25 kDa e, in modo meno
marcato, a circa 18 kDa, insieme alle LMW-glutenine. Le bande a 13 kDa e 10 kDa sono state
identificate come LTP e altre proteine enzimatiche quali istoni, EM ed inibitori dell'alfa-
amilasi/tripsina. (Figura 2 Panel A, linea 2). In particolare, non sono stati identificati peptidi
appartenenti alla WGA e questo risultato potrebbe essere attribuito non solo alla bassa
concentrazione di questa lectina nella miscela proteica del germe di grano, ma anche alla sua
struttura chimica, che rende difficile il rilevamento nell'analisi elettroforetica.

1 2 3 1 2 3

20 . 20
, , .! | WGA

10 D

A B

Figura 2. SDS-PAGE e Western-Blot dell’estratto di germe di grano prima e dopo
arricchimento su resina di glicoproteine. Panel A SDS-PAGE: linea 1, marker
molecolare; linea 2, estratto proteico del germe prima dell’arricchimento; linea 3, WGA
dopo arricchimento. Panel B immunoblotting con anticorpo anti-lectina: linea 1, marker
molecolare; linea 2, estratto proteico del germe prima dell’arricchimento; linea 3, WGA
dopo arricchimento.

49



Questo risultato ha mostrato la necessita di un ulteriore step di purificazione della WGA
sfruttando le sue proprieta di legare gli zuccheri. A tal fine é stata utilizzata la cromatografia di
affinita su resina di glicoproteine da albume d’uovo. L'uso della cromatografia di affinita,
essendo una tecnica semplice, rapida, riproducibile e altamente performante, rappresenta un
valido strumento per purificare le lectine vegetali da diverse matrici. Questo approccio si é reso
necessario poiché I'estratto delle proteine del germe di grano in condizioni acide include non
solo la WGA, ma anche altre proteine con proprieta biologiche simili quali ad esempio le
chitinasi (Figura 2 Panel A e B, linea 2). Come previsto dopo la cromatografia di affinita,
I’analisi elettroforetica ha mostrato una banda a circa 18 kDa identificata come WGA, mediante
Western-blot e analisi di spettrometria di massa (Figura 2, Panel A e B, linea 3). In linea con i
risultati elettroforetici, I’analisi RP-HPLC della WGA dopo purificazione su colonnina per
affinita, ha mostrato chiaramente la presenza di due isoforme (WGA1 e WGA3) (Figura 3)
dalle quali, grazie all’analisi di spettrometria di massa alta risoluzione, ¢ stato possibile
determinare il peso molecolare. Successivamente le frazioni cromatografiche sono state
raccolte, digerite con tripsina e analizzate mediante LC-MS/MS. Tale approccio ha permesso
di identificare i peptidi marker (proteotipici) delle WGA1 e WGAS3. Questo risultato costituisce
una base fondamentale per lo sviluppo di metodi proteomici per I'analisi quantitativa della
WGA in diverse specie di frumento o nei prodotti alimentari a base di cereali come i prodotti
whole-grain.

FigLira 3. RP-‘HPLC della WGA. L’identificazione delle due isotforme WéAl e WE}A3 ¢ stata effettuata mediante
spettrometria di massa.

In conclusione, questo studio ha presentato un'analisi dettagliata della WGA di germe di grano
e delle sue isoforme mediante un approccio proteomico e immunochimico. La fase iniziale di
arricchimento/purificazione della WGA su resina di glicoproteine & stato un passo
fondamentale per 1’analisi proteomica basata sulla spettrometria di massa ad alta risoluzione,
che ha fornito informazioni sulla sequenza peptidica proteotipica (peptidi marker) di questo
bio-marcatore del germe di grano. Questo approccio quindi non solo ha reso possibile la
caratterizzazione della WGA, ma ha posto le basi per una sua quantificazione accurata nei
prodotti whole-grain.
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Abstract

The traditional rice cultivation under submerged conditions and the oscillating soil redox
environment deeply affects the mobility and availability of inorganic contaminants. The
concentrations of arsenic (As) and cadmium (Cd) in rice are generally higher than those found
in other cereal crops and the increasing attention to consumers’ health justifies the stricter
thresholds introduced for these elements, with upcoming limits also for nickel (Ni) in 2026.
Moreover, rice cropping practices have to cope with the changing climate and the decreased
water availability, with unforeseen impacts also on the concentration of inorganic contaminants
in rice grain, particularly concerning the specific conditions characterizing Italian rice
production. Here we present a brief overview of the studies carried out by the working group
joining the Rice Research Center of Ente Nazionale Risi, the University of Turin and the
Catholic University of Piacenza. While the mechanisms underpinning As and Cd mobility and
plant uptake have been partly understood and management guidelines have been supplied to
rice farmers, Ni uptake and accumulation by rice is still to be cleared.

Riassunto

La tradizionale coltivazione del riso in suoli sommersi modifica sostanzialmente il ciclo
biogeochimico e la disponibilita dei contaminanti inorganici. Le concentrazioni di arsenico (As)
e cadmio (Cd) nel riso sono generalmente superiori rispetto a quelle rilevate in altri cereali, e la
crescente attenzione alla salute dei consumatori ha indotto non solo 1’adozione di limiti piu
restrittivi per questi elementi, ma anche I’introduzione di un limite per il nichel (Ni), che entrera
in vigore nel 2026. La risicoltura deve inoltre adattarsi al clima che cambia e alla ridotta
disponibilita idrica, con conseguenze difficili da prevedere anche per quanto riguarda i
contaminanti inorganici nella granella, soprattutto nelle condizioni specifiche delle aree risicole
italiane. Viene qui presentata una breve rassegna degli studi condotti dal gruppo di lavoro
composto dal Centro Ricerche sul Riso dell’Ente Nazionale Risi, dall’Universita di Torino e
dall’Universita Cattolica del Sacro Cuore di Piacenza. Mentre i meccanismi che regolano la
mobilita e I'uptake di As e Cd da parte del riso sono meglio conosciuti ed ¢ stato possibile
fornire ai risicoltori alcuni utili suggerimenti, quelli che regolano la mobilita e I’assorbimento
di Ni da parte del riso necessitano ancora di ulteriori studi.

Parole chiave: Suolo, arsenico, cadmio, nichel
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Introduzione

Il riso ¢ tradizionalmente coltivato in condizioni di suolo sommerso a cui questo cereale ¢
particolarmente ben adattato. Questo causa pero profonde differenze nelle dinamiche
biogeochimiche degli elementi, sia nutritivi, sia contaminanti, nei suoli di risaia e, dunque, della
loro disponibilita per il riso. In particolare, 1’arsenico e il cadmio possono raggiungere
concentrazioni elevate nella granella, talvolta anche oltre i limiti posti dalla Commissione
Europea (2023/915), che fissano a 0.15 mg kg la soglia massima di Cd e di As inorganico
(somma di ione arseniato [As"] e arsenito [As™]) nel riso bianco.

L’ incremento di mobilita e disponibilita dell’As nei suoli sommersi € legato alla riduzione del
Fe (da Fe" a Fe) con la conseguente dissoluzione degli ossidi e ossi-idrossidi, che
rappresentano il principale sito per I’immobilizzazione dell’As nel suolo, e alla riduzione
dell’AsY ad As'!, pit mobile e tossico. La mobilita del Cd, invece, diminuisce in condizioni
anossiche per I’aumento del pH e la formazione di composti insolubili quali solfuri e idrossidi,
che si sciolgono rapidamente, liberando il Cd in soluzione, al ritorno di condizioni aerobiche e
al diminuire del pH. L’uptake dei contaminanti da parte della pianta dipende inoltre dalle fasi
fenologiche e dalle caratteristiche della rizosfera. La vulnerabilita del riso all’uptake di
contaminanti inorganici dipende quindi dalle caratteristiche del suolo, ma anche da quelle della
varieta di riso coltivata e, soprattutto, dalle pratiche agronomiche utilizzate, a partire dalla
gestione dell’acqua irrigua. L’attuale urgenza ¢ quella di sperimentare strategie sempre piu
efficienti per ridurre contemporaneamente I’accumulo As e Cd, modulati in modo opposto dalla
maggior parte delle variabili, perché i risicoltori possano venire incontro alla crescente tutela
della salute dei consumatori. Rimane invece difficile, al momento, stabilire la relazione tra la
mobilita del Ni nel suolo e il suo uptake da parte del riso. La dissoluzione di questo elemento ¢
infatti favorita in condizioni di suolo anossico (Rinklebe e Shaheen, 2017), poiché il pool di Ni
piu labile ¢ probabilmente quello associato agli ossidi di Fe, ma studi preliminari suggeriscono
un maggior accumulo nel riso cresciuto in condizioni ossidanti. Questa apparente incongruenza
deve essere chiarita al piu presto, in modo da poter suggerire valide strategie per il contenimento
della sua presenza nella granella di riso.

Materiali e metodi

Gli studi sono stati svolti a scala diversa, partendo da survey sistematiche svolte nel corso degli
anni su tutto il territorio risicolo nazionale da parte di Ente Nazionale Risi, per conoscere le
caratteristiche fisicochimiche dei suoli delle principali aree produttive in relazione a quelle del
riso che vi ¢ coltivato. Per la comprensione dei meccanismi che regolano la mobilita degli
elementi nel suolo e il trasporto nella pianta ci si ¢ avvalsi di sperimentazioni in laboratorio e
in condizioni semicontrollate in mesocosmi (contenitori con volume di circa 1 m?), in cui
valutare 1’interazione tra suolo e pianta potendo regolare le variabili in studio per renderne piu
marcati gli effetti. Alcuni dei risultati sono stati poi messi alla prova in parcelle sperimentali in
campo, fino ad arrivare alla sperimentazione in azienda.

Risultati e discussione

Le concentrazioni medie di arsenico inorganico (0.10 + 26 mg kg ') (Tenni et al., 2017) e di
cadmio 0.062+0.035 mg kg ') (Pastorelli et al., 2018) nel riso bianco coltivato in Italia
indicano un prodotto generalmente di buona qualita. I dati riguardanti i contenuti di Ni sono
attualmente ancora in corso di raccolta ed elaborazione da parte dell’Ente Nazionale Risi, ma
le medie sembrano decisamente inferiori al limite di 1.5 mg kg ™' che entrera in vigore nel 2026.
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Figura 1. Concentrazioni di As inorganico e organico nella
granella di riso (asse Y principale) e As totale nel suolo (asse Y
secondario) nelle principali aree risicole della Pianura Padana.

La concentrazione di As nel riso ¢ correlata, seppur debolmente, all’ As totale presente nel suolo
(Fig. 1), suggerendo particolari attenzioni per la gestione delle risaie con suoli piu ricchi in As;
tuttavia, dato che la disponibilita delle diverse forme di As nel suolo puo essere molto diversa,
il contenuto totale di As del suolo non ¢ di per s¢ un indicatore sufficiente per prevedere il
trasferimento alla granella. Tra i fattori predisponenti vi sono suoli pesanti e poco drenanti, con
elevate quantita di sostanza organica labile. La disponibilita del silicio del suolo sembra in grado
di contrastare, entro certi limiti, I’ingresso dell’As™ nell’apparato radicale del riso (Bogdan e
Shenk, 2009; Tenni et al., 2017); tuttavia, uno studio condotto in parcelle sperimentali presso il
Centro Ricerche sul Riso dove sono stati confrontati diversi potenziali ammendanti o
fertilizzanti a base di silicio non ha evidenziato particolari benefici, nemmeno a dosi molto
elevate. Dalla Figura 1 si evince inoltre come al crescere della concentrazione dell’As totale
aumenti piu che proporzionalmente la frazione dell’As in forma organica (Tenni et al. 2017),
non soggetta a normativa e per lo piu costituita da acido dimetilarsinico. Per suoli non
contaminati, come sono generalmente quelli delle risaie italiane, non si osservano correlazioni
tra il contenuto di Cd del suolo (media, 0.2 mg kg™!, in linea con quella dei suoli europei) e
quello del riso. Non sono ancora disponibili informazioni in merito al Ni, ma si dovra verificare
se la sua maggiore presenza nei suoli derivanti da substrati litologici serpentinitici si riflette
sulla concentrazione nella granella.

La variabile piu importante nel regolare ’uptake di As da parte del riso si € confermata essere
la gestione dell’acqua irrigua in risaia. Si ¢ dimostrato che il riso assorbe la maggior parte
dell’As durante la fase di levata (Fig. 2) e che periodi di asciutta programmati, anche brevi,
purché in grado di riportare il suolo in condizioni ossidanti, sono efficaci nel ridurre
significativamente la concentrazione di As nella pianta (Fig.2) e nella granella rispetto al
controllo mantenuto in sommersione continua (Zecchin et al., 2017).
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Figura 2. Effetto di asciutte effettuate in corrispondenza di differenti fasi
fenologiche sulla concentrazione di As nei tessuti del riso durante il ciclo
colturale.

Il Cd sembra invece essere assorbito soprattutto nelle fasi finali del ciclo colturale, a partire
dalla fioritura (Fig. 3a). Poiché esso diviene piu mobile in condizioni aerobiche, ¢ importante
mantenere in sommersione il suolo quanto piu a lungo possibile dopo la fioritura, possibilmente
fino a maturazione cerosa avanzata, in modo da evitare un significativo aumento dell’elemento
nel riso. Grazie al fatto che As e Cd vengono assorbiti per lo piu durante fasi fenologiche
diverse, € possibile mitigare I’uptake di entrambi con un’attenta programmazione della gestione
dell’acqua e condizioni pedologiche favorevoli. Benché la concentrazione di Ni nella soluzione
del suolo tenda ad aumentare con I’anaerobiosi, come per I’As, la concentrazione nella granella
appare invece favorita da condizioni maggiormente ossidanti (Fig. 3b) al pari del Cd.

120

(a) m(_r]b) Ni H As m Cd

100 a
00 I

60 500

80

ug kgt

40
c

300 b
cd
) - I
d . 200
b
, Il == | l )
Continuous Tillering Internode  From flowering  From hard b . -
flooding elongation tomilk stage  dough stage to 8] e
IRR

harvest FLD

Figura 3. (a) Effetti di asciutte effettuate in corrispondenza di differenti fasi fenologiche sulla concentrazione di
As nella granella del riso; (b) Confronto della sommersione continua (FLD) e dell’irrigazione turnata (IRR) sulle
concentrazioni di Ni, As e Cd in granella.

Oltre a un’opportuna gestione dell’acqua, la calcitazione ¢ un utile strumento per limitare
I’uptake di Cd, soprattutto nel caso in cui il suolo venga gestito in condizioni aerobiche (Fig 4).
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L’aggiunta di materiale organico, invece, per quanto talvolta suggerita in letteratura, non si €
dimostrata efficace (Fig. 4a). La calcitazione, a fronte di una chiara diminuzione del Cd, non
modifica sensibilmente la concentrazione di As, mentre gli effetti sull’uptake di Ni sono meno
chiari (Fig. 4b). Sono attualmente in corso ricerche per chiarire le dinamiche, ancora poco
conosciute, del Ni in risaia in funzione delle diverse caratteristiche fisicochimiche del suolo ¢
delle tecniche agronomiche adottate, e i meccanismi di assorbimento e traslocazione da parte
della pianta di riso, in modo da individuare le possibili strategie per ridurne la concentrazione.
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Abstract

Italy is the leading producer of rice in Europe. The main seed-borne disease of this crop is
bakanae, caused by F. fujikuroi. The only synthetic fungicide approved for preventive seed
treatment, fludioxonil, is a candidate for substitution. An alternative to chemical control is the
use of endophytes as microbial biocontrol agents (BCAs), which, due to their close relationship
with the host, can provide more effective disease prevention. The aim of the work was to isolate,
select based on in vivo efficacy in disease reduction, and characterize rice endophytes in vitro
to select candidate BCAs against rice bakanae disease. Among 135 isolates of rice endophytes,
18 significantly reduced the severity of bakanae disease in vivo. Following molecular
identification and growth at 37°C to exclude off-target agricultural crop pathogens and possible
human opportunistic pathogens, 5 potential BCAs were selected, which, however, displayed
low efficacy in F. fujikuroi growth inhibition in vitro. Further in vivo biocontrol trials confirmed
the efficacy of all selected strains, suggesting the importance of developing screening methods
that involve the host plant to avoid discarding potential BCAs with low efficacy in vitro.

Riassunto

L’Italia ¢ il principale produttore di riso in Europa. La principale malattia trasmessa per seme
di questa coltura é la fusariosi, causata da F. fujikuroi. L unico fungicida di sintesi approvato
per la concia preventiva delle sementi, fludioxonil, € un candidato alla sostituzione.
Un’alternativa alla lotta chimica ¢ rappresentata dall’uso di endofiti come antagonisti microbici,
i quali, grazie al loro stretto rapporto con 1’ospite, possono garantire una maggiore efficacia di
contenimento delle malattie. Lo scopo del lavoro e stato di isolare, selezionare sulla base
dell’efficacia dell’attivita antagonista in vivo e caratterizzare in vitro endofiti di riso per
individuare microrganismi da utilizzare nella lotta contro la fusariosi. Tra 135 isolati di endofiti
di riso, 18 hanno ridotto significativamente la gravita della fusariosi in vivo. In seguito a
identificazione molecolare e crescita a 37°C per escludere, rispettivamente, patogeni di colture
agrarie off-target e possibili patogeni opportunisti umani, sono stati selezionati 5 potenziali
antagonisti, i quali tuttavia hanno determinato una ridotta riduzione della crescita di F. fujikuroi
in vitro. Un’ulteriore prova di difesa biologica in vivo ha confermato 1’efficacia di tutti i ceppi
selezionati, suggerendo I’importanza della messa a punto di metodi di selezione sulla pianta
ospite per evitare di scartare potenziali antagonisti aventi ridotta efficacia in vitro.

Introduzione

Il riso ¢ tra le piu importanti colture agrarie nel mondo e I’Italia rappresenta il maggiore
produttore in Europa (Kraehmer et al., 2017). La fusariosi, causata dal fungo emibiotrofo F.
fujikuroi Nirenberg [teleomorfo Gibberella fujikuroi (Sawada) Ito in Ito & K. Kimura],
rappresenta la principale malattia trasmessa per seme di questa coltura. | sintomi principali
comprendono clorosi fogliare e allungamento degli internodi causato dalla sovrapproduzione
di acido gibberellico, di origine sia vegetale che fungina, durante la fase biotrofica (Siciliano et
al., 2015). In stadi successivi, il patogeno puo portare a necrosi del colletto e sterilita delle

S7


mailto:davide.spadaro@unito.it

pannocchie. Questa malattia ha guadagnato 1’attenzione delle aziende sementiere in quanto
I’unico fungicida di sintesi approvato per la concia delle sementi, fludioxonil, ¢ un candidato
alla sostituzione. Una soluzione promettente in alternativa alla lotta chimica € rappresentata
dagli antagonisti microbici, che possono contenere le malattie delle piante adottando diversi
meccanismi d’azione, quali antibiosi, competizione per spazio /o0 nutrienti, iperparassitismo e
produzione di enzimi litici, induzione di resistenza nell’ospite ¢ manipolazione del microbiota
residente. Il principale collo di bottiglia dell’utilizzo di microrganismi vivi nella lotta biologica,
tuttavia, € rappresentato dalla loro spesso scarsa efficacia in condizioni di campo. Gli endofiti,
grazie al loro stile di vita basato sulla colonizzazione dei tessuti interni dell’ospite, possono
potenzialmente garantire una maggiore efficacia di contenimento della malattia possedendo,
oltre che conferendo all’ospite, una piu ampia tolleranza agli stress abiotici (Collinge et al.,
2019). Lo scopo del lavoro e stato di isolare endofiti di riso e selezionarli sulla base
dell’efficacia dell’attivita antagonista in vivo per individuare potenziali agenti di lotta biologica
nei confronti di F. fujikuroi. Gli isolati selezionati sono stati identificati molecolarmente e
caratterizzati in vitro per escludere potenziali patogeni vegetali o umani ed esplorarne il
potenziale inibitorio nei confronti di F. fujikuroi in assenza dell’ospite vegetale. L’efficacia di
antagonismo in vivo dei ceppi piu promettenti € stata confermata valutando variabili aggiuntive,
quali I’incidenza della malattia e la biomassa fresca totale.

Materiali e metodi

Cariossidi di 24 linee italiane di riso sono stati utilizzati per I’isolamento di endofiti. Tra queste,
5 genotipi sono stati coltivati in serra per 4 settimane allo scopo di campionare e isolare
dall’apparato epigeo del riso (pool di culmi e foglie). L’isolamento é stato condotto su 1 g di
tessuto (cariossidi 0 apparato epigeo) sottoposto a sterilizzazione superficiale utilizzando, in
sequenza, etanolo 70%, ipoclorito di sodio all’1-2%, etanolo e 5 lavaggi con acqua deionizzata
sterile, utilizzando ipoclorito di sodio all’1% per I’apparato epigeo e al 2% per le cariossidi.
L’assenza di epifiti ¢ stata verificata mettendo in coltura su substrato agarizzato 1’ultima acqua
di lavaggio. L’isolamento di funghi endofiti ¢ consistito nel mettere in coltura su substrato
agarizzato i tessuti sterilizzati superficialmente. Per i batteri endofiti i tessuti sono stati
omogeneizzati con mortaio e pestello, diluiti serialmente e messi in coltura su substrato
agarizzato. Morfotipi unici sono stati coltivati in purezza e conservati a -80°C in glicerolo. La
selezione dei microrganismi si ¢ basata sull’efficacia antagonista nei confronti di F. fujikuroi
in vivo in condizioni controllate. Sono stati usati un ceppo virulento del patogeno (A5) e la
cultivar Galileo, suscettibile alla malattia (Amatulli et al. 2010) per valutare 1’eventuale
riduzione dei sintomi operata dagli endofiti. Le prove hanno incluso un testimone sano (non
trattato con endofiti né inoculato con il patogeno), un testimone inoculato (non trattato con
endofiti e inoculato con il patogeno) e un testimone chimico (inoculato con il patogeno e
successivamente trattato con fludioxonil). Le sospensioni microbiche degli endofiti da saggiare
alla concentrazione di 10’ CFU ml™ sono state preparate in soluzione di Ringer addizionata
dell’adesivante sodio-carbossimetilcellulosa allo 0,5% e le cariossidi sono state trattate per
immersione. L’inoculazione artificiale con F. fujikuroi alla concentrazione di 10° CFU ml?¢
avvenuta mediante immersione in presenza di un agente adesivante. La semina e avvenuta in
vaschette contenenti un substrato a base di torba (60%) e di sabbia (40%) in serra ad una
temperatura di 27 + 5°C di giorno e 22 £ 5°C di notte. Sono stati svolti rilievi a 7, 14, 21 e 28
giorni post germinazione per valutare la gravita della malattia, utilizzando una scaladaOa4 e
poi convertendo i dati in percentuale utilizzando la formula di McKinney.

Gli isolati che hanno mostrato miglior efficacia nel contenimento della fusariosi in vivo sono
stati identificati molecolarmente utilizzando i geni marcatori ITS per i funghi filamentosi e 16S
per i batteri per escludere potenziali patogeni vegetali su colture economicamente rilevanti.
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Un’ulteriore selezione ¢ stata operata in base al tasso di crescita a 37° per escludere potenziali
patogeni umani opportunisti. I ceppi selezionati sono stati saggiati in vitro utilizzando la coltura
duale e il metodo sandwich per verificare la capacita inibitoria nei confronti di F. fujikuroi,
calcolata come percentuale di riduzione della crescita del patogeno in presenza degli endofiti
rispetto a capsule di controllo contenenti solo il patogeno. E stata svolta un’ulteriore prova di
lotta biologica in vivo per confermare 1’efficacia dei ceppi selezionati, valutando, oltre alla
gravita della malattia, I’incidenza della fusariosi e la biomassa fresca totale a fine prova.

Risultati e discussione

Sono stati isolati 135 microrganismi endofiti da cariossidi di 24 cultivar italiane di riso e
dall’apparato epigeo di 5 cultivar tolleranti alla fusariosi. Sono stati saggiati 45 isolati per volta
in 3 prove indipendenti allo scopo di individuare endofiti in grado di ridurre significativamente
la gravita della fusariosi. Sono stati selezionati 18 isolati, di cui 7 funghi e 11 batteri, che hanno
ridotto del 35-40% la gravita della malattia rispetto al testimone inoculato.

Gli endofiti selezionati sono stati sottoposti a identificazione molecolare e crescita a 37°C per
escludere, rispettivamente, patogeni di colture agrarie off-target e possibili patogeni
opportunisti umani. Questa ulteriore fase di selezione ha portato ad ottenere cinque potenziali
antagonisti appartenenti ai generi Epicoccum, Microbacterium e Methylobacterium. La
percentuale di riduzione della crescita di F. fujikuroi in vitro, verificata mediante coltura duale
e metodo sandwich, é risultata limitata in tutti i ceppi (1-10%), tranne nel caso di Epicoccum
catenisporum ceppo RS-GALA41 nella coltura duale (25%, Figura 1).
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Figura 1. Saggi di inibizione della crescita di F. fujikuroi in vitro
operata dai potenziali antagonisti selezionati valutata mediante coltura
duale (grigio scuro) e metodo sandwich (grigio chiaro). Lettere diverse
su diverse barre indicano differenze statisticamente significative (P <
0,05) sulla base del test di Games-Howell.
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Un’ulteriore prova di difesa biologica in vivo ha confermato 1’efficacia di tutti i ceppi
selezionati nel contenimento della malattia, determinando una riduzione della gravita rispetto
al testimone inoculato tra il 25 e il 35% (Figura 2). Epicoccum layuense ceppo RS-1850.3 e
Methylobacterium oryzae ceppo RS-MIS3, non hanno avuto un effetto significativo nella
riduzione dell’incidenza della malattia (15%), ma, insieme a E. catenisporum ceppo RS-
GALA41, hanno portato ad un incremento significativo della biomassa fresca totale rispetto al
testimone inoculato e statisticamente simile al testimone sano. | trattamenti con i ceppi RL-
1948.2 e RS-APO3 appartenenti alla specie Microbacterium testaceum hanno determinato una
riduzione significativa sia della gravita che dell’incidenza della fusariosi, mentre la biomassa
fresca totale non € incrementata rispetto al testimone inoculato.
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Figura 2. Prova di lotta biologica per confermare
’efficacia in vivo dei ceppi selezionati valutando
la riduzione di incidenza e gravita e 1’aumento
della biomassa rispetto al testimone inoculato.
Lettere diverse indicano differenze significative
(P <0,05) sulla base del test di Tukey.
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La diversa efficacia di contenimento di F. fujikuroi in vitro e in vivo operata dagli endofiti
selezionati nel presente studio potrebbe essere dovuta a meccanismi d’azione di antagonismo
legati alla presenza dell’ospite, quali 1’induzione della resistenza e la manipolazione del
microbiota residente a svantaggio del patogeno, che verranno elucidati mediante studi di
espressione genica e analisi del microbioma a diversi stadi fenologici del riso. Questi risultati
suggeriscono, inoltre, I’importanza della messa a punto metodi di selezione sulla pianta ospite
per evitare di scartare potenziali antagonisti non efficaci in vitro, in quanto spesso non sono
correlati all’efficacia in vivo né consentono di considerare la tolleranza agli stress abiotici in
condizioni, dalla serra al campo, sempre piu avverse. In un’ottica di applicazione su larga scala,
infine, i ceppi piu promettenti saranno scelti anche in base a caratteristiche tecniche quali la
capacita di sopravvivenza a processi di stabilizzazione, quali la liofilizzazione, e diverse
formulazioni per garantire un’efficacia stabile anche in condizioni di campo.
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Abstract

The aim of this study was the design of gluten-free gnocchi made with chickpea flour raw or
heat-treated by extrusion-cooking or turbo-cooking. The extruded chickpea flour presented
distinctive technological properties and the corresponding optimized gnocchi showed
characteristics comparable with a fresh pasta of good quality, such as solids loss during cooking
less than 3%. Consistency of the optimized gnocchi was higher than that of traditional and
gluten-free gnocchi based on potato flakes and starch, probably due to the lower moisture
(48.3% vs. 58.1-57.9%) and weight gain after cooking (2.4% vs. 6.7-10.9%).

Riassunto

Lo scopo del lavoro ¢ stato quello di sviluppare e ottimizzare gnocchi gluten-free a base di
sfarinato di ceci tal quale o sottoposto a due tipologie di trattamento termico (estrusione-cottura
e turbo-cottura). Lo sfarinato sottoposto a trattamento termico per estrusione-cottura ha
mostrato interessanti proprieta tecnologiche e gli gnocchi ottenuti hanno mostrato
caratteristiche paragonabili ad una pasta fresca di qualita, come una perdita di solidi in cottura
contenuta (inferiore al 3%). La consistenza degli gnocchi ottimizzati a base di sfarinato di ceci
¢ risultata superiore rispetto a quella di gnocchi tradizionali e gluten-free a base di fiocchi e
fecola di patate, aspetto riconducibile al minore valore di umidita (48.3% vs. 58.1-57.9%) e al
minor incremento peso post-cottura (2.4% vs. 6.7-10.9%).

Introduzione

Il crescente consumo di alimenti gluten-free ha comportato un maggiore interesse verso
sfarinati senza glutine innovativi. In questo contesto, gli sfarinati di legumi sono considerati dei
validi ingredienti poiché sono naturalmente gluten-free e possiedono un interessante profilo
nutrizionale, compensando la scarsita di alcuni nutrienti comunemente evidenziata in prodotti
senza glutine (Foschia ef al., 2017). In particolare, nella pasta senza glutine ¢ noto che I’amido
gelatinizzato e 1’organizzazione delle proteine alternative al glutine ricoprono un ruolo rilevante
ai fini della realizzazione di un prodotto dalla struttura adeguata (Mariotti et al., 2011).
L’applicazione di trattamenti termici opportunamente disegnati pud modificare le proprieta
tecno-funzionali delle farine di legumi, evitando o riducendo 1’utilizzo di additivi nella
formulazione del prodotto finale (Pasqualone ef al., 2021).

Lo scopo del presente lavoro ¢ stato quello di sviluppare e ottimizzare una formulazione di
gnocchi a base di sfarinato di ceci, studiando I’effetto della quantita di acqua aggiunta e del
trattamento termico della farina. L’idea di focalizzare 1’attenzione sulla formulazione di pasta
fresca nasce dal fatto che si tratta di uno degli alimenti maggiormente diffusi e apprezzati in
tutto il mondo. Inoltre, lo studio ha permesso di sviluppare un prodotto ideale per soddisfare la
crescente richiesta da parte dei consumatori di alimenti gluten-free con buone proprieta
nutrizionali.
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Materiali e metodi

Inizialmente, sono stati caratterizzati tre differenti tipologie di sfarinati di ceci: tal quale (C_TQ)
e sottoposto a estrusione-cottura (C_EC) o turbo-cottura (C_TC). La caratterizzazione degli
sfarinati ha previsto la valutazione della granulometria (Do, indice espressione del 90% delle
particelle dello sfarinato con dimensioni inferiori al valore rilevato; Mastersizer 3000, Malvern
Panalytical, Cambridge, UK), della quantita di amido danneggiato (kit specifico, Megazyme
International Ireland Ltd., Bray, Wicklow, Irlanda), del grado di solubilita in acqua fredda
(Singh & Singh, 2003), della capacita di ritenzione dell’acqua (WRC, water retention capacity;
Cappa et al., 2018), della capacita di assorbimento dell’olio (OAC, oil absorption capacity;
Turan et al., 2015) e delle proprieta viscoamilografiche (Tuna et al., 2023).

Successivamente, per ottimizzare la formulazione degli gnocchi si € impostato un disegno
sperimentale considerando come fattori la tecnologia di trattamento dello sfarinato di ceci e la
quantita di acqua impiegata per produrre I’impasto (range 70-140% sul peso dello sfarinato). |
12 campioni di impasto risultanti dal disegno sperimentale sono stati caratterizzati in termini di
consistenza e lavorabilita mediante test dinamometrici. I risultati ottenuti hanno poi permesso
di calcolare una formulazione ottimizzata per gli gnocchi a base di 100% sfarinato di ceci. Il
campione ottimizzato (GN_OPT) ¢ stato prodotto su scala artigianale e le sue caratteristiche
qualitative sono state confrontate con quelle di gnocchi prodotti a partire da preparati
commerciali per gnocchi tradizionali (GN_STD) a base di fiocchi e fecola di patate e farina di
frumento tenero, e gnocchi gluten-free (GN_GF) a base di amido di mais, fiocchi e fecola di
patate e farina di riso. Gli gnocchi di riferimento sono stati preparati utilizzando la quantita
d’acqua consigliata in etichetta, pari a 131.7% e 120% sul peso del preparato, rispettivamente
per GN STD e GN _GF. La caratterizzazione qualitativa degli gnocchi ha previsto la
determinazione del grado di umidita degli gnocchi crudi, del colore degli gnocchi cotti in scala
CIE L*a*b*, il comportamento in cottura, espresso come incremento di peso e residuo solido
rilasciato nell’acqua di cottura, e la consistenza degli gnocchi cotti, determinata mediante test
di compressione, taglio ed estrusione (cella di Kramer) in accordo con Cappa et al. (2021). La
cottura ¢ stata condotta in condizioni standard per tutti i campioni, cuocendo gli gnocchi con
un rapporto in peso campione: acqua minerale di 1:10 (residuo fisso acqua a 180°C pari a 88.3
mg/L), senza aggiunta di sale. La cottura ¢ stata protratta per 1 min, poi la pasta ¢ stata scolata
e lasciata raffreddare per 20 minuti all’interno di un contenitore chiuso ermeticamente prima di
essere sottoposta ad analisi.

I dati analitici ottenuti sono stati sottoposti ad analisi statistica (analisi della varianza a una via,
seguita dal test della differenza minima significativa, p<0.05) al fine di evidenziare le differenze
significative tra le differenti tipologie di sfarinati di ceci e tra gli gnocchi di ceci e i riferimenti.

Risultati e discussione

Gli sfarinati di ceci termotrattati hanno mostrato una granulometria maggiore rispetto allo
sfarinato tal quale (Tab. 1), riconducibile alle diverse procedure di macinazione adottate. Tale
aspetto, insieme alla parziale gelatinizzazione dei granuli di amido provocata dall’applicazione
del trattamento termico, ha influenzato anche il quantitativo di amido danneggiato (Fig. 1).
Infatti, C_EC ha mostrato un livello maggiore di amido danneggiato, suggerendo che la
procedura di macinazione impiegata e il trattamento di estrusione-cottura possano aver avuto
effetti pit marcati sulle proprieta tecnologiche dello sfarinato. Infatti, il campione C_EC ha
mostrato un minore grado di solubilita in acqua, aspetto attribuibile alla maggiore granulometria
riscontrata per questo sfarinato, oltre che a possibili cambiamenti a livello della struttura delle
proteine dello sfarinato in seguito all’applicazione del trattamento termico.
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Tabella 1. Principali caratteristiche tecnologiche degli
sfarinati di ceci tal quale (C_TQ), estruso (C_EC) e
sottoposto a turbo-cottura (C_TC).

*% a lettere diverse nella stessa colonna corrispondono
valori medi significativamente differenti.

Granulometria 40

B
(Lm) WRC OAC 30 B
(%) (mL/g) A
D90 20
(=]
X c b
CTQ  387+2° 865  1.01+0.03° 10 a = b
C EC 526 +17° 143 + 2° 1.00 £ 0.032 0
CTQ CEC cC.TC
c_TC 483 + 5 117+£1°  1.14£0.04° = Solubilita = Amido danneggiato

Figura 1. Principali caratteristiche tecnologiche
degli sfarinati di ceci tal quale (C_TQ), estruso
(C_EC) e sottoposto a turbo-cottura (C_TC).

a-c; A-B g Jettere diverse corrispondono valori medi
significativamente differenti.

Gli sfarinati termotrattati hanno mostrato, inoltre, un significativo miglioramento in termini di
capacita di ritenzione dell’acqua, aspetto legato alla gelatinizzazione dei granuli d’amido e ad
una possibile riorganizzazione della struttura proteica (Tab. 1). I maggiori valori di WRC sono,
infatti, stati riscontrati nel campione C_EC caratterizzato dal livello piu elevato di amido
danneggiato. Significative variazioni in seguito al trattamento termico sono state riscontrate
anche in merito alla capacita di assorbimento dell’olio da parte dello sfarinato sottoposto a
turbo-cottura (C TC), -caratteristica importante nelle formulazioni alimentari, poiché
ingredienti con elevati valori di OAC favoriscono un maggiore apprezzamento degli attributi
sensoriali dell’alimento (Turan et al., 2015).

Un ulteriore fattore rilevante nella caratterizzazione di uno sfarinato sono le proprieta
viscoamilografiche, influenzate dal grado di gelatinizzazione dell’amido. Come riportato in
Figura 2, durante il test viscoamilografico, all’aumentare della temperatura si ¢ assistito ad un
progressivo aumento della viscosita della sospensione sfarinato: acqua, fenomeno dovuto al
rigonfiamento dei granuli d’amido fino alla loro rottura e alla conseguente fuoriuscita
dell’amilosio. Cio € avvenuto in maniera piu contenuta per i campioni termotrattati per i quali
non ¢ stato possibile evidenziare un picco di gelatinizzazione ben definito; tale comportamento
¢ risultato ancora piu evidente nel campione C _EC ad ulteriore conferma dell’avvenuta
destrutturazione dei granuli di amido gia durante il trattamento di estrusione-cottura.
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Figura 2. Curve viscoamilografiche degli sfarinati di ceci tal quale (C_TQ), estruso (C_EC) e sottoposto
a turbo-cottura (C_TC). UB, Unita Brabender.
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Durante la successiva fase di raffreddamento, si € osservato un aumento di viscosita dovuto alla
riorganizzazione di amilosio e amilopectina all’interno del granulo di amido e alla formazione
di una struttura reticolare che coinvolge anche le componenti proteiche e le fibre presenti nella
matrice. Gli sfarinati di ceci termotrattati hanno mostrato valori di viscosita finali piu contenuti
del campione tal quale, in quanto 1 granuli di amido erano gia stati gelatinizzati e retrogradati
in seguito al trattamento termico.

L’ottimizzazione della formulazione degli gnocchi a base di sfarinato di ceci ¢ stata realizzata
applicando un disegno sperimentale /-Optimal a due fattori: quantita di acqua aggiunta (range
70-140%, rispetto al peso dello sfarinato) e tipologia di trattamento termico applicato allo
sfarinato (estrusione-cottura; turbo-cottura). I 12 impasti ottenuti (comprese le repliche di tre
punti sperimentali) sono stati caratterizzati in termini di consistenza e lavorabilita, mediante
test di estrusione e adesivita. Per I’ottimizzazione numerica, basata sulla funzione di
desiderabilita, ¢ stato considerato come obiettivo un intervallo di estrudibilita di 4100-6200 mJ,
calcolato in base ai valori ottenuti dall’analisi degli impasti prodotti con la miscela commerciale
tradizionale (STD) o gluten-free (GF), a base di fiocchi e fecola di patate. Il valore di
desiderabilita piu alto (1.00) ¢ stato ottenuto con lo sfarinato trattato per estrusione-cottura e
1’84% di acqua aggiunta, con un valore di estrudibilita pari a 54134142 mJ. Come mostrato in
Figura 3, gli gnocchi ottimizzati (GN_OPT) sono risultati ben formati e caratterizzati dalla
tipica rigatura superficiale, come gli gnocchi di riferimento contenenti glutine (GN_STD) e
gluten-free (GN_GF), a conferma che la formulazione e le condizioni di processo impiegate
(es. nella fase di impastamento e formatura) sono idonee per I’ottenimento del prodotto
desiderato. Anche dopo la cottura, tutti i campioni di gnocchi hanno mantenuto la forma e la
rigatura caratteristica di questa tipologia di pasta fresca senza presentare eccessivi disfacimenti
del prodotto.
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GN_OPT GN_STD GN_GF GN_OPT GN_STD GN_GF

Figura 3. Immagine dei campioni di gnocchi crudi (a sinistra) e cotti (a destra) realizzati con
sfarinato di ceci sottoposto a estrusione-cottura (GN_OPT), con preparato commerciale a base di
fiocchi e fecola di patate e farina di frumento tenero (GN_STD) e con preparato commerciale a
base di fiocchi e fecola di patate e ingredienti gluten-free (GN_GF).

In Tabella 2 sono riportati i risultati relativi alla caratterizzazione dei campioni di gnocchi cotti.
Dall’analisi del colore si € evidenziata, come atteso, una significativa differenza tra gli gnocchi
a base di sfarinato di ceci estruso e gli gnocchi impiegati come riferimenti, data dalle differenti
tipologie di sfarinati impiegati. Differenze significative tra i diversi campioni di gnocchi sono
state riscontrate anche in termini di incremento di peso a seguito della cottura: gli gnocchi di
cecl, infatti, hanno mostrato un valore minore rispetto agli gnocchi di riferimento (2.4% vs. 6.7-
10.9%), ad indicare un inferiore assorbimento di acqua a parita di tempo di cottura. GN_OPT
ha mostrato un valore di perdita di solidi in cottura paragonabile a GN_STD e leggermente
superiori a GN_GF (2.5% vs. 1.3-2.6%), indice di una pasta fresca gluten-free di buona qualita
(Cappa et al., 2021). In linea generale, la pasta fresca gluten-free mostra maggiori perdite di
solidi in cottura rispetto alla pasta di frumento, proprio a causa dell’assenza della maglia
glutinica. Nel caso degli gnocchi di riferimento gluten-free (GN_GF), la minore perdita di solidi
in cottura potrebbe essere dovuta al fatto che nella formulazione del preparato impiegato erano
presenti addensanti.
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Aspetto fondamentale per la buona accettabilita da parte dei consumatori ¢ la consistenza degli
gnocchi dopo la cottura. Gli gnocchi di ceci ottenuti nelle condizioni ottimizzate hanno mostrato
una consistenza maggiore (36315 N) a quella degli gnocchi di riferimento (130-216 N); tale
aspetto ¢ riconducibile al contenuto di umidita del prodotto crudo pari a 48.3+0.1%,
significativamente inferiore rispetto a GN_STD (58.1+0.4%) e GN_GF (57.9+£0.8%) e al
minore assorbimento di acqua in cottura che determina un minor incremento di peso in cottura.

Tabella 2. Principali caratteristiche qualitative degli gnocchi cotti contenti 100% sfarinato di ceci sottoposto a
estrusione-cottura (GN_OPT), con preparato commerciale con fiocchi e fecola di patate e farina di frumento tenero
(GN_STD) e con preparato commerciale con fiocchi e fecola di patate e ingredienti gluten-free (GN_GF).

Colore Increm(_anto Pgrdlta solidi Consistenza
N N N peso in in cottura (N)
L a b cottura (%) (%)
GN_OPT 69.9+1.6° -39+0.2° 289+12° 24%05° 25+0.2° 365 + 15°
GN_STD 75.9+0.7° -7.8+05 20.7+1.6% 10.9+1.2° 2.6+0.2° 130 + 72
GN_GF 75.7+1.7° -7.9+04* 20.3+152 6.7 +0.9° 1.3+0.22 216 + 19°

In conclusione, dai risultati ottenuti € possibile affermare che lo sfarinato di ceci trattato per
estrusione-cottura puo essere utilizzato per la produzione di gnocchi gluten-free, fornendo al
consumatore un prodotto alternativo a quelli attualmente presenti sul mercato e caratterizzato
da buone proprieta nutrizionali e qualitative, soprattutto dopo cottura.
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Abstract

Dried seeds and table olives are often thermally and chemically treated to improve their quality
and preservation. However, these processes can produce acrylamide (AA), a substance
classified as potentially carcinogenic to humans. In this study, the effect of adding sesame
seeds, sunflower seeds and black olives (with and without brine) on the formation of AA in
savoury biscuits was investigated. The biscuits, enriched with 10% of these ingredients, were
tested for AA and the most important quality characteristics (weight loss, moisture, water
activity, pH value, colour and texture) before and after baking. AA was also measured in each
enrichment ingredient. The results show an average increase in AA of 163% compared to the
control biscuits (198.9 ug/kg), with particularly high concentrations in the biscuits with
sunflower seeds. Black olives, although containing more AA among the enrichment
ingredients, resulted in biscuits with lower AA levels than those with sesame and sunflower
seeds. To summarise, it is difficult to predict the AA content in bakery products based on the
levels of this compound in the ingredients used, but other factors must also be taken into
account.

Riassunto

| semi essiccati e le olive da tavola sono spesso sottoposti a trattamenti termici e chimici per
migliorarne la qualita e la conservazione. Tuttavia, questi processi possono dar luogo alla
formazione di acrilammide (AA), sostanza classificata come potenzialmente cancerogena per
I’uomo. Questo studio ha valutato l'effetto dell'aggiunta di semi di sesamo, semi di girasole e
olive nere (con e senza salamoia) sulla formazione di AA in biscotti salati. | biscotti, arricchiti
con il 10% di questi ingredienti, sono stati analizzati prima e dopo la cottura per AA e i
principali parametri di qualita (calo peso, umidita, attivita dell'acqua, pH, colore e texture).
L’AA ¢ stata misurata anche nei singoli ingredienti di arricchimento. I risultati mostrano un
aumento medio di AA del 163% nei biscotti arricchiti rispetto a quelli di controllo (198,9
ug/kg), con concentrazioni particolarmente elevate nel prodotto con semi di girasole. Le olive
nere, anche se contenevano piu AA rispetto a tutti gli altri ingredienti, hanno portato a biscotti
con livelli di AA inferiori rispetto a quelli con semi di sesamo e di girasole. In conclusione, e
emerso che risulta difficile predire il contenuto di AA nei prodotti da forno arricchiti sulla base
dei livelli di tale composto negli ingredienti utilizzati, ma e necessario considerare anche altri
fattori.

Introduzione
L'acrilammide (AA) e una sostanza presente in diversi alimenti, che si forma a seguito di
processi di lavorazione e trattamenti termici, ritenuta potenzialmente cancerogena per l'uomo
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secondo 1’Agenzia Internazionale per la Ricerca sul Cancro (IARC, 1994). La sua formazione
negli alimenti & principalmente legata alla reazione tra zuccheri riducenti, come glucosio e
fruttosio, e amminoacidi liberi, come I'asparagina, attraverso le reazioni di Maillard (Schouten
et al., 2022). Dopo la scoperta della presenza di AA negli alimenti, la Commissione europea,
gli Stati membri, i ricercatori e I'industria alimentare hanno compiuto sforzi congiunti per
monitorarne i livelli e sviluppare efficaci strategie di controllo. Nel 2017, la Commissione
europea ha stabilito misure di mitigazione e valori di riferimento per ridurre la presenza di AA
in diverse categorie di prodotti a rischio attraverso il Regolamento (UE) 2017/2158. Un gruppo
di alimenti a rischio citato nel regolamento € quello dei prodotti da forno, tra cui biscotti e
cracker. Nel corso degli anni, sono state sviluppate numerose strategie per ridurre i livelli di
AA nei prodotti da forno, intervenendo in tutte le fasi del processo produttivo, dall'impiego
dell'enzima asparaginasi nelle formulazioni, all'ottimizzazione delle condizioni di cottura
(Schouten et al., 2022). Tuttavia, € emerso che i dati sulla presenza di AA in alcuni alimenti
non elencati nel Reg. (UE) 2017/2158 sono ancora insufficienti. Per questo, nel 2019 la
Commissione europea ha adottato la Raccomandazione 2019/1888/CE, che si concentra sul
monitoraggio dell’AA in altri alimenti appartenenti alle diverse categorie gia considerate e in
altri prodotti come semi essiccati e olive da tavola.

Numerosi studi hanno dimostrato che semi e olive vengono sottoposti a trattamenti termici per
migliorarne la conservazione e la qualita organolettica; tuttavia, questi processi possono anche
favorire la formazione di AA (Nematollahi et al., 2020; Duedahl-Olesen et al., 2022). Ad
esempio, concentrazioni di AA comprese tra 33,4 e 171,8 pg/kg sono state trovate in semi di
girasole (Nematollahi et al., 2020), mentre concentrazioni tra 135 ¢ 633 pg/kg sono state
riscontrate in semi di sesamo (Berk et al., 2020). I risultati dell'analisi dell’AA in 31 varieta di
olive da tavola hanno mostrato quantita variabili fino a 1100 pg/kg (Duedahl-Olesen et al.,
2022). Le variazioni nella concentrazione di AA possono essere attribuite all'effetto di diverse
procedure di lavorazione e conservazione (es. temperatura, sterilizzazione, conservazione in
salamoia) in combinazione con l'origine geografica della materia prima.

Tutti i prodotti citati sono comunemente consumati come snack salutari, antipasti o contorni,
ma sono anche sempre piu utilizzati come ingredienti per arricchire le formulazioni di vari
prodotti. Pertanto, potrebbero contribuire a un'elevata assunzione di AA in diverse categorie di
alimenti.

Lo scopo di questo studio é stato analizzare gli effetti dell'aggiunta di semi di sesamo, semi di
girasole e olive nere, sia in salamoia che senza, come ingredienti per I'arricchimento di biscotti
salati, sulla concentrazione di AA. Sebbene questi ingredienti selezionati contengano
notoriamente AA e i suoi precursori, il loro contributo all'ulteriore formazione di AA quando
vengono aggiunti a matrici complesse, come i prodotti da forno, € stato studiato per la prima
volta (Schouten et al., 2024).

Materiali e metodi

Preparazione dei biscotti

Gli impasti dei biscotti salati sono stati preparati seguendo una formulazione base arricchita
con semi di girasole (GI), semi di sesamo (SE), olive nere senza (ONS) e con salamoia (OS).
La ricetta base includeva farina di frumento 00 (250 g), acqua (100 g), olio extra vergine d’oliva
(25 g), sale (5 g) e agente lievitante (5 g). Per preparare I’impasto, gli ingredienti di base sono
stati mescolati per 1 min e 45 s utilizzando un robot da cucina (Bimby Robot TM31, Vorwerk).
Successivamente, ogni ingrediente aggiunto ¢ stato incorporato nell’impasto in quantita pari al
10% del totale e mescolato per 1 min. Il campione di controllo (C) é stato preparato utilizzando
esclusivamente la ricetta base. Dopo la miscelazione, gli impasti sono stati lavorati a mano per
1 min e lasciati riposare a 4 °C per 20 min prima della formatura. Al termine del riposo,
I’impasto ¢ stato steso con una laminatrice semi-industriale (S-420 INOX, Gam International)

68



impostata a uno spessore di 3 mm, e i biscotti sono stati formati utilizzando uno stampo rotondo
del diametro di 8 cm.

Per ogni formulazione, 6 biscotti (circa 120 g di impasto crudo) sono stati cotti in modalita
statica in un forno elettrico preriscaldato a 175 °C (Apollo PS1 Steamer, AEG-Elettrolux). |
tempi di cottura ottimali sono stati selezionati in base a test preliminari e pari a 20 min (C, Gl
e SE) e 23 min (ONS e OS). Sono state effettuate due repliche di impasto e due di cottura per
ogni campione (12 biscotti per ricetta, 60 biscotti in totale).

Umidita, attivita dell’acqua e pH

Gli ingredienti di arricchimento utilizzati in formulazione e i biscotti crudi e cotti sono stati
analizzati per: umidita, attivita dell'acqua (aw) e pH.

L'umidita (%) é stata valutata a 105 °C mediante metodo gravimetrico (UF110, Memmert). L'aw
e stata determinata a 25 °C con un igrometro a punto di rugiada (Aqualab, Metre 4 TE). Il pH
e stato misurato utilizzando un pH-metro mescolando 4 g di campione in 6 g di acqua distillata
(Metter Toledo, FiveEasy F20-Std kit).

Estrazione e quantificazione dell'acrilammide

L’estrazione e la quantificazione dell'AA negli ingredienti di arricchimento e nei biscotti cotti
sono state effettuate seguendo il metodo descritto da Schouten et al. (2022), con alcune
modifiche. In dettaglio, i campioni sono stati liofilizzati e successivamente concentrati prima
di essere sottoposti ad analisi. La quantificazione dell’AA ¢ avvenuta in UHPLC-MS/MS
utilizzando un sistema Agilent 1290 Infinity Series e un Triple Quadrupole 6420 (Agilent
Technology); il sistema MS era composto da una sorgente electrospray ionisation (ESI)
operante in polarita positiva. La fase mobile era costituita da acqua (A) e acetonitrile (B),
entrambi contenenti acido formico (0,1%). La separazione € stata ottenuta a un flusso di 0,8
mL/min utilizzando una modalita di eluizione a gradiente.

Risultati e discussione

Principali caratteristiche qualitative dei biscotti e degli ingredienti

E noto che 1’aggiunta di alcuni ingredienti nella formulazione di alcuni prodotti, tra cui quelli
da forno, possono influenzare le reazioni chimiche alla base della formazione di AA e, di
conseguenza, influire sulla concentrazione finale di questo composto tossico.

Sono state analizzate diverse caratteristiche qualitative dei campioni di biscotti e degli
ingredienti aggiunti alla formulazione di base, al fine di comprendere i principali cambiamenti
indotti dall'utilizzo di tali ingredienti nella matrice del prodotto.

Il contenuto di umidita degli impasti crudi, variabile tra il 30,6% (GI) e il 37,8% (OS), e quello
dei biscotti cotti, compreso tra 1'11,3% e il 18,8% (Figura l1a), € risultato proporzionale
all'umidita degli ingredienti aggiunti alle diverse formulazioni. Nello specifico, I’'umidita degli
ingredienti aggiunti era pari al 4,0 £ 0,1% per i semi di girasole, 4,7 + 0,0% per i semi di sesamo,
75,6 £ 1,4% per le olive senza salamoia e 77,2 + 1,3% per le olive con salamoia.

L’aw era simile in tutti gli impasti, con una media di 0,96 + 0,01. Analogamente all'umidita,
dopo la cottura si ¢ osservata una riduzione dell’aw nei campioni, pari rispettivamente al 13,4,
23,0, 27,9, 13,7 e 14,5% per C, GI, SE, ONS e OS. Il campione C presentava un valore di aw
significativamente piu alto rispetto ai campioni Gl ed SE, mentre i campioni ONS e OS
presentavano valori di aw simili a C.

Per quanto riguarda il pH, sono state riscontrate differenze significative tra il valore dei semi di
girasole e sesamo (media di 6,1 + 0,1) e quello delle olive (media di 7,5 + 0,2). Tuttavia, tali
differenze non hanno influenzato significativamente il pH degli impasti, che avevano tutti un
valore medio pari a 7,4 £ 0,1. | biscotti cotti hanno raggiunto valori di pH simili compresi tra
7,3 (C) e 7,5 (ONS).
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Figura 1. Umidita (%) degli impasti e dei biscotti dopo cottura (a). Concentrazione di acrilammide (ug/kg) nei
biscotti e nei rispettivi ingredienti aggiuntivi (b). Controllo (C); con semi di girasole (Gl); con semi di sesamo
(SE); con olive nere senza (ONS) e con salamoia (OS).

Lettere diverse indicano differenze significative tra i campioni (test di Tukey, p < 0,05).
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Contenuto di acrilammide

Le concentrazioni di AA nei biscotti salati dopo cottura e negli ingredienti aggiunti sono
riportate nella Figura 1b. Nel campione C I’AA era pari a 198,9 ug/kg, mentre tutti gli altri
biscotti arricchiti contenevano quantita di AA significativamente superiori: 523,4 pg/kg
(+160%) per GI, 416,4 pg/kg (+110%) per SE, 410,4 pg/kg (+110%) per ONS e 344,9 ug/kg
(+70%) per OS. La maggiore concentrazione di AA nei campioni arricchiti puo essere in parte
attribuita alla quantita di tale composto presente negli ingredienti aggiunti ai biscotti.

Nello specifico, i semi di girasole e sesamo avevano concentrazioni di AA rispettivamente pari
a 132,4 e 129,2 pg/kg, valori analoghi a quelli trovati da Berk et al. (2020) e Nematollahi et al.
(2020). La presenza di AA nei semi essiccati € dovuta alla presenza di precursori e ai trattamenti
termici cui vengono sottoposti, sebbene le concentrazioni possano variare in relazione alla
tipologia, origine e alle condizioni di lavorazione. Nello studio di Berk et al. (2020), non sono
stati rilevati zuccheri riducenti nei semi, suggerendo che alcuni composti carbonilici si possono
formare durante i trattamenti termici a seguito della decomposizione del saccarosio. Inoltre,
I’idrossimetilfurfurale (HMF), che si puo originare durante 1’essiccazione dei semi, potrebbe
essere un intermedio chiave nella formazione di AA reagendo con l'asparagina libera (Berk et
al., 2020).

Le olive nere da tavola utilizzate in formulazione avevano elevate concentrazioni di AA, con
valori di 381,1 pg/kg per quelle senza salamoia e di 357,7 ng/kg per quelle con salamoia. L'alto
contenuto di AA nelle olive utilizzate e attribuito al processo "California-style”, un metodo
utilizzato per la colorazione e conservazione del prodotto (Duedahl-Olesen et al., 2022). Questa
lavorazione prevede processi che possono favorire la formazione di AA, quali trattamenti con
liscivia, ossidazione con aria, neutralizzazione con alcali, uso di gluconato ferroso per ottenere
un colore nero stabile e la sterilizzazione delle olive. Inoltre, Duedahl-Olesen et al. (2022)
hanno dimostrato che il riscaldamento in forno delle olive nere puo aumentare drasticamente la
concentrazione finale di AA, passando da valori massimi di 1100 pg/kg fino a valori di 18300
ug/kg. Quindi sia la concentrazione di AA rilevata nelle olive sia il processo di cottura
potrebbero spiegare il maggiore contenuto di AA nei campioni di biscotti ONS e OS rispetto ai
campioni C. Diversi studi hanno dimostrato che la produzione delle olive in salamoia, rispetto
a quella senza salamoia, porta a una riduzione dei valori di AA durante la conservazione, poiché
il composto tossico si diffonde dal frutto al liquido di governo (Martin-Vertedor et al., 2021).
Tuttavia, nel presente studio, le olive commerciali in salamoia presentavano una concentrazione
di AA non significativamente diversa rispetto a quella delle olive senza salamoia. Confrontando
le concentrazioni di AA negli ingredienti semi e olive con quelle trovate nei rispettivi biscotti,
si osserva che, nonostante le olive avessero un contenuto di AA piu elevato, hanno contribuito
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a un aumento minore di AA nei biscotti con esse arricchiti (+7% in media) rispetto ai semi
(+260% in media). Questo risultato pud essere spiegato dal fatto che i biscotti arricchiti con
olive presentavano un contenuto di umidita significativamente piu alto rispetto a quelli
arricchiti con semi (Figura 1a), come confermato dalla correlazione negativa e significativa tra
le concentrazioni di AA e il contenuto di umidita nei biscotti cotti (r =— 0,71; p < 0,05). Al
contrario, non & stata riscontrata alcuna correlazione significativa tra i valori di pH e le
concentrazioni di AA nei biscotti, poiché i valori di pH risultavano simili tra i vari campioni.
In conclusione, i biscotti arricchiti GI, SE e ONS hanno leggermente superato il valore di
riferimento di AA per i "crackers non a base di patate" pari a 400 ug/kg (Reg. UE 2017/2158).
I biscotti OS presentavano un valore di AA inferiore a 400 pg/kg, tuttavia sempre superiore al
campione di controllo. Il contenuto di AA nei biscotti arricchiti puo essere attribuito
all'inclusione degli ingredienti aggiunti, che sono fonte sia dei precursori dell'AA (asparagina
e zuccheri) che dello stesso composto prodotto durante le fasi di lavorazione come
disidratazione, ossidazione, tostatura, sterilizzazione, ecc. Questi ingredienti hanno anche
influenzato i valori di umidita e aw dei biscotti, contribuendo a una diversa formazione di AA
durante la cottura. Lo studio evidenzia quindi che non e possibile prevedere il contenuto di AA
nei prodotti da forno basandosi solo sulla concentrazione di tale composto negli ingredienti
utilizzati, poiché anche altre proprieta della complessa matrice contribuiscono ad influenzare il
risultato finale. Cio sottolinea la necessita di monitorare non solo la presenza di AA negli
ingredienti di arricchimento, ma anche come questi reagiscono con gli altri componenti del
prodotto durante le diverse fasi di lavorazione.

Bibliografia

Berk E., Hamzalioglu A., Gokmen V. 2020. Multiresponse kinetic modelling of 5-
hydroxymethylfurfural and acrylamide formation in sesame (Sesamum indicum L.) seeds
during roasting. European Food Research and Technology, 246(12): 2399-2410.
Duedahl-Olesen L., Wilde A. S., Dagnas-Hansen M. P., Mikkelsen A., Olesen p.T., Granby K.
2022. Acrylamide in commercial table olives and the effect of domestic cooking. Food Control,
132(108515): 1-7.

IARC. 1994. Agenzia internazionale per la ricerca sul cancro. Acrylamide. Monographs on the
evaluation of carcinogenic risks to humans: some industrial chemicals, 60: 389-433.
Martin-Vertedor D., Ferndndez A., Mesias M., Martinez M., Martin-Tornero E. 2021.
Identification of mitigation strategies to reduce acrylamide levels during the production of black
olives. Journal of Food Composition and Analysis, 102(104009): 1-9.

Nematollahi A., Kamankesh M., Hosseini H., Hadian Z., Ghasemi J., Mohammadi A. 2020.
Investigation and determination of acrylamide in 24 types of roasted nuts and seeds using
microextraction method coupled with gas chromatography—mass spectrometry: Central
composite design. Journal of Food Measurement and Characterization, 14(3): 1249-1260.
Schouten M. A., Tappi S., Glicerina V., Rocculi P., Angeloni S., Cortese M., Caprioli G., Vittori
S., Romani S. 2022. Formation of acrylamide in biscuits during baking under different heat
transfer conditions. LWT - Food Science and Technology, 153(112541): 1-8.

Schouten M. A., Santanatoglia A., Angeloni S., Ricciutelli M., Acquaticci L., Caprioli G.,
Vittori S., Romani S. 2024. Effects of Nuts, Dried Fruits, Dried Seeds and Black Olives as
Enrichment Ingredients on Acrylamide Concentrations in Sweet and Savoury Biscuits. Food
and Bioprocess Technology, 17(6): 1525-1538.

71



Impatto dei fattori climatici sulla qualita e le caratteristiche aromatiche di varieta di
frumento tradizionali e moderne
R. De Flaviis, V. Santarelli, G. Sacchetti”

Dipartimento di Bioscienze e Tecnologie Agro-Alimentari e Ambientali, Universita degli Studi
di Teramo, Via R. Balzarini 1, 64100 Teramo (TE).

“E-mail: gsacchetti@unite. it

Abstract

Climate changes associated with global warming are increasingly affecting the quality of crops,
including wheat. The aim of this study is to evaluate the impact of climate indices, calculated
using temperature, precipitation and solar radiation data, on the commercial quality and volatile
organic compound (VOC) profile of wheat. Six varieties of soft and durum wheat, including
two heritage and four moderns, were grown for three consecutive years in four experimental
fields at three different altitudes. Climate data were monitored by meteorological stations and
were used to calculate climate indices associated with global warming. Finally, the commercial
quality parameters and VOC profiles of the harvested grains are analysed. The VOC profile
was analysed by SPME-GC-MS. The datasets were processed using a regression by Projection
on Latent Structures (PLS). The effect of climate indices on the VOC profile was different
between traditional and modern varieties. For durum wheat, the heritage variety showed a
different response to thermal stresses, described by the temperature excursion (AT) and degree
days indices, and to accumulated solar radiation (RAD). For soft wheat, however, the heritage
variety showed a different response to temperature excursion (AT).

Riassunto

I cambiamenti climatici associati al riscaldamento globale stanno influenzando sempre piu la
qualita delle coltivazioni, tra cui il frumento. Obbiettivo di questo studio ¢ la valutazione
dell’impatto degli indici climatici, calcolati utilizzando 1 dati di temperatura, precipitazioni e
radiazione solare, sulla qualita commerciale ed il profilo dei composti organici volatili (VOC)
del frumento. A questo scopo, sei varieta, di frumento tenero e duro, tra cui due tradizionali e
quattro moderne, sono state coltivate per tre anni consecutivi in quattro campi sperimentali
situati a tre altitudini diverse. I dati climatici sono stati monitorati tramite stazioni
metereologiche e sono stati utilizzati per calcolare indici climatici associati con il riscaldamento
globale. Infine, i parametri di qualita commerciale ed 1 profili dei VOC dei grani raccolti sono
stati analizzati. In particolare, il profilo dei VOC ¢ stato analizzato tramite SPME-GC-MS.
L’effetto degli indici climatici sul profilo dei VOC ¢ risultato differente tra varieta tradizionali
e varieta moderne. In particolare, per i frumenti duri, la varieta tradizionale (Senatore Cappelli)
ha mostrato una differente risposta agli stress termici, descritti dagli indici escursione termica
(AT) e gradi giorno, e alla radiazione solare accumulata (RAD). Per i frumenti teneri, invece,
la varieta antica (Solina) ha mostrato una differente risposta all’escursione termica (AT).

Introduzione

I cambiamenti climatici associati al riscaldamento globale stanno influenzando sempre piu la
qualita delle coltivazioni, tra cui il frumento (White et al., 2006). Infatti, ¢ stato riportato come
diverse produzioni agricole si stanno spostando a latitudini e altitudini maggiori. L’esempio piu
eclatante di questo fenomeno ¢ il cambiamento della mappa delle coltivazioni dei vigneti
europei (Jones et al., 2022). In Cina, diversi studi hanno dimostrato benefici nello spostamento
delle aree di coltivazione del grano a latitudini maggiori (Zhang et al., 2022). In Italia invece si
potrebbero sfruttare i terreni marginali in altitudine, spesso caratterizzati da suoli piu poveri e
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condizioni meteorologiche piu rigide. In questo contesto i grani tradizionali possono rivelarsi
un’ottima soluzione.

Materiali e metodi

Sei varieta di frumento tenero e duro, tra cui due tradizionali e quattro moderne, sono state
coltivate per tre anni consecutivi in quattro campi sperimentali situati a tre altitudini diverse.
La coltivazione in altitudine ¢ infatti una strategia per contrastare il riscaldamento globale
indotto dai cambiamenti climatici. I dati climatici sono stati monitorati tramite stazioni
metereologiche e sono stati utilizzati per calcolare indici climatici associati con il riscaldamento
globale come riportato da De Flaviis et al. (2023). Infine, 1 parametri di qualita commerciale ed
1 profili dei VOC dei grani raccolti sono stati analizzati. In particolare, il profilo dei VOC ¢
stato analizzato tramite SPME-GC-MS utilizzando un metodo ottimizzato per il frumento (De
Flaviis et al., 2021).

I set di dati ottenuti dalle analisi condotte su frumento tenero e duro sono stati elaborati
utilizzando una regressione mediante Proiezione su Strutture Latenti (PLS), utilizzando gli
indici climatici come variabili da predire.

Risultati e discussione

In figura 1 sono mostrati tutti gli indici climatici calcolati e le loro importanze relative (espresse
come VIP) per grani teneri e duri, rispettivamente. Il grafico mostra che 1 giorni estivi (SU25)
e le fluttuazioni diurne della temperatura (AT) sono gli indici climatici principalmente
responsabili dei cambiamenti del profilo dei VOC sia nel frumento tenero che in quello duro,
mentre 1 gradi giorno (GDD), 1 giorni aridi consecutivi (CDD) e la radiazione solare accumulata
(ASR) hanno indotto risposte specie-specifiche (Fig. 1).
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Figura 1. Importanza dei fattori (indici climatici) calcolati da PLS2 separatamente per grano tenero e duro. La
linea continua identifica le variabili influenti (VIP > 1). ADD: Giorni aridi accumulati; ASR: Radiazione solare
accumulata; CDD: Giorni secchi consecutivi; GDD: Gradi giorno accumulati; PRCPTOT: Precipitazioni
giornaliere totali; SU25: Giorni estivi; TM: Temperatura media dell'aria diurna; AT: Fluttuazioni di temperatura
dell'aria diurna.

In base all’analisi dei residui delle regressioni PLS condotte in un precedente studio (De Flaviis
et al., 2023), I’effetto degli indici climatici sul profilo dei VOC ¢ risultato differente tra varieta
tradizionali e varietd moderne. In particolare, per i frumenti duri, la varieta tradizionale
(Senatore Cappelli) ha mostrato una differente risposta agli stress termici, descritti dagli indici
escursione termica (AT) e gradi giorno (GDD), e alla radiazione solare accumulata (RAD). Per
i frumenti teneri, invece, la varieta antica (Solina) ha mostrato una differente risposta
all’escursione termica (AT). Per questo motivo sono state effettuate una serie di ulteriori
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regressioni PLS separando i grani tradizionali da quelli moderni per studiare la risposta varieta-
specifica agli indici climatici.

Nelle tabelle 1,2,3,4 sono riportati i -coefficienti dei VOC selezionati dalla PLS-R per predire
1 parametri climatici pitt importanti. La resa agraria ¢ influenzata negativamente dell’escursione
termica giornaliera (AT) ma solo per i grani moderni. Invece solo per il grano tradizionale
Solina, I’aumento delle giornate estive (SU25) corrisponde ad una riduzione del peso dei 1000
semi. | terpeni rappresentano la classe chimica di VOC piu influenzati dagli stress ambientali,
e sono anche quelli che discriminano maggiormente le risposte delle varieta dei grani teneri
tradizionali e moderni agli stress.

Nei grani duri, aldeidi, chetoni e alcoli rappresentano la classe chimica di COV piu influenzati
dagli stress ambientali, e sono anche quelli che discriminano maggiormente le risposte delle
varieta tradizionali e moderne agli stress. Inoltre, 1 giorni estivi (SU25) influenzano
maggiormente il profilo volatile del grano Cappelli rispetto a quello dei grani duri moderni.

Tabella 1. B-coefficienti calcolati dalla PLS-R per predire I’escursione termica media (AT) considerando solo i
grani teneri

SOLINA (TRADIZIONALI) GRANI MODERNI
VARIABILE COEFFICIENTE VARIABILE COEFFICIENTE
Dodecanale -0.097 cis-B-Farnesene -0.031
Valencene 0.109 Resa agraria (t/ha) -0.152
Tridecano 0.082 Pentadecano 0.055
p-Cymene 0.014 (E)-2-Ottenale -0.034
2-Metiloctano 0.022 3-Otten-2-one -0.026
a-Thujene -0.015 Acido pentanoico 0.003
Dodecano 0.077 f -Selinenolo 0.046
Diisobutil ftalato -0.008 trans-Calamenene 0.080
2,3-Ottanedione -0.073 Metil esanoato -0.041
3-Etilbenzaldeide -0.073 (E,E) 2,4-Nonadienale -0.060
B-Cariofillene -0.051

Tabella 2. B-coefficienti calcolati dalla PLS-R per predire i giorni estivi (SU25) considerando solo i grani teneri

SOLINA (TRADIZIONALI) GRANI MODERNI
VARIABILE COEFFICIENTE VARIABILE COEFFICIENTE
6,10-Dimetil-5,9-

. -0.033 Diisobutilftalato -0.123
undecadien-2-one
Peso 1000 semi -0.088 B -Cariofillene 0.012
o-Fellandrene 0.074 Dietilftalato -0.081
4-Oxononanale -0.018 a-Copaene 0.035
p-Cymene 0.051 1-Dodecene -0.046
Pentadecano -0.061 1,4-Diacetilbenzene 0.014
cis-B-Farnesene -0.064
Pentanale -0.070
2-Decanone 0.034
6-Metil-5-epten-2-olo -0.082
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Tabella 3. B-coefficienti calcolati dalla PLS-R per predire 1’escursione termica media (AT) considerando solo i
grani duri

CAPPELLI (TRADIZIONALI) GRANI MODERNI
VARIABILE COEFFICIENTE VARIABILE COEFFICIENTE
2-(2-butossietossi)-etanolo 0.027 Valencene -0.065
Ascaridole -0.046 y-Cadinene -0.051
1-Esadecene 0.017 3,5-Nonadien-2-one 0.046
2-Eptadecanolo 0.021 Etil tetradecanoato 0.032
3-Etilbenzaldeide 0.019 Alcool feniletilico -0.026
(Z)-2-Decenale -0.037 Pentadecano -0.070
1,4-Diacetilbenzene 0.029
Acido 2-etil esanoico 0.020

Tabella 4. B-coefficienti calcolati dalla PLS-R per predire i giorni estivi (SU25) considerando solo i grani duri

CAPPELLI (TRADIZIONALI) GRANI MODERNI
VARIABILE COEFFICIENTE VARIABILE COEFFICIENTE
1-Pentanolo -0.046 Pentadecano 0.079
Alcool benzilico 0.045 y-Caprolactone -0.068
Acetofenone 0.044 Fenolo -0.024
Valencene -0.037 (E)-2-Esenale 0.037
2-Sec-Builcicloesanone 0.038
1-Esanolo -0.040
Benzotiazole 0.038
6,10,14-Trimetil-2- 0.035
pentadecanone
1-Tridecanolo 0.042
Coumarin -0.041
2-Eaadecanolo 0.037
Decanale 0.026
(E)-2-Nonenale 0.037
Benzaldeide 0.031
2-Etil-1-esanolo 0.023
2-Tridecanolo 0.034
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Abstract

Millet (Panicum miliaceum L.) is an annual herbaceous plant belonging to the family of the
Gramineae Tribe Paniceae. A plant resource that can be validly included in regenerative cereal
supply chains, due to its adaptability to unfavourable pedoclimatic conditions. It is particularly
rich in nutrients, so it can be considered an excellent product not only for animal feed, but also
for human, especially for those suffering from celiac disease being gluten-free. No official
varieties are known, with precise morpho-physiological traits and nutritional composition,
therefore, with the present work the aim was to recover some millet lines at an international
level, to characterize them morpho-physiologically and to identify those worthies of further
processes of valorisation, to provide homogeneous, stable and easily identifiable genetic
material in specific regenerative supply chains.

In this study, 19 lines from the U.S. National Plant Germplasm System (GRIN Global Project)
were tested. During the first year of testing, 12 lines were definitively homogeneous and
distinguishable, to be subjected to verification in 2024, and to verify the stability requirement.

Riassunto

Il miglio (Panicum miliaceum L.) ¢ una pianta erbacea annuale appartenente alla famiglia delle
Graminaceae Tribu Paniceae. Una risorsa vegetale che puo essere inserita validamente nelle
filiere cerealicole rigenerative, per la sua adattabilita a situazioni pedoclimatiche sfavorevoli.
Inoltre, ricca di elementi nutritivi, pud essere considerata un ottimo prodotto non solo per
I’alimentazione zootecnica, ma anche umana, soprattutto per chi soffre di celiachia essendo
priva di glutine. Non si conoscono varieta ufficiali, con precise peculiarita morfo-fisiologiche
e di composizione nutrizionali, pertanto, con il presente lavoro si ¢ posto I’obiettivo di
recuperare a livello internazionale alcune linee di miglio, caratterizzarle morfo-
fisiologicamente e individuare quelle meritevoli di ulteriori processi di valorizzazione. Nello
studio sono state poste in prova 19 linee provenienti da U. S. National Plant Germplasm System
(GRIN Global Project). Durante il primo anno di prova sono state definitive omogenee e
distinguibili 12 linee, da sottoporre a verifica nel 2024, per appurare anche il requisito di
stabilita.

Introduzione

Il miglio (Panicum miliaceum L.) ¢ una pianta erbacea annuale appartenente alla famiglia delle
Graminaceae Tribu Panicecae, con corredo cromosomico 2n=36. La specie P. miliaceum
presenta di norma delle sub-specie in funzione del colore del seme: a/bum o miglio bianco, piu
comune in Italia ed Europa e le luteum, nigrum e bicolor coltivate maggiormente nei climi
caldo-aridi, Baldoni e Giardini (1986). Il miglio € una risorsa vegetale che puo essere inserita
validamente nelle filiere cerealicole rigenerative, in quanto agronomicamente interessante per
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la notevole brevita del suo ciclo di vita, per la ridotta esigenza in termini di risorse idriche e
nutrizionali, molto versatile alle differenti condizioni pedo-climatiche, adatta nei climi del Sud-
Italia, nonché migliorativa del suolo, De Falco et al (2007). L’aspetto sfavorevole ¢ la
particolare sensibilita agli attacchi di Fusarium spp., Ustilago spp. € Sporisorium spp., Tonapi
et al. (2016). Tali patogeni potrebbe essere tenuti pero sotto controllo attraverso pretrattamenti
della semente, nonché epurazione delle piante infette e/o controlli fitosanitari in campo ed in
laboratorio. Dal punto di vista nutrizionale, sebbene utilizzata spesso nell’alimentazione
zootecnica, gioca un ruolo molto importante nelle diete per celiaci essendo priva di glutine,
Bergamo et al. (2011) e Marletta e Camilli (2019). L’inserimento della specie in una filiera di
nuova generazione richiede la conoscenza di una vasta gamma di varieta, per poter individuare
la o le piu idonee a determinate zone pedo-climatiche di coltivazione, nonché quelle piu adatte
ad una specifica utilizzazione finale. A tutt’oggi non esiste un registro nazionale di varieta di
miglio, né un catalogo comunitario di tale specie, ma solo alcune varieta presenti nella lista di
varieta ammesse alla certificazione delle sementi dell’Organizzazione per la cooperazione e lo
sviluppo economico - OCSE (2024), per cui, nel presente lavoro si ¢ posto 1’obiettivo di
recuperare a livello internazionale alcune linee di miglio, -caratterizzarle morfo-
fisiologicamente e individuare quelle meritevoli di ulteriori processi di valorizzazione. I1 lavoro
mira a fornire materiale genetico omogeneo, stabile e ben identificabile in specifiche filiere
rigenerative.

Materiali e metodi

Il materiale vegetale oggetto di studio ¢ rappresentato da diciannove linee di miglio fornite
dall’Universita degli Studi di Salerno e provenienti da U. S. National Plant Germplasm System
(GRIN Global Project).

La loro caratterizzazione morfologica e fenologica ¢ stata eseguita secondo il protocollo
tecnico TG/248/1 dell’International Union for the Protection of N