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1. TECNICHE ANALITICHE AVANZATE APPLICATE AL CONTROLLO
QUALITA’ E TRACCIABILITA’ IN CAMPO ALIMENTARE

Nell'ultimo decennio & maturata nel consumatore meggiore attenzione verso la salubrita degli
alimenti e cio ha indotto la Commissione Europeaug,piano nazionale, il Ministero della Salute a
considerare come priorita strategica il raggiungitoeli standard piu elevati possibili nella sicaaez
alimentare.

Nonostante esistano legislazioni mirate su ogncifipe alimento, il numero di frodi nel campo
alimentare € elevatissimo, soprattutto per gli alithdi maggiore pregio e qualita e quindi di maggi
valore economico.

Prodotti ortofrutticoli, vini, formaggi, oli, cons& ed insaccati sono oggetto di adulterazione e
falsificazione in tutte le parti del mondo, a stapli chi opera con serieta nel campo alimentare e,
naturalmente, dei consumatori.

Gli alimenti maggiormente falsificati sono, spesgoglli provenienti da determinate regioni (ad
esempio prodotti DOP o IGP) o prodotti con lavavakispecifiche (ad esempio l'olio extravergine di
oliva) che, rispetto ad altri, hanno un valore agtp in grado di attrarre la scelta di un numero
maggiore di consumatori. Questi fenomeni potreblmssere contrastati con regolamentazioni piu

restrittive che perd necessitano di un adeguatpa@tptecnico-scientifico.

1. INNOVATIVE ANALYTICAL TECHNIQUES APPLIED TO QUALITY
CONTROL AND TRACEABILITY OF FOOD

In the last decade consumers have focused evenatiergion on the wholesomeness of foods, so that
the European Commission and the Italian Departm@nHealth assess the achievement of high
quality requirements in food security as a priority

Although lots of regulations about each specifiodfdvave been established, several types of food
frauds are still possible, mainly relating to finad expensive foods.

Indeed, all around the world, fruit and vegetablesye, cheeses, olive oils, conserves and sausages
are victim of adulterations and falsifications, sy damage to scrupulous sellers and consumers.
The most common food falsifications are relatecetponal foods and products originating in specific
regions (marketed as PDO and PGI) or foods obtaimganean of particular processing techniques (
i.e. extra-virgin olive oil). Indeed these produdtave a surplus value attracting the consumer’s
interest It is indispensable to protect high quality produétom the competition of low cost / poor
quality ones and this could be obtained by meansaf restrictive regulations along with proper

objective analytical measurements.
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In questo contesto assume un’importanza notevoleoiicetto di tracciabilita, che nel settore
agroalimentare & da qualche tempo divenuto oggitparticolare attenzione tra gli imprenditori e i
consumatori per le sue connessioni con le probiehatella sicurezza alimentare e dell'origine dei
prodotti.

Con il termine tracciabilita si esprime la possiaili risalire, attraverso i diversi passaggi adiliera
produttiva, sino all’'origine delle materie primel ggodotto finale. Cido pud avvenire mediante un
procedimento di autocertificazione del produttorepure, in maniera piu dispendiosa ma
scientificamente piu corretta, attraverso la misdiralcuni parametri chimico-fisici che si suppone
rimangano invariati durante il processo produlttivo.

Nell’'ultimo decennio la ricerca in campo agro-alittere ha fatto notevoli passi in avanti verso lo
sviluppo di metodiche di produzione o coltivazioakernative spinta dalle mutevoli esigenze di
mercato e da nuove problematiche.

E il caso, ad esempio, delle tecniche di coltivagiche hanno come obiettivo la massimizzazione
delle rese frutticole con input idrici ridotti. Ciassume un'importanza elevata soprattutto se si
considera I'attualita del problema del deficit diorse idriche a livello mondiale. Cosi la cerafitone
della qualita dei prodotti ottenuti mediante tebmiénnovative consente di stimarne 'accettabilita
parte dei consumatori e di conseguenza la realgitplits d’applicazione di queste pratiche agricole
alle coltivazioni su larga scala anche in zone agde, come quelle del bacino del Mediterraneo.
Nell'ottica di un mercato agro-alimentare globdke,selezione di nuove cultivar e lo sviluppo di
processi di lavorazione o trasformazione post-ribaa®i prodotti che permettano risparmi di tempo e
lavoro devono essere affiancati alla certificaziohe i prodotti cosi ottenuti mantengano gli stadda

qualitativi elevati richiesti dal consumatore, seppon costi concorrenziali.

In this context, the concept of traceability imdoprocessing become very important both for
consumers and for entrepreneur, due to its relatigms with food security and product origin.

The term traceability refers to the recording of alovement of a product and steps within its
production process. This is possible either througtaker's self-certifications or analytical
measurements of chemical —physical attributes,ipet products.

In the last years agronomic research is developiegy methods of production and farming in order to
meet new market requirements or issues.

For examples alternative irrigation techniques hdeen developed in order to get a maximization of
agronomic yield with reduced input of water. Scaliy assessment of so-produced products is a key
step for applicability evaluation of these innovatiprotocols on a large scale. It is very actual,
considering the global lack of water.

New cultivars’ selection and development of inneeamethods of production, allowing saving up
money and time, should be coupled with the ceatifhio that the consumers qualitative standards

requirement are not affected.
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Durante il mio triennio di ricerca mi sono occupdtaviluppare delle metodiche di analisi di matric
agro-alimentari che fossero innovative, sempligeesatili, utili alla caratterizzazione di alimetofal
punto di vista chimico-fisico e organolettico, cparticolare interesse a prodotti vegetali tipicilale
regione Sicilia.

Queste metodiche hanno previsto l'utilizzo di modetecniche di analisi quali, ad esempio, la
Spettrometria di Massa accoppiata a tecniche sma@omatografiche come la Gas Cromatografia
(GC) e la Cromatografia Liquida (LC). | dati stremali ottenuti sono stati analizzati mediante iahal
chemiometrica, un potente mezzo statistico in gmidestrapolare un gran numero di informazioni
aggiuntive dai dati analitici, permettendo costtéaimento di una visione generale di un “problema”
complesso, altrimenti non ottenibile con i classtcumenti di analisi dei dati.

| campi di applicazione sono stati i seguenti:

1. Determinazione della cultivar e valutazione dell’ mvecchiamento di oli di oliva siciliani
mediante HPLC-MS e Lineral Discriminant Analysis

Mediante HPLC/MS, utilizzando un Q-Tof premier (\Wi&) dotato di sorgente APCI, sono stati
analizzati ottantaquattro campioni di olii di olisciliani provenienti dalle 8 diverse cultivarsupi
rappresentate in Sicilia (Biancolilla, Cerasuolaprbbkca, Nocellara del Belice, Nocellara Etnea,
Oglialora Messinese, Brandofino and Tonda Ibleapieparazione del campione & veramente semplice,
infatti | campioni di olio vengono esclusivamentituiti senza alcuna derivatizzazione chimica. lidat
ottenuti sono stati sottoposti ad una successidagime statistica mediante General Discriminant
Analysis (GDA) che ha consentito la discriminaziategli oli in base alle cultivar di origine. Inadtr
mediante Il'analisi della componente trigliceridicdegli oli & stato possibile effettuare una
discriminazione tra oli freschi e oli invecchiatiuth anno.

Pasquale Agozzino, Giuseppe Avellone, David Bongiot eopoldo Ceraulo, Serena Indelicato, Sergio
Indelicato and Karoly Vekey. Determination of thdtivar and aging of Sicilian olive oils using HPLC
MS and linear discriminant analysik.Mass. Spectron201Q 45: 989-995

During my PhD | developed innovative, robust, easy versatile analytical methods in order to
characterize and evaluate several foods coming f&iaily, by measuring physical, chemical and
olfactory attributes. The developed analytical noeithare based on innovative analytical techniques,
such as Mass Spectrometry coupled with Gas Chrargiby (GC) or Liquid Chromatography (LC)
techniques. | analyzed the experimental data byncneetry, a powerful statistical analysis tool, able
to get several additional information from raw dabtherwise not obtainable with classical analysis
My application fields are the following:
1. Determination of the cultivar and aging of Siciliamlive oils using HPLC-MS and Linear
Discriminant Analysis

A large number of certified samples (84) of Sicil@ive oils arising from the eight cultivars most
represented in Sicily (Biancolilla, Cerasuola, Msca, Nocellara del Belice, Nocellara Etnea,
Oglialora Messinese, Brandofino and Tonda Iblea)ehéeen collected and analyzed by HPLC/MS
using an atmospheric pressure chemical ionizatidRl) source. The sample preparation is very
simple; in fact, the oil samples are diluted withamy chemical derivatization. A following statisti
data treatment by general discriminant analysis @Dallows the determination of the olive oil
cultivar. Furthermore, changes in the compositidnglyceridic components of the olive oils lead to
easy discrimination between fresh oils and 1-yddrsamples.
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2. Studio della componente aromatica e delle propriet&himico fisiche di cultivar di
albicocco precoci, intermedie e tardive

Per ottenere delle albicocche di buona qualitacessario che vi sia un corretto bilanciamento
nel contenuto zuccherino e nel contenuto in agdsi come un aroma adeguato. In questo
lavoro sono stati valutati, mediante misurazion@rdiprieta chimico —fisiche e determinazione
della componente aromatiaayltivar di albicocco precoci, intermedie e tardivediante analisi
multivariata, applicata alla componente aromatitalée caratteristiche qualita dei frutti, & stato
possibile identificare gruppi costituiti da cultivaimili ed anche determinare una correlazione
con il periodo di raccolta del frutto stesso. Iséal profilo aromatico delle albicocche, & stato
possibile riscontrare differenze tra le diversdicat e cosi, utilizzando la Principal Component
Analysis, € stato possibile distinguere le cultivaB diversi raggruppamenti. Nelle albicocche,
sfruttando un’attenta analisi della componente atara dei frutti, si potrebbe ottenere un
potente strumento per la classificazione dei genati base al periodo di raccolta. Inoltre,
facendo riferimento alle componenti volatili chentrtbuiscono maggiormente all’aroma, si
potrebbero ricavare dei markers di qualita perzsehare il frutto con la migliore qualita.

Riccardo Lo Bianco, Vittorio Farina, Sergio Indelio, Felice Filizzola and Pasquale
Agozzino. Fruit physical, chemical and aromaticilatites of early, intermediate and
late apricot cultivars]). Sci. Food Agric201Q 90: 1008-1019.

2. Fruit physical, chemical and aromatic attributes ofarly, intermediate and late
apricot cultivars

In order to reach good fruit quality, apricots rageia balance of sugars and acids as well as a
strong apricot aroma. In this study, fruit quality early, intermediate and late apricot cultivars
was evaluated by measuring physical, chemical dfattory attributes. Multivariate analysis of
quality and aroma attributes was used to identifgups of similar cultivars and association
with ripening season. Physical, chemical and ardamattributes showed great variation among
cultivars but no relation to ripening season. Ardiogorofiles (34 volatiles) of fruit tissues
indicated qualitative and quantitative differena@@song cultivars. Linear functions were found
to discriminate cultivars by ripening season andnBipal Component Analysis was able to
group cultivars in three groups. In apricot, detdll analysis of the aromatic profile may
represent an efficient tool for classification ohggy/pes by ripening season, and volatiles with
relevant odour contribution may serve as qualityrkeas for selecting towards an extended
ripening season of best quality apricots.
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3. Studio della componente aromatica, tramite SPME-GQMS, di olive verdi da mensa
sottoposte a differenti trattamenti irrigui

La qualita delle olive da mensa € fortemente imfaszta dalle caratteristiche dell’'olive, dal periadio
raccolta e dal trattamento tecnologico subito. Lalitg delle olive € connessa anche ai trattamenti
agronomici subiti dall'albero da cui provengonomeoad esempio tecniche di stress idrico. Tra i
parametri qualitativi, la componente volatile caghte I'aroma dei frutti influenza decisamente la
scelta del consumatore. In questo studio sono atetkzzate, durante il periodo di fermentazionizgo
della cultivar Nocellara del Belice, provenienti aleri soggetti a 4 diversi protocolli irrigui. Miante
analisi HS-GC/MS sono stati estratti 49 compostatila, comprendenti alcoli, esteri, aldeidi, cheito
ed anche acidi. | risultati ottenuti hanno dimastreome i differenti trattamenti agronomici influgno

la componente aromatica del campione, che mostedtfgesignificative variazioni durante il processo
di fermentazione.

4. Studio della componente aromatica di mele Annurcaattoposte a trattamento in melaio
tramite GC-MS ed analisi statistica

Annurca € una cultivar di meteadizionale che cresce principalmente nel Sudalt@opo diverse
selezioni genetiche, al fine di migliorare il cadodella buccia dei frutti, sono stati ottenuti duevi
cloni: Rossa del Sud e Bella del Sud. Secondo topatli tradizionali, dopo la raccolta questi fiutt
richiedono un periodo di esposizione al sole inaielper ottenere una colorazione della buccia
migliore. Lo scopo di questo lavoro é stato qudilwalutare I'influenza di un periodo post raccala
melaio piu breve sulla qualita e la composizionkadeomponente volatile di 3 diversi cloni di mele
Annurca. Per ciascun frutto sono state valutaterdev caratteristiche chimico fisiche e la compoment
aromatica. | nostri risultati mostrano che trattatndi 15 giorni in melaio migliorano notevolmerite
colore della buccia e la qualita del frutto seneadpcausare una diminuzione della compattezza della
polpa in tutti | cloni.

3. Investigation on volatile compounds in table olivda response to deficit irrigation
techniques, using SPME-GC-MS

Table olive quality depends on a number of factimsjuding fruit characteristics, ripening and
processing technologies. Fruits features may depemégronomic treatments on olive tree, such as
deficit irrigation techniques. Volatile organic cpounds in the headspace aroma, are responsible for
the olive fruit flavour influencing the consumer'sfgrence. In this study, volatile compounds, in
Natural-style green olives of the Nocellara deliBlcultivar, coming from trees subjected to défar
deficit irrigation protocols, were analytically chacterized during olives fermentation. Fourty-nine
compounds, comprising alcohols, aldehydes, ketoesisrs as well as acids, were extracted by the
Head Space Solid Phase Micro Extraction technigue identified by Gas Chromatography and Mass
Spectrometry. Results suggest thatedent agronomic technologies#act the volatile composition of
samples, showing significant variations in the cguof fermentation process.

4. Investigation on aromatic attributes of sun-exposédnurca' apples using GC-MS and
statistical analysis

Annurca is an old cultivar mainly grown in Southdtaly. After intensive genetic work, two
interesting clones have been selected for bettef peloration, namely Rossa del Sud and
Bella del Sud. Harvest and postharvest practicesaaiite traditional and require a period of
sun exposure to get good red peel color. The aithiefwork was to test the effect of a shorter
postharvest sun exposure (reddening) on fruit dqpalnd extractable volatile composition of
three clones of Annurca apple. Fresh weight, di@mdirmness, peel color, soluble solids,
pH, titratable acidity, starch index, and volatd®empounds were measured on fruits of each
tree. Our results show that 15 days of reddeningrawve fruit peel coloration and internal
quality without further decrease in flesh firmnessall clones.
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5. Caratterizzazione del profilo proteico del latte dasina.

Il latte d’asina € un tipo di latte frequentemelném tollerato da pazienti affetti da allergia veitso
latte vaccino e cido & probabilmente correlato alla composizione proteica. Queste evidenze
empiriche, supportate da alcurials clinici, devono necessariamente essere investgateglio
comprese. Un’ indagine preliminare é stato condsitka frazione proteica del latte d’'asina di un
campione commerciale di latte. Per tali scopi sicérso all'indagine RP-HPLC/ESI-MS/MS e
all'analisi MALDI-TOF/MS ottenendo una parziale @fura della sequenza aminoacidica delle
caseineang; andp.

5. Characterization of the protein profile of donkeyigilk

Donkey’s milk is often well tolerate by patientéeafed by cow’s milk protein allergy,
probably thanks to its protein composition. Thispei evidence, confirmed by some
clinical trials, needs to be better investigated.pfeliminary survey on the protein
fraction of donkey’s milk was carried out on a coencml milk sample. This has been
and analysed by RP-HPLC/ESI-MS/MS and by MALDI-M3-and a partial covering

of aminoacidic sequencesaf and casein has been obtained.
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2. DETERMINAZIONE DELLA CULTIVAR E VALUTAZIONE DELL’ | NVECCHIA-
MENTO DI OLI DI OLIVA SICILIANI MEDIANTE HPLC-MS E GENERAL
DISCRIMINANT ANALYSIS

2.1 INTRODUZIONE

L'olio di oliva & un prodotto ottenuto dalla spreana della drupa delDlea europaeae chimicamente
definito come un grasso per la presenza di trigtice di grassi poliinsaturi, ma contiene ancheeal
sostanze quali vitamine, polifenoli, fitosterolioifilla e carotenoidi.

L'olio di oliva da millenni & protagonista nellavtda mediterranea ed & considerato non solo un
semplice condimento, ma un vero e proprio alimento.

La varieta di aromi che esso puo avere lo rendigaabile in qualunque tipo di cucina.

2.1.1  Storia
L'albero di ulivo e I'olio ricavato dai suoi fruttianno accompagnato la storia dell'umanita. Cie&08
anni fa l'ulivo veniva gia coltivato in Medio Oriene le prime coltivazioni si ebbero molto
probabilmente in Siria 0 Creta. | Fenici in seguitffusero questa coltivazione su tutte le coste de
Mediterraneo, dell'Africa e del Sud Europa. Corrécs le coltivazioni di ulivo divennero sempre piu
numerose, ma furono i Romani che provarono a @wkivin ogni territorio conquistato, questi frutti
polivalenti. E furono sempre i Romani che riuscoad ottimizzare gli strumenti per la spremitura
delle olive e a perfezionare sempre di piu le ®womidi conservazione dell'olio.
L'ulivo, i suoi frutti ed i prodotti da esso derivaono da sempre presenti nella storia degli uosin
nei riti sacri che nella vita quotidiana: l'olio dliva, ad esempio, veniva utilizzato non solo per

condire gli alimenti, ma anche in campo cosmetmme olio da massaggio e per la pulizia del corpo.

2.1.2  Proprieta nutrizionali
Se mettiamo a confronto le caratteristiche di \@rivegetali, I'olio d'oliva mostra la maggiore
digeribilitd da parte dell’'organismo umano, é famghte assimilabile ed & un ottimo veicolatore di
molte sostanze liposolubili come antiossidanti @mine, che altrimenti non verrebbero facilmente
assorbite.
Caratteristica peculiare dell’olio di oliva e laepenza dell'acido oleico che, avendo la capacita di
abbassare la concentrazione delle LDL, rende istetolo piu solubile e quindi piu faciimente
eliminabile; effetto inverso ha invece sulle HRlelle quali aumenta la concentrazione.
In virtu della presenza di elementi nutraceuti@lid d'oliva & considerato un alimento salutare in
grado di esplicare un’azione protettiva nei conirati cuore e arterie, prevenire I'aterosclerosi,
combattere i radicali liberi e rallentare linvemshento cellulare e perfino un’attivita anti-
infiammatoria’??
La sua azione benefica & favorita anche dallaepms di vitamina E, polifenoli, fitosteroli,

carotenoidi e sostanze antiossidanti protettivie aallule.
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La presenza di vitamina D permette una buona agmmzlel calcio nellintestino umano e di
conseguenza una valida attivita contro la decalzibne ossea negli anziani.

Gli alimenti preparati con olio extra vergine pnes@o un'eccellente tollerabilith gastrica e intede.
Esso, infatti, protegge le mucose ed evita glitefteell'ipercloridria, riducendo cosi i rischi dicere
gastriche e duodenali, esercita un‘azione lassatiuaefficace a digiuno, e contribuisce a corregge
la stipsi cronica. Stimola inoltre la cistifellearebisce la secrezione della bile ed esplica dattef
protettivo contro la formazione di calcoli biliagrazie all'attivazione del flusso biliare e alff@anto
delle lipoproteine di alta densita (HDL).

Da un punto di vista nutrizionale é stato ossercamil consumo abituale di olio di oliva pud aneta
a prevenire i tumori soprattutto a carico del cdlon

Di grande importanza senza dubbio per i bambimhiggainde apporto di acido oleico, presente anche
nel latte materno, e il ricco patrimonio in vitamintili per 'accrescimento corporeo, la formazione

delle ossa e la difesa contro le infezioni cheelzdono un alimento perfetto sotto ogni profilo.

2.1.3  Caratterizzazione dell’'olio d’oliva
La caratterizzazione dell'olio d’oliva si basa su:
» Caratteristiche organolettiche
« Caratteristiche chimico-fisiche
Le prime, determinate da yanel testriguardano I'aroma, I'odore e il sapore dei \tgoi di olio.
Le seconde permettono di classificare gli oli irsdalla composizione, al numero di perossidi,
all'acidita e alla concentrazione dei polifenohe altri parametri chimico-fisici.
Le caratteristiche di un olio sono influenzate deexsi fattori quali grado di maturita delle drupe,
sistemi di coltivazione, cultivar delle olive dalbigiali &€ prodotto, clima, sistemi di raccolta, mdda

di estrazione e di conservazione del prodotto.

2.1.3.1 Caratteristiche organolettiche

L'analisi organolettica sull'olio d'oliva ha un'iorpanza rilevante nel giudizio della qualita finalel
prodotto per confermare se un olio, che ha qualiitniche opportune per essere considerato extra-
vergine, soddisfi gli stessi requisiti anche dahfoudi vista organolettico. Un olio che non sia
organoletticamente accettabile, infatti, € deckassa olio di pregio inferiore. Quest’analisi viene
effettuata per mezzo di un tipo particolare di,tdgpanel testbasato sulle capacita di un gruppo di
assaggiatori professionisti allenati all'apprezzaimelelle caratteristiche olfattivo - gustative liledj
vergini. Essi effettuano una valutazione organicietiche viene impiegata per la classificazione

merceologica degli oli.
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In particolare, la normativa di riferimento (AllegaXll "Valutazione organolettica dell'olio di oliva
verginé del Reg. CEE n°2568/91) stabilisce la classificag merceologica dell'olio in:

» Extra vergine con una valutazione uguale o superiore a 6,5;

» Vergine con una valutazione uguale o superiore a 5,5;

* Vergine corrente con una valutazione uguale o superiore a 3,5;

* Lampante con una valutazione inferiore a 3,5.

2.1.3.2 Caratteristiche chimiche

L’olio di oliva € un grasso che a temperatura amigi€20 °C) si presenta allo stato liquido con una
densita di circa 916-iro™.>

E costituito per il 98-99% da una miscela di glidedetta frazione “saponificabile” e per il rimamte
1-2% da un insieme di composti che rappresentafi@tgone “insaponificabile”, cioé la parte delle
sostanze che non subiscono azione idrolitica sesute all’azione di alcali concentrati. Questini

e costituita da sostanze chimiche appartenentivarsé classi come alcoli alifatici e triterpenici,
steroli, idrocarburi, composti volatili e sostaragiossidanti.

Un parametro chimico, basilare anche per la claagibne, € I'acidita libera, espressa come acido

oleico e determinabile per titolazione, che nonedeyperare 0,8 per I'extravergine e 2,0 per il merg

2.1.3.2.1Frazione Saponificabile

Della frazione saponificabile fanno parte principahte i trigliceridi. Questi, trattati a caldo cona
base (NaOH o KOH) reagiscono formando i saponiiadedlini degli acidi grassi, secondo la reazione

riportata inFigura 1.

CH,-0CO-R CH,-OH
CH-0CO-R + 3NaOH ——3 3R-COONa + CH-OH

CH,-OCOR" CH,-OH

trigliceride sapone glicerolo

Figura 1: Processo di saponificazione di un trigliceride.

| trigliceridi si differenziano tra di loro per lzatura e per il numero degli acidi grassi, ugualiversi

tra loro, che sono legati alla glicerina.
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Gli acidi grassi, a loro volta, si distinguono ioidi grassi saturi e insaturi, in base alla presemz
meno di doppi legami, e in acidi grassi mono ersaituri, rispetto al numero dei doppi legami.

A temperatura ambiente gli acidi grassi saturirsspntano in forma solida, mentre quelli insaturi i
forma liquida.

Se analizziamo la composizione acidica dell'olimlia, solo il 16-17% degli acidi grassi €
rappresentato da acidi grassi saturi come |'acadmitico e I'acido stearico.

La frazione monoinsatura € invece la piu abbondatitea il 73%, ed e rappresentata dagli acidi

oleico e palmitoleicoRigura 2).

linolenico; 1% altri; 1%

palmitoleico;
1%

linoleico; 8%

Figura 2: Distribuzione degli acidi grassi saturi e insataroli di oliva.

Inoltre, negli oli di oliva sono presenti acidi gsa polinsaturi quali I'acido linoleico e linolemic
appartenenti alla classe degli “acidi grassi esaBhzhe devono essere assunti necessariamente co
la dieta in quanto il nostro organismo non e indgradi sintetizzare queste molecole. Sono
indispensabili per I'accrescimento e il funzionameedei tessuti e svolgono svariate funzioni nel
nostro organismo.

Quattro sono le caratteristiche essenziali degliiagrassi presenti nei gliceridi dell’olio d'oliva
hanno un numero pari di atomi di C, presentano diggami non coniugati con isomeria cis e mai
trans, ed infine quelli insaturi occupano di prefera la posizione 2 della molecola del glicerolo.

La presenza dei legami insaturi negli acidi grassida una parte conferisce agli oli particolagliga
biologiche, dall’altra li rende perod soggetti abpesso di irrancidimentgFigura 3).Questo fenomeno
ossidativo a vari stadi procede con una velocita €hproporzionale al numero dei doppi legami
esistenti, ma e contrastato dalla presenza dedlarsoe antiossidanti, che quindi permettono adl’dii

avere una certa stabilita nel tempo al procesguwadicidimento.
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luce .
R-CH,-CH=CH-CH,-R == R-CH-CH=CH-CH,-R * W
radiazioni
acido grasso radicale libero
"
R-CH-CH=CH-CH,-R v 0, — g ReCH-CH=CH-CH,R
radicale perossidico
Q0- O0OH
R-(!H-CH=CH*CH2-R RJZH-EH=CH-CH?-R
idroperossido
+ . +
R'-CH,-CH=CH-CH,-R R'-(‘ZH~EH=CH-CH2-R
radicale libero

Figura 3: Processo di irrancidimento di acidi grassi indatur

2.1.3.2.2Frazione insaponificabile

La frazione insaponificabile in un olio di olivap@resenta circa I'1-2% del totale ed e costituaa d
componenti che, seppur definite “minori”, sono kenpipali responsabili delle superiori proprieta
organolettiche dell'olio (profumi, odori e sapow) delle sue proprieta benefiche (ad esempio la
capacita antiossidante salutare per 'uomo e peoitgervazione dell’olio stessdjigura 4).

Tra le sostanze maggiormente presenti nella fraziosaponificabile ricordiamo gli idrocarburi, i
polifenoli, gli alcoli, gli steroli, i tocoferoli @ i pigmenti colorati.

Sono inoltre presenti altri elementi secondari alaeidi, terpeni, esteri e chetoni: questi inflaano

la nota aromatica dell’olio e sono coinvolti ngdlaa valutazione edonistica.

tocoferoli;

composti
3%

colorati; 2%

Figura 4: Costituenti della frazione insaponificabile.
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Idrocarburi : rappresentano circa il 50% della frazione ins#jabile. Il maggior rappresentante € lo

squaleneRigura 5), idrocarburo insaturo che incide sulle propriatiéizionali degli oli.

Figura 5: Struttura dello squalene.

Composti fenolici rappresentati principalmente da glucosidi edrgsteomposti fenolici dell’olio
d'oliva sono sostanze antiossidanti utili per prese l'irrancidimento degli oli nel tempo perché
subiscono il processo di ossidazione al posto @mifii grasst: la loro quantita dipende dalla cultivar

e dallo stadio di maturazione al momento dellachkac

Queste sostanze subiscono, principalmente nei ggbdeestrazione, attacchi enzimatici che causano
una scissione dei polifenolrigura 6), di cui sono molto piu ricche le olive, in molée@iu semplici:

i fenoli.

La loro presenza é avvertita da un sapore amaiacarye e da un odore fruttato.

OH

OH

oleurapeing

HO

HO HO

drossitirosolo tirosolo

Figura 6: Esempi di polifenoli presenti negli oli di oliva.

Tocoferoli: sono presenti in forma, B, y e 3. Il 98% della componente tocoferolica & in forma

Essa é la forma piu attiva biologicamente ed € cotiae vitamina ERigura 7).
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Anche queste sostanze esplicano un’azione antavgsidutile non solo per la conservazione dell’olio

ma anche per la loro azione protettiva nei confrieite cellule?

Figura 7: Struttura della Vitamina E (Tocoferolo forma

Steroli: le piante oleaginose hanno una composizione peralendella frazione sterolica diversa per
ciascuna cultivar.
Nell'olio d'oliva, in cui prevale la frazione dé-sitosterolo, sono stati identificati i seguengrsti:

campesterolo, uvaolo, stigmasterolo, eritrodiofasgtosterolo Figura 8).

e 1L

< i
@ L
"o — T

Figura 8: Struttura del beta sitosterolo.

Pigmenti colorati: sono i carotenoidi e le clorofille, responsaluélle colorazioni caratteristiche
dell'olio d’oliva.

Le clorofille del tipoa e del tipob conferiscono agli oli appena estratti un colonalgéntenso e il loro
contenuto puo variare in relazione alla cultivaille stadio di maturazione delle olive.

| pigmenti colorati in presenza di luce agiscontl'dio come pro-ossidanti, mentre al buio, in
sinergia con i fenoli, lo proteggono dall’ossidamo

Alcoli: vengono individuati soprattutto alcoli alifaticiriterpenici. Sono delle molecole molto volatili

che, a basse temperature, contribuiscono a carattes I'odore di un olio.

2.1.4 Coltivazione dell'olivo in Italia
L'ltalia € il secondo produttore in Europa e nelrndo di olio di oliva, dopo la Spagna, con una
produzione nazionale media di oltre 6 milioni dirdali, due terzi dei quali extravergine e con B&n
denominazioni (DOP) riconosciute dall'Unione Euiape
La produzione di olio di oliva, in Italia, & premtiya delle regioni centro-meridionali e sopratiudel

Sud, in cui mediamente viene prodotto oltre I'85&8lad produzione nazionale media annua. In
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particolare la Puglia & la regione con la maggiomeduzione (37%) seguita da Calabria (33%) e
Sicilia (9,5%).

Il patrimonio olivicolo italiano & stimato in 150illoni di piante distribuite su una superficie di
1.165.458 ha e si sviluppa in misura del 64% ifirzle del 19% in montagna, mentre in pianura si ha

il imanente 17% della superficie.

2.1.4.1 Coltivazione dell'olivo in Sicilia
Pur non essendo in assoluto tra le aree oleariémportanti del mondo, la Sicilia € tra le
realta piu rilevanti per la qualita e la varietdla@sua produzione. E in cio vanta interessantitipdin
forza:
» ricchezza del patrimonio genetico autoctono;
» prevalenza di aziende di produzione e trasforma&z#oarattere “non industriale”;
» clima favorevole, nonostante la sua variabilita;
» rilevante incidenza delle aziende in agricolturadmica;
* produzione a denominazione d’'origine protetta (DOP)
e organizzazione dei servizi allo sviluppo, per qoaattiene I'assistenza tecnica agli
operatori della filiera olearia e le innovativezaitive in tema di sicurezza alimentare

e valorizzazione della caratteristiche organolegidella produzione.

Essa & probabilmente la regione con il maggior mant varieta di tutto il bacino del
Mediterraneo: studi condotti dal Dipartimento dilt@oe Arboree dell'Universita di Palermo, dai
Servizi allo Sviluppo dell’Assessorato Regionaleridgltura e dall’'Ente di Sviluppo Agricolo,
compiuti con rilevamenti bio-morfologici e genetibanno portato alla discriminazione di 28 cultivar
certe®

Il panorama varietale siciliano si caratterizza lpggredominanza di otto cultivar (Biancaolilla,
Cerasuola, Moresca, Nocellara del Belice, NoceliErea, Oglialora Messinese, Santagatese, Tonda
Iblea), le quali, assieme, coprono I'80% di tuttiadivi coltivati in Sicilia. Tra queste cultivaglcune
hanno ampia diffusione nel territorio regionaléteahanno una presenza circoscritta a particotag a
geografiche talvolta anche molto ristretiégura 9).

Sono altresi abbastanza significative altre settiivar (Brandofino, Crastu, Giarraffa,
Minuta, Pidicuddara, Verdello, Zaituna) con diffus¢ piu limitata ma che, nei comprensori di

pertinenza, riscontrano ancora un certo favoreajoeni caratteri agronomici.
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ogliarola messinese f o
nocellara del belice
cerasuola

nocellara etnea
moresca %%
tonda iblea

biancolilla
¢ brandofino

Figura 9: Distribuzione geografica delle principali 8 cuéi siciliane

2.1.5 Frodi e tutela dell'olio d'oliva

L'olio d'oliva € uno dei piu importanti prodotti alimentari italiani rappresenta sicuramente I'o
edibile maggiormente impiegato in tutta I'area Melditerrane .’

Diversi sono gli oli presenti in commercio ottenpér semplice spremitura delle olive, e tra qu
I'olio extravergine di oliva € indubbiamente il pitegiato, richiedendo un processo di produzi
tramite frangitura,spremitura e centrifugazione condotto a basse temype e senza alct
trattamento chimico. Gli oli extravergini, inoltrdevono presenre un bassissimo contenuto acid
(fino allo 0,8% di acidi grassi liberi, espressangoacido oleico) e sono sottoposipanel testger
valutarne il gusto e I‘aroma tipici dei prodottigiregiati

Sia perché parte integrante della dieta meditea sia perché alimento che contiene nume
sostanze protettive per I'organisnl’olio d'oliva ha ricevuto una particolare attenzione negli ul
decenni, e diverse norme in sua tutela sono stteite dall'International Olive Oil Council e dal
Commissione Europé4.

Al fine di proteggere i prodotti tipici regionali ger assicurare che soltanto prodotti originani
specifica regione siano venduti come taUnione Europea ha istituito due marchi di tutelaridioa
della denominazione, la DOf@encminazione di Origine Proteftae I'IGP (Indicazione Geografic
Protetta) Figura 10). Questi sono attribuiti a quegli alimenti le @@culiari caratteristiche qualitati
dipendono essenzialmente o esclusivamente dabtésrin cui soio prodotti.Gli oli extravergin di
oliva siciliani, secondo il Regolamento del ConsidiICEE) N. 2082/92 del 14 luglio 1992 relati
alle attestazioni di specificita dei prodotti agtieed alimentari, sono definiti DO

E opportuno sottolineare che i disciplir di produzione per i marchi di Denominazione di @i
Protetta (DOP) prevedono norme molto restrittiveegere con l'intento di garantire un prodott
gualita superiore: le varieta di olive usate devessere autoctone; le olive devono essere pe in
una zona geografica ben identificata ed in oliv&ritti in apposito elenco; coltivazione, raccoét

trasformazione in olio devono avvenire attraversdilizzo di tecniche tradizionali e da parte
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aziende o frantoi autorizzati; le analisi effeteugfarantiscono le qualita organolettiche e chimico-

fisiche tipiche del disciplinare del marchio.

Figura 10: Marchi di qualita IGP e DOP.

Nonostante tutte queste restrizioni attualmentesgurig gli oli extravergini di oliva italiani sono
divenuti cosi redditizi che, ad oggi, le adulteoatia loro carico sono la prima tipologia di fradi
campo agricolo-alimentare della Comunita Eurcbea.
Esso infatti risulta vittima di diversi tipi di fo:
* Adulterazione: le adulterazioni propriamente dette consistonltangostituzione di
una parte di un prodotto con un altro scadenteverso o di basso costo. Talvolta gli oli
extravergini di oliva vengono diluiti con oli di glita inferiore, ad esempio vergine o
vergine lampante o rettificato, o con oli non dival(ad esempio con olio di nocciola, la
cui composizione chimica ed organolettica € madhdls a quella dell'olio d'oliva e cio lo
rende particolarmente adatto alla adulterazione);
« Sofisticazione esempi tipici di sofisticazione sono l'aggiunta abloranti o di
sostanze aromatizzanti ad oli non di oliva opparealfinazione o il trattamento di oli
meno pregiati al fine di migliorarne le carattedse;
» Falsificazione rientra in questa categoria la vendita di olicléco di miscele di
questi come oli freschi;
« Contraffazione: esempio tipico di contraffazione e la falsa dichzione di origine
geografica. A causa di una normativa vigente inematdi etichettatura non molto
restrittiva, oli provenienti principalmente da paesme Spagna, Grecia, Turchia e
Tunisia (e non soltanto di qualitd extravergine amche normale olio d'oliva o olio
lampante) possono essere venduti in ltalia alfimttedi bottiglie che non sempre ne
dichiarano la presenza o la tipologia. Il regolatoecomunitario 1019/2002 dispone,
infatti, che l'indicazione di provenienza e factilta, mentre se la percentuale di olio
italiano raggiunge il 75%, allora I'olio pud esseoenmercializzato come italiano, sempre

che il restante olio provenga da un paese della UE.
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Fortunatamente molte delle piu comuni adulterazesofisticazioni a carico dell'olio extravergine
sono facilmente individuabili attraverso le normecniche analitiche utilizzate per monitorarne i
parametri chimico-fisici. Quasi tutti i trattamentii un olio di scarsa qualita e sottoposto allopscdi
migliorarne le qualita, infatti, lasciano delle dca nel prodotto finito come alterazioni nei valori
caratteristici oppure determinano la scomparsastiasizemarkersdi un olio di qualitd o causano la
comparsa di nuove sostanze altrimenti non riscbititia un olio di buona qualita.

Un numero dispari di atomi di C nelle catene aiché degli acidi grassi, ad esempio, € un segriale d
sofisticazione, avendo gli acidi grassi dell'olioltanto catene con numero pari di atomi di C (C14,
C16, C18...). Attraverso un’analisi della componesgaponificabile, effettuata ad esempio tramite Gas
Cromatografia accoppiata alla Spettrometria di MafSC-MS) dopo opportuno trattamento di
derivatizzazione, é possibile individuarg@dtternin acidi grassi di un olio e di confrontarlo comet]i

noti per i vari tipi di oli vegetali.

La presenza di doppi legami coniugati negli acidisgi polinsaturi, rilevabile attraverso un’analisi
UV, é indicativa, invece, di un processo di rettfila soda impiegata per deacidificare I'olio e®is
sulla struttura dell'acido grasso, provocando ibashento dei doppi legami che diventano coniugati.
Anche la decolorazione su terre attive di oli lantpgerossidati porta alla formazione di trieni
coniugati e la formazione di composti chetonici chasano caratteristici assorbimenti all’'UV.

Nella decolorazione con terre acidificate e ndtdaraenti termici di deodorazione si formano isomeri
di acidi grassi TRANS: una rotazione della molecwoisorno a un doppio legame fa diventare la
naturale configurazione CIS-CIS una configurazidf®ANS-CIS, facendo perdere agli acidi grassi
poliinsaturi che la subiscono molte delle loro preia benefiche.

Gli acidi grassi insaturi occupano di preferenzpdaizione 2 della molecola del glicerolo, quirali |
presenza di saturi in posizione 2 é indice di tagtin prodotti esterificati sintetici.

Nel caso di un olio di oliva proveniente dall'egicme con esano delle sanse, si possono ritrovare
nell'olio delle cere (monoesteri di un acido grassoi un alcool a lunga catena) che il solvente ha
estratto dalle bucce delle olive. Ci sono anali& evidenziano questo tipo di trattamento in ua dii
sansa che ha subito pure un processo di deceragitvaeerso I'uso di acetone.

L'analisi GC degli steroli permette l'individuazeodi frodi dovute anche a oli vegetali proveniefati
piante modificate geneticamente: la composizioeeolta € tipica di ogni sostanza grassa, e pud
rivelarsi utile in quei casi in cui il taglio vieneffettuato con piante oleaginose che danno oli di
composizione acidica molto vicina a quella delali oliva, come I'olio di cartamo e di colza.

Lunghe e laboriose sono le metodiche in gradoitiese la freschezza di un olio e di distinguerne un
diverso grado di conservazione. In particolare pnevede la determinazione, tramite GC, del
rapporto dei diacilgliceridi (DG) 1,2/23(dopo estrazione e silanizzazione della frazidiwegdica)

ed un’altra prevede l'utilizzo combinato dei datoyenienti da un’analisi della componente volatile

per la quantificazione del E-2-esenale ed un’andNsper la determinazione dij e Kozo 2t
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2.1.5.1 Caratterizzazione degli oli di oliva e lotta alle fodi

| processi di sofisticazione a cui sono sottopgktpli diventano sempre pit complessi e di
conseguenza sempre piu difficili da individuarer, @&, negli ultimi anni moltissimi studi sono stat
condotti al fine di caratterizzare e quantificai@scuna classe di sostanze presenti nell’olio boé
numerosi e differenti approcci diversi sono stalbtsati per provare a contrastare il fenomeno delle
frodi. Questi includono siganel testssia metodologie analitiche e possono essere madig 0

121314151816 55re a quella delle frazioni principali o adidina

allanalisi delle componenti mindti
sull'olio nel suo compless$:*°
» La frazione fenolica viene spesso analizzata tesyiettrofotometria UV-vis dopo specifico
trattamento con una soluzione di molibdato di sddfd ma anche tramite GC-MS come
derivati metilicf e Cromatografia Liquida ad Alte Prestazioni acéaapad uno spettrometro
di massa operante con una sorgente APCI (HPLC-ARE)I-dopo purificazione mediante
estrazione in fase solida;
* | componenti non saponificabili dell'olio sono dalnente prima separati con una
cromatografia su strato sottile (TLC) e successeste analizzati come silil-derivati con
GC;22
« Diversi metodi utilizzano HPLC e GC per la deterazione di steroli e tocoferoii?? 23242226
« | carotenoidi vengono analizzati con HPLC o TLC determinazione colorimetrica?;
» Per l'analisi dei prodotti di ossidazione, oltreckssici metodi chimici e ai metodi basati su
HPLC e GC, sono riportati anche estrazione in $adiela e saponificaziorfé.
* La frazione volatile viene analizzata tramite GOn canalizzatori come il Detector ad

lonizzazione di Fiamma(FID)o lo spettometro di naa@ds).**>*°
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2.2 SCOPO

Durante il mio lavoro di tesi, mi sono occupatocdratterizzare e discriminare oli provenienti dalle
cultivar di olive piu diffuse sul territorio sicdno, con finalitd sia commerciali sia di controllo,
nell’ambito di un progetto nato da una collaboragi@on I'Assessorato Agricoltura e Foreste della
Regione Siciliana. Inoltre, poiché la qualita d@lb potrebbe essere influenzata da diversi pamamet
agronomici e tecnologicf***®sono state considerate anche le influenze dedgedi raccolta e della
zona altimetrica di coltivazione sulla qualita fimdegli oli analizzati.

Essendo la freschezza dell’'olio un parametro dliffiente quantificabile se non con metodiche
complesse e laboriog®® ma strettamente connesso con le sue qualita degidlee e nutrizionali, in
questo lavoro abbiamo anche analizzato I'influetdiinvecchiamento su questo prodotto.

La mia attenzione si e rivolta verso la frazion@ pibbondante, quella triacilgliceridica. Questi
composti posso essere analizzati secondo divepsbeqi analitici” che vanno dalla GC accoppiata ad
analizzatori come il FID o uno spettrometro di naadepo opportuna derivatizzazione degli stessi per
renderli sufficientemente volatilf;***alla HPLC-MS® alla Spettrometria di Massa MALDMatrix
Assisted Laser Desorption lonizzatighalla risonanza magnetica nucleare (NMRY.

In letteratura sono presenti numerosi lavori in @ilé suddette metodiche analitiche sono affiancate
tecniche chemiometriche come Raincipal Component Analysi§PCAY*** o la Cluster Analysis
(CA)* o la Linear Discriminant Analysi§LDA).**** Un’elaborazione statistica dei dati analitici
ottenuti, infatti, € spesso in grado di fornireleleéhformazioni piu dettagliate su caratteristictegli

oli, non altrimenti ottenibili. Cosi, sulla basel dmntenuto in TAG (triacilgliceridi) sono state
sviluppate, ad esempio, alcune metodiche in gradeffdttuare distinzioni tra diversi oli vegetali
edibili,** o tra oli di oliva di diverso tipo (oli extravergida oli di minore qualita}’

In questo lavoro ho scelto di analizzare i numecasnpioni certificati di olio mediante HPLC-MS,
con una metodica semplice e rapida. | dati anabitienuti sono stati, in seguito, trattati medé&anon

approccio chemiometrico attraverso I'uso d&keneral Discriminant Analysi&GDA).
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2.3 SEZIONE SPERIMENTALE

2.3.1  Campioni

Ottantaquattro campioni certificati di olio extragime di oliva Siciliani provenienti da otto diftamti
cultivar (Biancolilla, Cerasuola, Moresca, Nocellaiel Belice, Nocellara Etnea, Oglialora Messinese,
Brandofino e Tonda Iblea) ci sono stati forniti despettivi produttori, coinvolti in un progetto di
ricerca sulla qualita degli oli locali promosso ldesessorato Agricoltura e Foreste della Regione
Siciliana. Ogni campione era accompagnato da umedscdettagliata riportante precise informazioni
sulla sua origine geografica, sulla cultivar di agpenenza delle olive, sul loro periodo di raccelta
infine sulla zona altimetrica di coltivazione defiteesse. Le otto cultivar a cui appartengono gli ol
analizzati sono sicuramente le piu rappresentatelepatrimonio olivicolo siciliano, in quanto, nel
complesso, rappresentano circa I'80% della bioditerdegli alberi di olivo coltivati in Sicilif.Le
olive sono state raccolte nel’annata del 2007 ulla hase della loro data di raccolta, sono state
suddivise in tre gruppi:

a) Prima meta di novembre

b) Seconda meta di novembre

c) Dicembre

| campioni sono stati inoltre raggruppati sulladdslla zona altimetrica di coltivazione delle
olive in tre ulteriori gruppi:
a) 0-150 m sul livello del mare (s.l.m.)
b) 150-300 m s.I.m.
c) Maggiore di 300 m s.I.m.

I campioni di olio di oliva sono stati conservatiun ambiente fresco, in assenza di luce ed aaélizz
entro tre mesi. Questi campioni sono stati conatdeel corso delle indagini come oli “freschi”.rPe
simulare la tipica conservazione casalinga di uo, aei duplicati dei campioni “freschi” sono stati
conservati in bottiglie ambrate, al buio e a terapga ambiente, per un anno ed in seguito sono stat
analizzati come campioni di olio “invecchiati”.

Uno degli obiettivi del lavoro é stato quello diimtizzare il processo di preparazione dei campiioni
modo da renderlo quanto piu semplice possibiletardb laboriose procedure di estrazione,
derivatizzazione e trattamenti preliminari che ieclono molto tempo per essere effett{iati.

Il protocollo di preparazione del campione appticasulta estremamente semplice e veloce: esso
consiste in una semplice diluizione del campionelii in metanolo acidificato con un rapporto di
diluizione 1:3000 (0,5 pl di olio sono stati diiuih 1,5 mL di metanolo allo 0,2 % di acido acetico

glaciale).
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2.3.2  Analisi HPLC-MS

L’analisi HPLC-MS eseguita sui campioni e staténottizata al fine di ottenere una metodica in grado
di fornire dati analitici dai quali si potesserdrapolare il massimo delle informazioni, separaado
laddove possibile identificando, il maggior numedd componenti con tempi di analisi non
eccessivamente lunghi.

Per separare ed identificare i triacilglicerolitéts applicato un metodo HPLC di tipo balisficim cui
durante l'analisi il cambiamento nella composiziatella fase mobile avviene in modo repentino,
senza l'utilizzo di rampe di variazione della cantcazione dei due eluenti nella miscela. Le analis
sono state effettuate su un sistema HPLC Alliarg@ 2 Waters) equipaggiato di auto-campionatore,
degassere camera termostatata per la colonna cromatogradiccoppiato con uno spettrometro di
massa Q-Tof Premier (Waters) in cui un analizzagoiadrupolare & seguito da uno a tempo di volo.

| triacilgliceroli sono stati separati per mezzaudia colonna cromatografica Thermo beta Basic C-18
(5 cm x 2,12 mm.d., particle sizel,8 um) termostatata a 20 °C.

Volumi di 10 pl di campione diluito sono stati ittegi in duplicato utilizzando un auto campionatore
termostatato mantenuto a 4 °C. La corsa cromatiograf stata effettuata utilizzando il metodo a
gradiente di concentrazione dei due eluenti A (m&tdacqua, 90/10, v/iv% + 0,2% acido acetico) e B

(metanolo/n-esano, 90/10, v/Iv% + 0,2% acido acktiportato nellarabella 1

Tempo % Solvente A % Solvente B Flusso
(min) metanolo/acqua, 90/1C metanolo/n-esano, 90/10 (mL-min™)
+ 0,2% acido acetico + 0,2% acido acetico

0 100 0 0,2
1 100 0 0,2

1,01 0 100 0,2
10 0 100 0,2
12 0 100 0,7
20 0 100 0,7
21 0 100 0,2
31 100 0 0,2

Tabella 1: gradiente cromatografico applicato.

Il metodo di massa prevedeva ramgedi massa da 300 a 1000 m/z, con un’accuratezta métura
della massa di 5 ppm, ottenuta per mezzo deliispray In questa modalita si infonde durante
l'analisi un opportuno calibrante attraverso unageote dedicata, e ci0 permette un’elevata
accuratezza nella rivelazione della massa deglicioalizzati.

E stata inoltre applicata la modaliZynamic Range Enhanceme@RE), tecnica che permette di
mantenere un’elevata sensibilita, evitando al qoptela saturazione ddtulti Channel Platg MCP).
Con questa tecnica lo strumento opera, infatti, sltensioni reali per ogni scansione completa del
rangedi massa indicato. La prima scansione comportallontanamento del 90% delle specie ioniche
presenti, mentre la seconda scansione implicasanissione totale degli ioni.data systenmntegra le
due informazioni ottenute moltiplicando opportunateeper 10 il valore di intensita ottenuto nella
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prima scansione, e, verificato che nella secondassone gli ioni pit abbondanti abbiano un’inteisit
compatibile con quella prevista, provvede alla ganiene di uno spettro corretto in cui eventuatiio
in saturazione vengono evidenziati e vengono rilemache gli ioni di minore intensita. Con questo
processo si ottiene umange dinamico prossimo ai quattro ordini di grandezzee @ermette
contestualmente di apprezzare e quantificare ¢amente sia i composti presenti a livello di tracci
sia i composti piu abbondanti del campione.

Il secondo stadio del processo di ottimizzazionentktodo ha richiesto la definizione dei parametri
relativi alla ionizzazione degli analiti realizzadttraverso la APCIAtmospheric Pressure Chemical
lonization) e quindi la definizione di un metodo di spettrdrn@edi massa ad elevatange dinamico.

Un range dinamico lineare ampio impedisce, infatti, cherguali processi di saturazione del segnale
riducano o annullino la validita statistica dei gmnenti principali, senza perdere comunque le
informazioni relative alle componenti minori cheespo sono altrettanto caratterizzanti ciascundblio
oliva.

Le condizioni di ionizzazione APCI utilizzate sol® seguenti: modalita di ionizzazione, positiva;
coronaprobe current 4 YA; coronavoltage 3,6 KV; temperaturgrobe 450,0 °C;samplingcone
19,0 V; extractioncone 4,3 V;ion guide 1,2 V; temperatura della sorgente 90 &Gne gas, N,

flusso 50,0-h™; gas di desolvatazione ;Nlusso 600,0-h™.

2.3.3 Analisi Statistica

| dati ottenuti dalle analisi HPLC-MS sono statitteposti ad un’analisi statistica utilizzando il
softwareStatsoft Statistica 7.

Il set di dati & stato dapprima affinato, escludetdtti quei picchi che non fossero comuni a tutti
campioni. | descrittori numerici inclusi nella ma& di dati finale sono stati in seguito ottenuti
attraverso una procedura di normalizzazione de;j efiéttuata dividendo I'altezza dei picchi di agn
composto per la somma dell’'altezza dei picchi ti ticomposti considerati. Questa normalizzazione
e stata realizzata allo scopo di ridurre le vadazintrinseche delle altezze dei picchi individual
dovute a imprecisioni nell'introduzione del campmon nella preparazione dello stesso. In questo
modo il parametro numerico ottenuto € legato ghlarézza cromatografica percentuale” del prodotto
isolato, piuttosto che alla sua quantita assoluta.

Dato il grandissimo numero di variabili di partengastato adottato I'approcct®eneral Discriminant
Analysis (GDA) per analizzare il set di dati. GDA €& un apmio multivariato dellaLinear
Discriminant Analysis(LDA)***" appartenente alle cosiddette regressioni statestapervised In
questo genere di regressione I'operatore conospdoa gli n parametri di discriminazione che
verranno sottoposti ad analisi e durante processmedzione del modello statistico il sistema ceatica
ottimizzare un algoritmo in grado di massimizzarelifferenze tra i diversi gruppi.

Questo approccio statistico, dato un numero diadiiindipendenti (in questo caso I'espressione di
purezza cromatografica di ogni componente), deteartda massima varianza tra i gruppi espressi per
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mezzo din descrittori categorici (variabili dipendenti). lkegressione statistica generd. canonical
roots, contenenti le coordinate dei campiogaifjonical scorésin uno spazion-1 dimensionale.
L’efficacia della discriminazione pu0 essere esgaeda due fattori: il fattoré che corrisponde al
rapporto tra la varianza tra i gruppi e la variaernro il gruppo ed il fattorg che rappresenta la
probabilita di una classificazione sbagliata, @éadveérsamente proporzionald=a

Valori di F elevati saranno sintomo di una buona segregazienegrdppi, mentre i valori dp,
indicativi di una buona significativita dell’andlistatistica, dovranno essere minimi e comunque
inferiori al valore soglia di 0,05, che corrisporattuna possibilita di corretta classificazione Q.

Per discriminare i campioni di olio sulla base descrittori categorici come cultivar, zona altiner

di coltivazione, periodo di raccolta ed eta dedli® stato utilizzato il metodo di analisi defward
stepwise Esso consiste nel condurre I'analisi in modo §oagasso incrementale”, aggiungendo di
volta in volta una variabile nel modello statistieoverificando che il potere discriminatorio del
modello aumenti.

La robustezza dei metodi statistici sviluppati atastverificata mediante procedure di “validazione
esterna”. Queste procedure analizzano I'accuratpezdittiva del modello statistico quando esso &
applicato nella pratica. Nelle procedure di validae esterna, infatti, i campioni (dei quali comueq

si conoscono gli attributi o descrittori categorisono suddivisi in due sottoinsiemi,tikining set
usato per costruire il modello statistico di anallee in seguito verra validato mediante in secoseto

di dati, il testing setQuest’ultimo & costituito da circa il 10% dei caogitotali, i quali sono esclusi
durante la procedura di costruzione del modelltissiizo ed in esso alla fine sono sottomessi per
essere analizzati coménknown,campioni incogniti cioé di cui si richiede la clégszione. La
correttezza della attribuzione al loro gruppo dipapenenza € normalmente verificata
automaticamente dal software, che processanda adalitici e verificando la varianza mediante le
variabili discriminanti attribuisce ad ogni camp&incognito la pitu probabile classificazione. E
questa procedura di suddivisione dei campioni psgere effettuata “manualmente” dall’'operatore
oppure puo essere fatta in automatico dal softelaeee anche in grado di ripeterla per diversi cidli

fine di avere una maggiore garanzia di robusteetandtodo.
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2.4 RISULTATI E DISCUSSIONI

Il nostro metodo HPLC ci ha permesso di otteneiehuona separazione delle componenti principali
nella finestra compresa tra i tempi di ritenziofeell2,5 min.Figura 11).

Tuttavia, i cromatogrammi ottenuti dalle differeatiltivar sono molto simili I'un I'altro e quindina
discriminazione delle cultivar soltanto attravefanalisi dei semplici tracciati cromatografici Trotal

lon Current(TIC) non puo essere effettuata.

.0 [ jowo

= ':-““.'I- : ) l'_; /

‘tevmpo di ritenziones

Figura 12 (a—h) Andamento cromatografico tipico degli oktravergini prodotti dalle principali cultivar
siciliane: (a) Ogliarola Messinese; (b) Nocellartmeéa; (c) Tonda Iblea; (d) Biancolilla; () Morescd
Brandofino; (g) Nocellara del Belice; (h) Cerasuolabbreviazioni degli acidi grassi: Miristico (M),
Palmitoleico (Po), Palmitico (P), Eptadecanoico yMdargarico (Ma), Linolenico (Ln), Linoleico (LQleico
(0), Stearico (S), Gadoleico (G), Arachidico (Aghnico (B), Lignocerico (Li), Eicosanoico (E).

Ogni tracciato TIC mostra soltanto 12 picchi maggaovuti ai composti principaliRigura 11),
mentre non €& possibile evidenziare in essi num&sivsi componenti minori, identificabili invece
attraverso una piu profonda ispezione dei cromatogri. E'stata, quindi, effettuata una ispezione
“scan-by-scahdegli spettri di massa acquisiti per provare adividuare, nei campioni le singole
specie. Questa piu attenta indagine dei cromatagrartnha permesso di individuare la presenza di
almeno 230 sostanze indipendenti.

Questo lavoro, fatto su quattro diversi cromatogra grezzi TIC appartenenti a quattro cultivar
diverse, ci & servito per la costituzione di unadetautomatizzato di identificazione e quantifioaz
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Y

degli analiti nei campioni di olio. Come paramegjoantitativo si e scelto I'altezza del picco
cromatografico degli ioni estratti corrispondenti singoli composti, mentre l'identificazione dei

singoli componenti e stata effettuata sulla baddade rapporto m/z e tempo di ritenzione relativo
(r.r.t.) rispetto al picco piu abbondante dellotspe quello con m/z 603,5 al r.t. 11,27 mifidura

12) . L'uso di un tempo di ritenzione relativo ci parmesso di diminuire sensibilmente la variazione
dei tempi di ritenzione, normalmente dovuta a \aoi della fase mobile o a un imperfetto

equilibramento della fase stazionaria con I'eluente
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Figura 12: Esempio dei tracciati cromatografici relativi attuni componenti minori identificati, mediante
analisi scan-by-scan in uno dei campioni di oli@ldra.
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| dati analitici cosi ottenuti sono stati quinditteposti ad analisi statistica utilizzando un aggio
GDA per provare a discriminare i campioni di olfee’schi” in base alle loro cultivar di appartenenza
Gia in un lavoro precedente avevamo ottenuto busnltati’* con un’altra tecnica chemiometrica,
I'LDA, con la quale utilizzando un esiguo numerovdriabili (sette) eravamo riusciti a discriminare
oli extraverigni appartenenti a 3 cultivar sicikarin questo caso pero il numero maggiore di cadtiv
in esame (otto) si traduce in un maggior numergrddi di liberta del sistema e quindi non ci éastat
possibile ripetere una cosi buona discriminaziame un cosi esigo numero di variabili. Per ottenere

una buona classificazione, un sotto-set di 50 camppuri in composizione varietale (purezza>90%)
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e stato ricavato dagli 84 totali ed e stato anatzzll modello statistico e stato ottenuto attraweuna
procedura $tepwisé che ha permesso di ridurre il numero di variabiliali a 10, evitando cosi il
fenomeno doverfitting In statistica, si parla aiverfitting (eccessivo adattamento) quando, usando un
numero eccessivo di parametri,un modello statigtia@datta ai dati osservati. Un modello insensato
sbagliato, infatti, puo adattarsi perfettamentdadi se & abbastanza complesso rispetto alla tgualnti
dati disponibili. Un minore numero di variabili hieste garantisce inoltre una maggiore portaldiét
metodo su altra strumentazione. In particolareydeabili selezionate dal metodo sono riportate in

Tabella 2 Il grafico 2D relativo alla classificazione pertivar € invece mostrato figura 13.

Variabili Discriminanti
Modello m/z (MH+) RT AG
Oli “freschi”, per cultivar
575 10.9 OPo
617 7.5 AO
621 8.1 00
801 10.2 PoPoPo
869 10.8 OLMo
873 114 OMaO
877 10.1 OLnLn
889 11.7 SOS
913 11.6 OGO
913 11.6 OLA

Tabella 2 Lista delle variabili discriminanti utilizzate pelicriminare le diverse cultivar di oli “freschi”.
Abbreviazioni: RT, tempo di ritenzione; AG: acilggiroli; Palmitoleico (Po), Palmitico (P), Eptadecian
(Mo), Margarico (Ma), Linolenico (Ln), Linoleico {I.Oleico (O), Stearico (S), Gadoleico (G), Araétad(A).
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Figura 13: Separazione delle cultivar di appartenenza ddiglli oliva “freschi” mediante GDA applicata aitila
analitici ottenuti mediante analisi HPLC-MS. Nefliaisi GDA, 10 variabili (intensita dei picchi) sorstate
usate per separare 50 campioni di olio di olivaauergini. La validazione esterna mostra una pribitéatali
corretta identificazione del 98%.
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| risultati finali dimostrano che la discriminazeui oli “freschi” (eta inferiore ai tre mesi) irabe alle
cultivar di appartenenza é possibile. Il modelktistico € in grado di discriminare con una coeztt
del 100% sia i campioni di volta in volta impiegaélla costruzione del modello stesso, sia i campio
utilizzati nel processo di validazione esterna. $Bdissi risultati sono stati ottenuti attraversprapci

di sviluppo stepwise backward removal e stepwisevdod. Quest’ultima procedura, tuttavia, & stata
preferita come approccio allo sviluppo del modeitoguanto ci ha permesso di ridurre il numero
finale di variabili discriminanti fino a 10. Questomero, garantendo un’effettiva discriminazione de
campioni essendo al tempo stesso un’attendibile pas ulteriori future investigazioni, rappresenta
per noi un ottimo punto di arrivo. A causa dellanpdessita del problema che implica otto gradi di
liberta, non e possibile infatti ridurre il numedovariabili oltre un certo limite senza influeneada
buona segregazione degli analiti.

Anche se non strettamente necessario per I'arséisistica, tutti i composti discriminanti sonotsta

identificati sulla base del peso molecolare e terdpaitenzione, secondo quanto € riportato in

letteratura e le strutture ipotizzate sono statdezmate tramite il confronto degli spettri di mas®n

le frammentazioni attes&* | criteri di discriminazione ottenuti sono soddisénti, mostrando un

buon rapporto tra varianza tra i gruppi/variandangrno dei gruppi F>>1) ed un ottimo livello di

significativita (p<<0,05) Tabella 3).

ﬁggz{rﬁe Biancolilla Ngﬁgga Brandofino N%(;?il(lzzra Cerasuola  Moresca -ll—glr; c;a
Valori di F
Ogliarola M. 5,37090 15,05824 7,15830 11,72946 31,28952 15,66790 11,73816
Biancolilla 5,37090 13,46241 6,55594 12,59535 32,08172 8,81772 6,10772
Nocellara Etnea 15,05824 13,46241 4,17832 32,17727 45,10467 27,26901 32,05159
Brandofino 7,15830 6,55594 4,17832 15,79968 19,79485 16,82989 13,04029
Nocellara Belice 11,72946 12,59535 32,17727 15,79968 15,96893 19,80186 5,34270
Cerasuola 31,28952 32,08172 45,10467 19,79485 15,96893 63,21469 34,25231
Moresca 15,66790 8,81772 27,26901 16,82989 19,80186 63,21469 16,16688
Tonda Iblea 11,73816 6,10772 32,05159 13,04029 5,34270 34,25231 16,16688
Valori di p
Ogliarola M. 0,000203 , 0,000000 0,000018 0,000000 0,000000 0,000000 0,000000
Biancolilla 0,000203 0,000000 0,000038 0,000000 0,000000 0,000002 0,000070
Nocellara Etnea 0,000000 0,000000 0,001326 0,000000 0,000000  0,000000 0,000000
Brandofino 0,000018 0,000038 0,001326 0,000000  0,000000  0,000000 0,000000
Nocellara Belice ~ 0,000000 0,000000  0,000000 0,000000 0,000000  0,000000 0,000212
Cerasuola 0,000000 0,000000  0,000000 0,000000 0,000000 0,000000 0,000000
Moresca 0,000000 0,000002 0,000000 0,000000 0,000000 0,000000 0,000000
Tonda Iblea 0,000000 0,000070 0,000000 0,000000 0,000212 0,000000 0,000000

Tabella 3 valori F e p per la discriminazione tra le daercultivar di oli “freschi” analizzate utilizzandd

variabili.

Con gli stessi dati analitici & stata provata lscdiminazione dei campioni sulla base del periodo d

raccolta (prima meta di novembre; seconda metawdembre; Dicembre) e della zona altimetrica di

coltivazione (0-150 m s.I.m.; 150-300 m s.I.m.; giage di 300 m s.I.m.). | risultati di queste asali
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statistiche dimostrano che questi parametri notuenzano la composizione in TAG in modo
significativo. Come mostrato nell'inserto dellagura 13, infatti, i punti appartenenti alla stessa
cultivar ma con differente zona altimetrica di s@vrione o periodo di raccolta si dispongono
all'interno dello stesso gruppo vicini gli uni aglitri, non mostrando alcuna distribuzione spaziale
dovuta a queste differenti caratteristiche. Quegtastra che esiste una parziale compensazione per
gli effetti del periodo di raccolta o altitudine doltivazione sul grado di maturazione delle drepe
questo causa un certo livellamento delle differenefla composizione chimica della frazione
triacilgliceridica dovuto a questi effetti.

Un altro obiettivo di questo lavoro era studiaresgessi campioni gia analizzati “freschi”, dopo un
anno di conservazione in condizioni controllatem(dando quelle casalinghe) per valutarne i
cambiamenti nella composizione triacilgliceridicpa¥ valutare se, sulla base di quest'ultima, fasse
ancora presenti delle differenze apprezzabiliiede@arendere possibile una discriminazione degiinol
base alle diverse cultivar.

Abbiamo quindi analizzato i campioni “invecchiagécondo la stessa metodica analitica descritta
precedentemente per gli oli “freschi ” e sui dateouti dall’analisi HPLC-MS abbiamo effettuato
un’analisi statistica nel tentativo di discrimindan base alla cultivar di appartenenza, a pressiad
dalla loro freschezza. Analizzando quindi 100 campi50 “freschi” e 50 “invecchiati”) abbiamo
ottenuto una discriminazione del 94% delle cultiwan un 92% di corretta attribuzione in validazione
esterna utilizzando 20 variabili (figura non riadet). Nonostante i risultati dal punto statistiGne
abbastanza buoni in termini di percentuale di ¢@rassegnazione e corretta validazione, il nuovo
modello statistico non & stato in grado di disterguin maniera adeguata tra oli appartenenti alle
cultivar Biancolilla ed Ogliarola Messinese, mostta per questa discriminazione un valore dli

0,9. Questi risultati confermano che il processandecchiamento dei triacilgliceroli, principalment
rappresentato da idrolisi e ossidaziShportano ad un certo livellamento delle differenzsla
composizione chimica tra i diversi campioni e dngeguenza nelle peculiari caratteristiche di ogni
cultivar. Oltre a cio, il numero di variabili nesasie alla discriminazione é risultato relativaneeaito

(20 variabili) e di conseguenza il modello statisté stato scartato.

Queste considerazioni ci hanno portato, quindg atistruzione di uno specifico modello statistico
interamente basato soltanto sugli oli “invecchiat@uesto, attraverso l'utilizzo di 13 variabili
discriminanti Tabella 4) si € dimostrato capace di discriminare al 98%iverse cultivar e di dare un
100% di corretta validazione esterna. Il grafico giativo a questa classificazione per cultivar é

mostrato inFigura 14.
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Variabili Discriminanti

Modello m/z (MH+) RT AG
Oli “invecchiati”, per cultivar

603 8.1 e]e
617 7.5 OLn
617 7.5 AO
801 10.2 PoPoPd¢
829 10.5 OLM
831 10.9 PLP
831 10.5 OOM
851 10.0 LnLnP
871 111 OMoM
873 114 OMaO
913 11.6 OGO
915 11.6 GOS
943 12.5 OBO

Tabella 4 Lista delle variabili discriminanti utilizzate pelicriminare le diverse cultivar di oli “freschi”.
Abbreviazioni: RT, tempo di ritenzione; AG: acilggiroli; Palmitoleico (Po), Palmitico (P), Eptadeaian
(Mo), Margarico (Ma), Linolenico (Ln), Linoleico jl-Oleico (O), Stearico (S), Gadoleico (G), Aradtid(A).

Behenico (B), Miristico (M).
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BIANCOLILLA
BRANDOFINO
CERASUQLA

MORESCA
NOCELLARA DEL BELICE

NOCELLARA ETNEA

OGLIAROLA MESSINESE

TONDA IBLEA

Figura 14: Separazione delle cultivar di appartenenza d#igtli oliva “invecchiati” mediante GDA applicata a
dati analitici ottenuti mediante analisi HPLC-MSelRanalisi GDA, 13 variabili (intensita dei picghsono state
usate per separare 50 campioni di olio. La valmtaziesterna mostra una probabilita di correttatifizazione

del 100%.
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I\(/I)ggzirr?tlease Biancolilla N%iﬁgzra Brandofino N%%?il(ga Cerasuola Moresca -ll—glré c;a

Valoridi F
Ogliarola M. 1,63240 1339390 35,37328 56,25726 g7386 185648 22,95601
Biancolilla 1,63240 139514 24,81233 44,99397 7,90179 2,57754 27,39657
Nocellara Etnea  13,39390 12,39514 41,36734 99,11268 83063 2199682 28,60323
Brandofino 35,37328 281233 41,36734 66,57971 Ap785 3767715 65,09831
Nocellara Belice 56,25726 449397 99,11268 66,57971 637396 7309723 86,86638
Cerasuola 7,87386 70179 2185063 40,92785 63,07396 1®414 22,30967
Moresca 1,85648 2,57754 21,99682 37,67715 73,09723 13,32414 39,49656
Tonda Iblea 22,95601 27,39657 28,60323 65,09831 86,86638 287309 39,49656

Valori di

p

Ogliarola M. 0,150372 0,000000 0,000000 0,000000 0,000015 041®7 0,000000
Biancolilla 0,150372 0,000000 0,000000 0,000000 0,000015 81X®4 0,000000
Nocellara Etnea  0,000000 0,000000 0,000000 0,000000 0,000000 Oo@mo 0,000000
Brandofino 0,000000 0,000000 0,000000 0,000000 0,000000 Oo@no 0,000000
Nocellara Belice 0,000000 0,000000 0,000000 0,000000 0,000000 Oo@mo 0,000000
Cerasuola 0,000015 0,000015 0,000000 0,000000 0,000000 Oo@mno 0,000000
Moresca 0,097042 0,024313 0,000000 0,000000 0,000000 Oogmoo 0,000000
Tonda Iblea 0,000000 0,000000 0,000000 0,000000 0,000000 0@mpoo 0,000000

Tabella 5: valori F ep per la discriminazione tra le diverse cultivaotli“invecchiati” analizzate utilizzando 13

variabili.

Anche in questa analisi i criteri di discriminazéoottenuti sono soddisfacenti, mostrando un buon
rapporto tra la varianza tra i gruppi e quellaiatérno dei gruppi F>>1) ed un ottimo livello di
significativita <<0.05) (Tabella 5).

Un ulteriore modello statistico & stato inoltrelgppato per distinguere, indipendentemente dalla
cultivar di appartenenza, oli “freschi” e oli “insghiati”. Com’é ben noto, infatti, diversi effetti
benefici e proprieta organolettiche degli oli dival sono strettamente legati alla freschezza del
prodotto. Molti degli antiossidanti e dei compoailatili (che ne caratterizzano I'aroma), infatigno
soggetti a processi di ossidazione e di progressieplezione col passare del terfipoCosi,
chiaramente, oli vecchi oppure eventuali miscelgusti con oli freschi risultano prodotti meno
attrattivi e di valore indubbiamente inferiore. duesto nuovo modello sviluppato, sottomettendo
all'analisi i 100 campioni (50 “freschi” e 50 ‘“ingehiati”), abbiamo ottenuto un’elevata
discriminazione con un ridotto numero di variabflgri a 5 Tabella 6). La separazione ottenuta é
mostrata irFigura 15. Sia i valori diF sia quelli dip ottenuti con questa analisi statistica sono molto

buoni (Tabella 7).
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Variabili Discriminanti

Modello m/z (MH+) RT AG
Oli “freschi” ed “invecchiati”, per eta

603 8.1 0o
805 11.3 POM
885 11.3 OLS
889 11.7 SOS
971 13.0 LiOO

Tabella 6 Lista delle variabili discriminanti utilizzate péicriminare oli “freschi” ed “invecchiati” sullbase
dell’eta. Abbreviazioni: RT, tempo di ritenzioneGAacilgliceroli; Palmitoleico (Po), Linoleico (LPleico (O),
Stearico (S), Lignocerico (Li), Miristico (M).

(s3]
© om0

o

Root 0

‘0li freschi Oli invecchiati
o Olifreschi

o Oliinvecchiati

Figura 15: Separazione degli oli di oliva “freschi” ed “insehiati” mediante GDA applicata ai dati analitici
ottenuti mediante analisi HPLC-MS. Nell'analisi GDA variabili (intensita dei picchi) sono state tesper
separare 100 campioni di olio. La validazione estemostra una probabilita di corretta identificazodel
100%.

Oli “freschi” Oli “invecchiati”
Valori di F

Oli “freschi” 254,7779

Oli “invecchiati” 254,7779
Valori di p

Oli “freschi” 0,000

Oli “invecchiati” 0,000

Tabella 7: valori F ep per la discriminazione tra oli di oliva “freschetl “invecchiati” utilizzando 5 variabili.

Questo modello discriminatorio rappresenta quindi nuova metodica piu semplice, rapida e meno
laboriosa per la caratterizzazione diretta delofieeno di invecchiamento degli oli di oliva, risjpett

quelle gia presenti in letteratuis’
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2.5 CONCLUSIONI

La certificazione di qualita di un prodotto e peawstarmente importante per identificare specialita
regionali e prodotti di elevata qualita, cosi cogtieoli extravergini di oliva. E' di fondamentale
importanza, quindi, proteggere prodotti con un alewalore di mercato ma anche di profondo
interesse culturale (gli oli extravergini di oligano parte integrante della tradizione culturalkaiba)

da prodottilow-cost di dubbia provenienza e dalle scarse qualita nmigdtiche e nutrizionali.
Controllo di qualita implica che le frodi messe a@ito possano essere individuate attraverso
I'applicazione di misure analitiche obiettive.

In Sicilia, come detto, c’e una stretta corrisporatetra le cultivar e la zona geografica in cuieess
cono coltivaté Di conseguenza, l'identificazione della cultivdi appartenenza di un prodotto
derivato da olive siciliane, come ad esempio I'adidravergine di oliva, potrebbe suggerire anche
un’indicazione geografica di provenienza dello stes

La metodica analitica sviluppata in questo lavorbagata su un’analisi HPLC-MS. E’ facilmente
applicabile anche al controllo qualitd in ambitalustriale e non necessita di alcuna procedura di
purificazione né di derivatizzazione del campioi&razie a questo richiede tempi di analisi
relativamente brevi , soprattutto se confrontaoti quelli necessari ad altre metodiche di anaé#iod
stesso tipo, e presenta caratteristiche tali darpssere automatizzata in praticamente tuttiSauss,

il che ne accorcerebbe ulteriormente la duratandidello statistico sviluppato (GDA) permette
facilmente di distinguere tra oli di oliva prodatik ben 8 diverse cultivar. La procedura di valioiaz

ha mostrato come esso sia non soltanto molto iseleta anche robusto.

Questo lavoro dimostra che I'approccio di studio diti analitici chemiometrico € uno strumento
utilissimo per I'estrapolazione di informazioni néecilmente individuabili da una semplice analisi
classica. Con una sola indagine strumentale supicanrindi olio la metodica statistica si € dimosdrat
in grado, ad esempio, non solo di discriminare ilerde cultivar degli oli analizzati, ma anche di
identificare la degradazione cui € andato incohtl@ extravergine con l'invecchiamento (i risuita
mostrano chiaramente una grande differenza traogiotfreschi” e prodotti “invecchiati”), e di
confermare che i processi di invecchiamento por&shain certo livellamento in quelle che sono le
differenze nelle caratteristiche peculiari dellei@@ultivar.

| risultati mostrano anche come l'altitudine dite@zione o il periodo di raccolta siano paramehe
tendono a compensarsi I'un I'atro dimostrando chesdelta di un’anticipazione o un ritardo nella
raccolta potrebbe effettivamente essere usatograntire un’alta qualita del prodotto.

Sembrerebbe infine che la metodologia descrittairsigrado di adeguarsi al meglio anche per la
verifica di altre caratteristiche degli oli di ddive potrebbe essere tranquillamente applicataeanch
all'identificazione di altri oli vegetali oppure aconoscimento qualitativo di miscele di oli frese
invecchiati a scopo di frode.

Attraverso questo lavoro rimane ampiamente dimtmsitame un utilizzo delle moderne tecniche di
analisi strumentale, accoppiate con metodi di indagtatistica, stia sempre piu avvicinando la
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possibilitd di riconoscimento, sul prodotto finitali alcuni passaggi del processo produttivo.
Chiaramente lindividuazione di eventuatnarkers per cultivar, periodi di raccolta o zone di
provenienza, sarebbe l'auspicabile, ma difficilneentalizzabile, soluzione definitiva. Rimane
comunque evidente che i risultati ottenuti potrebbgermettere una certificazione a posteriori di
prodotti di qualita, come ulteriore garanzia didatmeritori quali processi di produzione in puzaz

di oli ottenuti da cultivar pregiate o indicaziotieun processo di raccolta e molitura precoce.
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3. STUDIO DELLA COMPONENTE AROMATICA E DELLE PROPRIETA
CHIMICO FISICHE DI CULTIVAR DI ALBICOCCO PRECOCI,
INTERMEDIE E TARDIVE

3.1 INTRODUZIONE
L’albicocco Prunus armeniacae un albero originario della Cina e dell’Asia @ate che vanta circa
4000 anni di storia.
Come classificazione tassonomica, la pianta agpertalla famiglia delle Rosacee, sottofamigliaedell
Prunoidee, genere Prunus, speci®eniaca
Alla stessa famiglia e genere appartengono aterabda frutto, quali ciliegioRrunus aviugy pesco
(Prunus persica prugno Prunus domestigaed il mandorlo Prunus amygdalus o Prunus dulgcis
L'albicocco (Figura 1) € una pianta di media grandezza che presentaeg?alta pieno sviluppo che
generalmente varia dai 5 ai 7 metri. Anche se stlto selvatico possono superare i 10 metri, nelle
coltivazioni di solito gli alberi vengono mantenatidi sotto dei 3 metri per facilitarne la raceottei
frutti, le albicocche.
La coltivazione dell’'albicocco richiede preferedmante un clima asciutto temperato e terreni sciolt
Anche se l'albero sopporta abbastanza bene le tatope rigide invernali, la precocita della sua
fioritura, che come in tutti i Prunus avviene pridella fogliazione, lo rende particolarmente seitesib
alle gelate primaverili.
La maturazione delle albicocche richiede un peridu®va dai 3 ai 6 mesi e la raccolta viene esaguit

manualmente da maggio fino alla meta di luglio.
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3.1.1 Storia

Secondo la tradizione, fu Alessandro Magno a soopai pianta durante una spedizione in Armenia
(terra da cui prese il nome scientifiGrunus armeniaceda dove fu importata in Europa ad opera del
Generale romano Lucullus (106-57 D. C.).

In seguito i Romani e nel corso dei secoli anchéuglbi (il termine albicocca € di derivazione axab
“al-barquq"), favorirono la sua diffusione nell’Eapa del sud apprezzando non soltanto il sapore e le
indubbie qualita alimentari, ma anche le sue petgrofficinali.

Oggi € una delle coltivazioni piu diffuse nel baridel Mediterraneo, ma € ampiamente coltivata

anche in tutta I’America ed é stata introdotta goande successo anche in Australia.

3.1.2 L’albicocca

Il frutto dell'albicocco, l'albicocca, € una drumde ha forma tondeggiante o ovale, con buccia di
colore giallo-arancio, spesso sfumata di rossgetieente vellutata e presenta un solco longitudinale
pil 0 meno pronunciato. La polpa & dolce, aromatiqaossiede un seme singolo all'interno di un
nocciolo molto duro. Esistono molte varieta di edluiche tutte abbastanza simili nel sapore, ma che
possono variare nella grandezza e nel colore debfrEsse sono coltivate principalmente negliiStat
Uniti e nei paesi che si affacciano nel Meditermoeme Turchia, Italia, Spagna e Grecia.

L’albicocca e un frutto molto nutriente ricco dtauinine, tra le quali le pit abbondanti sono la B2,

C, PP Tabelle 1 e 2 Le albicocche sono inoltre particolarmente reecdi carotenoidi,
importantissima classe di composti che fungono rdaifamine, venendo trasformati dall’organismo

in vitamina A.

NUTRIENTI UNITA VOIS (2R
100 g
Acqua g 86,35
Calorie kcal 48
Calorie Kj 201
Proteine g 1,40
Lipidi g 0,39
Ceneri g 0,75
Carboidrati (per differenza) g 11,12
Fibre g 2,0
Zuccheri g 9,24
Saccarosio g 5,87
Glucosio (destrosio) g 2,37
Fruttosio g 0,94
Maltosio g 0,06

Tabella 1: Composizione media per 100 g di frutto.
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VITAMINE UNITA LU0 SR
100 g
Vitamina C, acido ascorbico mg 10,0
Tiamina (B-1) mg 0,030
Riboflavina (B-2) mg 0,040
Niacina (B-3) mg 0,600
Acido pantotenico (B-5) mg 0,240
Vitamina (B-6) mg 0,054
Folati, totali Hg 9
Folato, alimentare Mg 9
Vitamina A, Ul Ul 1926
Vitamina A 19 96
Vitamina E (alpha-tocoferolo) 19 0,89
Vitamina K 19 3,3

Tabella 2: Valori medi di vitamine per 100 g di frutto.

L'albicocca € inoltre ricca di minerali quali magi® fosforo, ferro, calcio, potassio e grazie asi e
presenta attivita riequilibranti ébella 3).
Le albicocche, oltre che come frutto fresco, soti@zate nell'industria per la produzione di suich

sciroppi, marmellate e gelatine. Vengono inoltrasgyvate sciroppate o essiccate.

MINERALI UNITA VALolRE PER
00g
Calcio mg 13
Ferro mg 0,39
Magnesio mg 10
Fosforo mg 23
Potassio mg 259
Sodio mg 1
Zinco mg 0,20
Rame mg 0,078
Manganese mg 0,077
Selenio ug 0,1

Tabella 3. Contenuto medio di sali minerali per 100 g ditiout

Grazie ai suoi effetti benefici sul tessuto epdtielj I'albicocca e stata sempre usata per la ceita d
pelle nella cosmesi popolare. L'olio contenuto sedi semi € molto efficace sia per il trattamento
delle smagliature che delle rughe. Il frutto frebeoproprieta astringenti mentre le albicocche lsecc

hanno effetti lassativi.

3.1.3 Produzione delle albicocche

L’interesse per la coltura dell’albicocco & creswinegli ultimi dieci anni con un incremento della
superficie impiegata pari all'11% su scala mondiaggiungendo 436581 ha (dati Fao, 2006), e del
33% in Italia. Nei Paesi del bacino del Mediter@serealizza oltre il 60% della produzione monelial

(3.2 x 16 ton). L'ltalia occupa il settimo posto per supeididopo Turchia, Iran, Algeria, Pakistan,
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Spagna e Cina, e il terzo per produzione (244.000nkel 2005). La coltivazione dell'albicocco e
praticata soprattutto in Campania, Emilia-RomagBasilicata, Piemonte e Sicilia (80% della
produzione nazionaléj.

| consumatori mediterranei, ai quali € prevalentemealestinata la produzione italiana, apprezzano
I'albicocca per il sapore, in particolare dolcezgaccosita e aroma. Le varieta tradizionali hanno
finora assolto tale funzione, almeno per le «fdieorte» dove la raccolta coincide con la maturita
fisiologica e il consumo segue al massimo di pgodrini.

| grandi canali distributivi, la cui importanza sog di anno in anno, pongono in primo piano una
nuova esigenza: la lenta maturazione, che conskmasizionare la raccolta al momento ottimale
senza temere il rapido deterioramento del frutte. dultivar piu recenti sono valutate anche in
funzione della maggior consistenza della polpadadstrbevolezza e delkhelf life per far si che al
consumatore giungano frutti nel pieno della qualiganolettica®>*

La produzione di albicocche é concentrata in ufioderdi 30-40 giorni, principalmente a cavallo del
mese di giugno ed e caratterizzata, specie nadle taadizionali, dalla presenza di un numero etevat
di cultivar locali. In ltalia, la forte richiestaetl mercato, insieme all’introduzione di nuove calti
straniere, sembrano spingere verso la possibilégténdere la raccolta delle albicocche ad urogderi
pit ampio che vada da maggio a luglio. Negli ultamii il miglioramento genetico ha reso disponibili
numerose novita varietali caratterizzate da buortalyitivita, interessante epoca di maturazione,
minore suscettibilita alle fitopatie e, spessolafda maturazione dei frutti che pud consentire pina
facile commercializzazione. | diversi programmirthiovazione delle varieta locali e I'introduzionie d
cultivar di elevata qualita dagli Stati Uniti d’Amiea sono mirati anche ad offrire una piu ampidtace
di varieta ai frutticoltori. In particolare, alcumailtivar americane hanno mostrato ottimi risultati
termini di grandezza ed aspetto (Goldrich) o diosagei frutti (Orange Red}. Questi indiscutibili
vantaggi, unitamente a una maggiore resistenzarall@polazioni e ai trasporti, tuttavia si trovano
spesso accoppiati, nelle nuove cultivar, ad aspettisempre soddisfacenti quali bassa produtfiita,
scarsa capacita di adattamento ai climi ed ai slable nostre regioni oltre che I'elevato fabbisogm

freddo e la auto incompatibilif.

3.1.4 Varieta

L’attuale panorama varietale per l'albicocco € ttar&zato da una gamma piuttosto ristretta di
cultivar nel periodo precoce e in quello tardivoentie ci sono molte cultivar con epoca di
maturazione intermedia. Questo causa una concenteadell’offerta in un periodo piuttosto ristretto
a svantaggio della remunerazione commercialpraelotto.

Tra le numerose varieta di albicocca piu coltivatialia troviamo:

Alba, Antonio Errani, Aurora, Bella d'Imola, Bocaig liscia, Boccuccia spinosa, Boreale, Bulida,

Dany, Dulcinea, Fracasso, Frenesie, Giulia, Gdidf#ungiant), lvonne Liverani, Laycot, Mandorlon,
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Monaco Bello, Ninfa, Orange Red, Ovardi, PalummeHallecchiella, Perla, Pinkot® Copty, Pisana,
Portici, San Castrese, Silvercot® Versyl, Tond&adstigliole, Tyrinthos, Valdesi, Vitillo.

3.1.5 Caratteristiche qualitative e organolettiche dellealbicocche

L’albicocca €& considerata da molti uno dei piu zle8i frutti dei climi temperati, grazie
principalmente ad un buon bilanciamento tra zudobé@racidi ed un piacevole aroma caratteristico
che ne determinano una qualita eccezionale.

Negli anni passati, in campo agronomico, numermszissono stati rivolti nel tentativo di migliorar
ulteriormente le caratteristiche di questi frugitincipalmente in termini di innalzamento del loro
contenuto acidico e zuccherino. Piu recentementeltré, numerose campagne di produzione
finalizzate al miglioramento della componente articaadi questi frutti sono state attivate, e spesso
sono state accompagnate da studi mirati alla camsfmee dei ruoli giocati dai principali acidi e
zuccheri nello sviluppo dell’aronta.>*>®

Il saccarosio & il principale zucchero solubilesgrete nelle albicocche matufee I'elevato indice di
rifrazione di questi frutti (indice di un alto cemuto glucidico) & stato associato ad un elevato
contenuto proprio di questo zucché&foQuesto si ripercuote sul sapore di questi pradotie
presentano un gusto decisamente gradevole.

Molte delle varieta coltivate in Italia ed in Spagendenzialmente mostrano un elevato contenuto in
zuccher**® Al contrario, invece, le cultivar di recente irduzione provenienti dagli Stati Uniti
d’America, e le varieta precoci (quelle, cioé, chengono raccolte a maggio), generalmente
presentano una polpa sub-acida, principalmente tdoad una pit alta acidita totafe’ Si tratta
questa di una caratteristica che non sempre tideadre dei consumatori europei, che normalmente
approvano e di conseguenza scelgono i frutti ppition base alla dolcezza ed all’arorfia.

Il colore dei frutti € un altro parametro importastmo per la determinazione della qualita,
principalmente perché esso gioca un ruolo di prpiano nella percezione visiva della qualita dei
frutti da parte dei consumatori. Nelle albicocdiuttavia, una migliore colorazione della buccia (tr
rosso e l'arancio) sembra essere correlata corrivpld elevati di acidita ma non di contenuto
zuccherino? e la scelta di raccogliere frutti con queste tariastiche di colorazione della buccia
potrebbe comportare la perdita di gran parte delire e del sapore negli stessi.

Molte delle cultivar tradizionali delle regioni mieztranee di solito presentano una buccia bianca,
gialla o arancione chiaro, mentre le cultivar réearente introdotte sono state spesso selezionate al
fine di ottenere frutti dai colori piu invitarti:®® Molte delle nuove cultivar presentano queste
caratteristiche e il riscontro di gradimento é evigk e immediato.

Dunque anche se lattrazione visiva € comunque ranemo delle principali peculiarita che
contraddistingue il mercato della frutta frescaréscente interesse dei consumatori verso l'aena

frutti sembrerebbe incoraggiare una riconsiderazidn quelle che sono le tradizionali varieta e
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indirizzare il lavoro di selezione verso cultivareno attrattive dal punto di vista visivo ma

aromaticamente piu ricche.

3.1.6 Profilo aromatico

L’aspetto e I'aroma dei frutti sono tra i parametitl significativi per la valutazione della qualida
questi prodotti. Il piacevole e caratteristico asdif delle albicocche, ad esempio, & una delle
caratteristichéasilari per la determinazione della loro quakaappresenta uno degli aspetti primari
che distingue le albicocche dagli altri frutti esbe correlati, quali ad esempio le prugne ed iilober-
ibridi.

Una recente indagine ha confermato lI'importanza Elema riveste anche per i consumatori,
mostrando un’influenza diretta sulla loro approvaz:®

Esso e una miscela complessa di sostanze votatigl caso delle albicocche, é costituito da piu di
100 composti differenf?®®

Numerosi studi sono presenti in letteratura suldmatterizzazione del profilo aromatico delle
albicocche a partire dagli anni '66® Da questi studi esso risulta formato da centigieomposti
appartenenti alle classi di terpeni, alcoli, lattogsteri e numerosi altri composti a 6 atomi di C
(aldeidi e chetoni principalmente) originati datlagradazione di molecole di lipidi a 6 atomi di
CP0e676869.70.7L72 \olto  studiate sono state le tecniche di estrazicei composti volatili

i*’*"®ed anche i cambiamenti nella composizione delreralelle albicocche durante lo

applicabil
sviluppd* e la conservazione dei frufti.

Studi che prevedevano analisi di tipo sensdfidlanno permesso di ottenere una correlazione dei da
analitici ottenuti da analisi strumentali classict@ quelle che sono le note d’odore caratteristich
delle albicocche. Cosi risulta che I'esile acetdto;-octalattone e ily-decalattone sono risultati i
responsabili delle note fruttate tipiche dell’'aronhale albicocche, mentre il Linalolo, il 6-meti#-5
epten-2-one e {i-ionone sembrano sviluppare una nota aromaticpalifioreale, I'etile acetato, p-
ciclocitrale e il limonene conferiscono note frtgtanentre I'(E)-esen-2-ale note erbose ed il menton
note di menta.

E interessante notare che sono stati individuadi, it composti volatili delle albicocche, p-
ciclocitrale, prodotto di degradazione termica,ofsigenazione o degradazione enzimaticafdel
carotene (principale carotenoide delle albicocclee),il 6-metil-5-epten-2-one, proveniente invece
dalla degradazione del licopene. Questi compostbadiimente provengono dalla degradazione
enzimatica e fotochimica che ha luogo durantedtpsso di maturazione delle albicocche.
Nonostante l'elevatissimo numero di composti véladientificati nell’aroma delle albicocche, non
tutti questi composti possono essere strettamagikegati alllaroma di questi frutti. Il contributdi
ogni composto all'odore caratteristico di un frutlipende, infatti, in primo luogo dalla sua soglia
odore fpdour threshold OTH), cioé la concentrazione minima affinché wmposto possa essere

rilevato dal naso umano e, in secondo luogo, dalla concentraziorfé,a sua volta dipendente
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dall'attivitd degli enzimi preposti a sintetizzark dalla disponibilitd dei substrati necessari alla
sintesi’®"®

L’apporto relativo di un componente volatile allarrhazione dell’aroma totale pud essere espresso
mediante le unita di odore, determinabili dal rappotra la concentrazione di un composto
nell'alimento in esame ed il suo valore di sogli@dore®’?*

Secondo la teoria delle unita di odore soltantedstanze con un logaritmo delle unita di odore > 0
contribuiscono attivamente alla formazione del jwofaromatico, mentre non si tiene in
considerazione il contributo allaroma di basmdkground flavoyr apportato da sostanze con un
logaritmo < 07’ Inoltre, questa rappresentazione del profilo at@oaon tiene conto del fatto che la
diversa soglia olfattiva di ogni singolo componept® risultare modificata da interazioni sinergiche
antagoniste con altre sostanze presenti nella eeatricon la matrice stessa. Essa rimane comunque
uno strumento utile nell'individuazione dei compotieche maggiormente contribuiscono alla
creazione di un aroma caratteristf¢o.

Il profilo aromatico finale, quindi, € il risultatdel fine bilanciamento fra tutti i composti emessdi
conseguenza ogni variazione di questo bilanciamsntadurra in un cambiamento nell'aroma del

frutto &
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3.2 SCOPO

E noto che I'aroma dipende dalla quantita e daltagosizione della miscela dei differenti composti

volatili,®*

e la loro formazione aumenta con la maturaziaidrdtti ed e associata alla produzione di
etilene®®*®” E noto inoltre che alcuni di questi composti artieigpossono essere utilizzati come
markersmolecolari per discriminare le diverse vari&ta.

Nonostante il gran numero di studi volti alla cadzzazione dei cambiamenti del profilo aromatico
delle albicocche durante la maturazione dei ffifti®’ e alcune evidenze che indicano una migliore

qualita dei frutti di cultivar tardive (elevato mgrto zuccheri/acidij?***’

ad oggi alcuno sforzo é
stato fatto per vedere se esiste una correlaziaria tomposizione aromatica e la stagione di t&,co
che sembrerebbe conferire un miglior aroma alleatiche tardive.

In questa parte del mio lavoro di tesi, condottadtlaborazione con il Dipartimento S.En.Fi.Mi.Zo,
sez. Frutticoltura Mediterranea, Tropicale e Subpitale dell’Universita di Palermo, mi sono
occupato di valutare le caratteristiche qualitagdearomatiche di alcune cultivar di albicocco ulif
nel territorio italiano. Sono state effettuate &iatrumentali di laboratorio necessarie per iiliare
I piu importanti parametri estetici quali pezzatufarma e colore, le proprieta fisiche come
consistenza della polpa e la composizione chimdcaecacidita titolabile e contenuto in solidi solubi
Per una piu completa definizione delle carattetigtidei frutti & stata effettuata la determinazione
semiquantitativa della frazione aromatica, svilugjm una metodica di analisi basata s8klid
Phase Micro ExtractioflSPME) seguita da Gas Cromatografia — SpettroandiiMassa (GC-MS).

Cosi, il profilo aromatico insieme con alcune pretr chimico-fisiche dei frutti, sono stati impidiga
per provare a vedere se le differenti varieta Hicakcche possano essere raggruppate sulla base di
simili caratteristiche aromatiche o attributi diadjta dei frutti ed inoltre se esistano specifiaitti di
gualita o aromatici dei frutti in grado di caratteare le varieta con differenti stagioni di racaol

Nel set di campioni analizzato, costituito da umllpoolto vario di 16 cultivar diffuse sul territori
italiano a diversa epoca di maturazione (precotérimedie e tardive)l@bella 4), sono state incluse
sia varieta ad alta produttivita, sia varieta divalintroduzione (in fase di valutazione su scadale),
sia varietd vecchie o non pit raccomantfafe’ (principalmente abbandonate o valutate
negativamente per via di una produttivita scarsaegolare, perché richiedono climi troppo freddi,
per pezzature di frutto eccessivamente piccol@aguoiolle o per un basso rapporto zuccheri/acidi).

| dati analitici sono anche stati analizzati atf&o un approccio chemiometrico, applicansha
Linear Discrimininant Analysigper provare a verificare se il set di dati otteffaguardanti sia gli
attributi di qualita dei frutti, sia le loro compemti volatili, sia il contributo di queste alle eotli
odore) possano essere specifici 0 associati afspeguppi di cultivar appartenenti a diversi pti
di raccolta (precoci, intermedie e tardive). Abbtaamche usatta Principal Component Analysjger
investigare le relazioni tra i diversi attributisiti, chimici ed aromatici e ogni possibile

raggruppamento tra le cultivar sulla base di pegarsimilari.
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Inoltre, definendo al meglio l'identitd delle cwiir in termini di qualita dei frutti, le nostre

osservazioni dovrebbero fornire informazioni utilla scelta di varieta che possano portare ad un

incremento della qualita dei prodotti e ad un’esi@me della stagione di raccolta.

PRECOCI (5) INTERMEDIE (9) TARDIVE (2)
Ninfa Alba Mandorlon
Pinkot® Copty Bella di Imola Pellecchiella
Silvercot® Versyl Bulida
Antonio Errani Fracasso
Ovardi Frenesie
Goldrich
Dany
Palummella

Orange Red® Bhart

Tabella 4. Classificazione delle sedici cultivar seconddileerse epoche di maturazione.

Dott. Sergio Indelicato
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3.3 SEZIONE SPERIMENTALE

3.3.1 Campioni

La ricerca é stata condotta sui frutti coltivatinmpianti sperimentali situati nella zona di Las¢®A)
(37.99° N, 13.94° E, 150 m s.I.mFigura 2), utilizzando piante adulte appartenenti a 16etariDi
gueste 5 erano cultivar precoci (Ninfa, Pinkot®@o Silvercot® Versyl, Ovardy e Antonio Errani),

9 intermedie (Alba, Bella di Imola, Bulida, DanyaEasso, Frenesie, Goldrich, Orange Red® Bhart e
Palummella) e 2 tardive (Mandorlon e Pellecchie{legbella 4). Un'ulteriore classificazione tra le
cultivar oggetto di analisi puo essere effettuatéadase della loro presenza nelle liste varietidié

in quelle liste annualmente aggiornate da commssiazionali di agronomi che, sulla base di pregi e
difetti salienti, stilano una classifica sulla qtéaldelle varieta orto-frutticole piu diffuse sertitorio

che rappresentano delle vere e proprie guide foetticoltori. Secondo i giudizi delle liste varadit, 6

di queste cultivar sono altamente produttive e djuonsigliate alla coltura (Ninfa, Antonio Errani,
Bella di Imola, Fracasso, Goldrich e Pellecchigeltasono varieta di recente introduzione nelle list
Sono ancora sottoposte a valutazione (Pinkot ei8ibt), ed 8 sono cultivar vecchie oppure non piu
raccomandate per la coltivazione (Ovardi, Alba,idl Frenesie, Dany, Palummella, Orange Red e

Mandorlon).

) ura 2: Impianto sperimentale delle sedici cultivar diiabcco.

Le albicocche sono state raccolte secondo i perthdmaturazione indicati dai report tecnici

nazionali*®*%>*

(generalmente riferiti alla cultivar San Castreseun periodo compreso tra il 26
Maggio ed il 25 Giugno.

Tre o quattro alberi adulti uniformi in dimensios@no stati selezionati per ogni cultivar e dalkenpe

e stato prelevato, a maturazione commerciale, mpiae costituito da 35 frutti per cultivar di Q0
sono stati sottoposti alle determinazioni anal@iattelle caratteristiche chimico fisiche, mentre i
restanti 5 sono stati utilizzati per la determioagi della frazione volatile.
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3.3.2 Parametri estetici e chimico-fisici dei frutti

In laboratorio, sui 30 frutti freschi selezionadirgultivar, sono stati determinati:
*  peso (9);
» grandezza (mm): il diametro equatoriale e statarats tramite un calibro digitale;
« consistenza della polpa (Kgn?): & stata determinata tramite uno strumento chiama
penetrometro (il nostro era un penetrometro digitllla TR di Turoni & Co., Forli,
Italy), su due superfici sbucciate per ogni frutfuesta misura rappresenta un indice
di maturazione commerciale e viene misurata tramiteprocesso distruttivo che
consiste nella determinazione della forza necessafar penetrare un puntello di un
determinato diametro (8 mm) nel frutto. Minore siéré@lore ottenuto, minore sara la
consistenza della polpa e quindi pit avanzatodtosdi maturazione del frutto, che a
sua volta conterra una maggiore quantita di zuecher
Sul succo ottenuto per estrazione da tre grupgiedi frutti per cultivar, sono stati misurati:
» solidi solubili totali (total soluble solids, TSSpradi Brix, °Bx): misurazione
mediante un rifrattometro digitale Atago Palette-FR (Atago Co., Ltd, Tokyo,
Japan);
* pH;
» acidita titolabile (g di acido malieb-1 di succo), utilizzando un titolatore compatto
Crison S (Crison Instruments, SA, Barcelona, Spain)
La colorazione delle bucce e stata, invece, detextaidall’analisi delle immagini digitali di cinque
fotografie per cultivar, ognuna contenente seitifr(Eigura 3). Le immagini digitali sono state
analizzate attraverso un algoritmo sviluppato stdtware MATLAB (The MathWorks Inc., Natick,
MA, USA) che converte le immagini dal formato RGRj@ello CIE 1976 kaxb, estrae i frutti dalle
immagini (rimuove lo sfondo) e quantifica le cagattiche cromatiche come differenza pesata di ogni
pixel dellimmagine da un campione di riferimefitdl software elabora un indice compreso tra 0
(assenza di rosso-arancio) e 1 (completamente-evasgio). | valori medi riscontrati sono riportati
Tabella 5.

Figura 3: Frutti della cultivar Ninfa
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Stagione . Consistenza s

CULTIVAR diraccolta S0 Diametro o Polpa OTBS.S AC'IC_"_Ea

(P, l, T) (g) (mm) (N-cm'z) ( ”X) (g )
Ninfa P 49,12 43,85 36,6 13,87 1,59
Silvercot ® Versyl P 60,17 45,30 42,3 12,53 5,83
Pinkot ® Copty P 39,05 39,41 34,5 12,43 3,72
Orange Red® Bhart | 36,78 37,79 40,2 14,70 2,69
Goldrich | 53,78 43,68 39,5 12,67 6,16
Bulida | 77,43 50,02 28,6 11,47 5,99
Ovardi | 48,71 44,13 36,4 13,30 4,42
Palummella | 32,72 37,34 38,1 13,97 5,24
Alba | 64,42 47,12 43,7 12,37 6,66
Fracasso | 59,32 46,08 455 13,57 3,81
Pellecchiella T 37,92 39,51 39,0 11,17 5,47
Mandorlon T 53,21 45,06 31,5 16,03 3,91

Bella di Imola P 53,10 44,64 25,0 13,03 5,23

Antonio Errani I 56,90 45,96 23,2 17,43 3,13

Frenesie I 32,90 36,98 57,4 11,97 5,04

Dany | 71,47 49,14 22,0 12,83 4,12

Tabella 5 Valori medi per cultivar dei parametri qualitatmisurati su 30 frutti freschi (in grassetto sono
riportate le 12 cultivar aventi grado di maturas@omparabile).

Lo stadio di maturazione dei frutti ne influenzaoememente i parametri qualitativi, e la velocita di
maturazione dipende fortemente dalla temperatultamiente nel quale i frutti si sviluppano.
Cambiamenti delle condizioni climatiche di annoanno (inclusa la temperatura) possono quindi
causare differenze tra i tempi di raccolta indioaiireport tecnici per le diverse cultivar e quelli reali.
Per questo motivo, abbiamo usato la consistenda gdelpa come indice dello stato di maturazione
dei frutti, e tutte le valutazioni qualitative sostate effettuate soltanto su 12 delle 16 cultimar
esame. Abbiamo di fatto escluso dallo studio latquaarieta (Antonio Errani, Bella di Imola, Dary
Frenesie) i cui frutti presentavano valori di cetesnza della polpa molto diversi dagli altri e elnano
quindi ad uno stadio di maturazione non paragoeahilquello delle altre varieta, che invece

presentavano tutte valori di consistenza della alpmpresi nerange 28,6 — 45,5 Nem? (in
grassetto nelldabella 5).

3.3.3  Analisi della Componente Volatile

Le basse concentrazioni dei componenti volatilsprei nelle albicocche rendono difficoltosa la loro
individuazione, il loro isolamento e la loro estoae.

L'analisi della componente volatile & stata esegintspazio di testa (HS) medianteSalid Phase
Micro-Extraction (SPME)®® abbinata alla Gas-Cromatografia/Spettrometria ds$& (GC/MS}>*
utilizzando un rapido e riproducibile metodo aredit

Tutte le analisi preliminari sono state eseguitéastarieta “Ninfa”. Le prove di riproducibilita s

state eseguite per tre volte su tre differenti danigcon ottimi risultati (RSD<10%).
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3.3.3.1 Estrazione degli analiti

La Solid Phase Micro-Extraction € una tecnica obrenette di estrarre con elevata sensibilita un gran
numero di sostanze volatili da diverse matriciqueli, attraverso un sistema a siringa, possoreress
iniettate direttamente in un Gas-Cromatografo. Egsaltre, presenta numerosi vantaggi quali la
semplicita di utilizzo, la rapidita dei tempi ditezione ed una buona riproducibilita del metodo.

La metodica SPME é stata accuratamente ottimizzatdo scopo di ottenere un’estrazione che fosse
abbastanza rapida, sensibile, ed affidabile, inl@@oé di fornire una rappresentazione il piu fede
possibile di quelle che sono le sostanze voldtditevamente presenti nello Spazio di Testa. Bsist
infatti in commercio un gran numero di fibore SPMEati diverse fasi stazionarie, le quali possiedono
differenti affinita per le classi di sostanze (pipalmente in termini di polaritd) e quindi possono
essere maggiormente indicate per certe tipologandiisi piuttosto che per altre.

A tal scopo, sono state eseguite delle analisimirdri per ottimizzare i principali parametri ctea
della tecnica SPME in Spazio di Testa: il temposdturazione dello spazio di testa (HS) alla
temperatura di analisi del campione, la fibra SPpilEadatta ed il tempo di esposizione della stessa
nello HS.

3.3.3.1.1Scelta della fibra

Per individuare il tipo di fibora SPME piu adattdaialisi dello spazio di testa sono state effétua

delle prove con quattro differenti fibre mono o tradmponenti:

1. DiVinilBenzene/carboxen/PoliDimetil Silossan®@{30 um DVB/carboxen/PDMS).
2 PoliDimetil Silossano/DiVinilBenzene (65 um PDNDYB)

3. PoliDimetil Silossano/carboxen (75 um PDMS/CAR)

4 PoliDimetil Silossano (100 um PDMS)

La scelta della fibra si & basata sul paramejrov&riante della funzione gia modificata nel 20@3 d
Hamn?? (Equazione J rispetto a quella introdotta da Zdbael 2002. | non & altro che il rapporto

tra la media di lpern analiti con una fibr, e la media di [ipern analiti per I fibre:

b2 H,

Fu:y 1 o Equazione 1
fVn&i'i

in cui H; e l'altezza del picco dell'analitausando la fibrg. Nella versione utilizzata per il nostro
studio l'altezza del picco | stata sostituita dall'area del piccp Ael calcolo sono stati monitorati 6
picchi significativi, rilevati con tutte le fibrerpvate, e poiché sono state testate 4 diverse Ifibge 1

si commuta nell&quazione 2

1T A
Fi;‘(/—)6 L Equazione 2
: % 1620'4’/
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doveX;A; corrisponde alla sommatoria dei 6 picchi.
Il valore di F calcolato per le quattro fibre, riportato Trabella 6, mostra come la fibra trifasica
(DVB/carboxen/PDMS) sia quella migliore per esteadiallo spazio di testa un maggior quantitativo

di sostanze avendo un valoredt 1,56, superiore a quello ottenuto con le dlbee.

Fibre Fij
DVB/carboxen/PDMS 1,56
PDMS 1.37
PDMS/DVB 0.90
PDMS/CAR 0.15

Tabella 6: Valore di K calcolato per le 4 fibre second&duazione 2

3.3.3.1.2Saturazione Spazio di Testa

Sono state eseguite delle analisi preliminari peividuare il tempo di saturazione dello spazio di
testa (HS) devials contenenti il frutto alla temperatura di analisl dampione (25 °C).

A questo scopo e stato studiato 'andamento nepoedelle aree dei picchi cromatografici di sei
sostanze volatili rappresentative del profilo artogadelle albicocche.

Le prove sperimentali sono state effettuate pempi di 1 ora, 2 ore, 3 ore, 4 ore, monitorando
I'ampiezza delle aree dei picchi cromatografici deguenti composti: esile acetato, 4-esen-1-olo
acetato, 2-esen-1-olo acetato, 3-esen-1-olo, 2-esdo, linalolo.

L’indagine é stata eseguita su 0,5 g di frutto oemagzzato, posto ad equilibrare in vial da 2 mL
con tappo perforabile di gomma siliconica rivestitdoliTetraFluoroEtilene (PTFE) alla temperatura
controllata di 25 °C, effettuando quattro analBME-HS-GC-MS ad intervalli di tempo regolari di 1
ora.

| risultati ottenuti, riportati nel grafico ifrigura 4, mostrano chiaramente che una prima fase
iniziale tutti i composti principali presentano ubassa concentrazione nello HS che tende poi ad
aumentare nel tempo fino a stabilizzarsi; é polesitmtare, infatti, che dopo due ore quattro picthi
sei presentino il massimo adsorbimento sulla fibdaue pit abbondanti, I'esile acetato ed il 2re&e
olo acetato, ma anche il 2-esen-1-olo ed il lilmglee la loro concentrazione, col procedere
dell’'equilibratura, diminuisce soltanto leggermenteomposto meno abbondante dei sei studiadk, il
esen-1-olo, invece raggiunge il massimo gia doporardi equilibratura ma col passare del tempo
subisce una leggera flessione, probabilmente peigp@stato” dalle altre sostanze piu abbondanti
presenti nello HS.

Queste evidenze ci hanno quindi portato a scegl@yme miglior tempo per la saturazione dello

spazio di testa, un intervallo di equilibratura d@mpioni di 2 ore.
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Figura 4: Andamento dell’estrazione dallo spazio di testeaaiare del tempo di equilibratura del campione.

3.3.3.1.3 Tempo di esposizione della fibra

Sono state eseguite delle analisi preliminari pdividuare il tempo ottimale di esposizione deibad
nello spazio di testa deials contenenti 0,5 g frutto omogeneizzato, necessdfmdsorbimento dei
composti volatili.

Lo studio e stato condotto analizzando la variazidelle quantita di sei sostanze al variare deptem
di esposizione della fibora SPME nello spazio diae#\ tale scopo sono stati saggiati i tempi di
esposizione 10, 15, 20 e 30 minuti; ogni analistata ripetuta tre volte e per lo studio sono stati
utilizzati i valori mediati.

Sono stati monitorati gli stessi composti gia miditi per descrivere la saturazione dello spazio di
testa: esile acetato, 4-esen-1-olo acetato, 2-es#o-acetato, 3-esen-1-olo, 2-esen-1-olo, linalolo

| risultati ottenuti, riportati nel grafico irfrigura 5, mostrano chiaramente chdieci minuti di
esposizione della fibra non sono sufficienti agtdre una buona estrazione delle sostanze vatatili
esame. Di queste, infatti, quattro raggiungono @ssimo di adsorbimento dopo un quarto d’ora di
esposizione (esile acetato, 2-esen-1-olo acetageefd-1-olo, linalolo) per poi diminuire leggerment
in concentrazione allaumentare del tempo di egpmse (probabilmente per fenomeni di
competizione con altre sostanze meno volatili oorefini alla fase stazionaria della fibra). |l 4em-
1-olo acetato, invece, raggiunge il massimo di das@nto dopo 20 minuti di esposizione della fibra
(ma poi anche la sua concentrazione diminuiscenadliaz’'ora) , mentre il 3-esen-1-olo, il composto
peraltro meno abbondante tra gli otto, gia dopeidignuti raggiunge il suo massimo di estrazione
diminuendo poi leggermente col trascorrere del temp

Queste evidenze ci hanno quindi portato a scegleemme miglior tempo di esposizione della fibra

SPME nello spazio di testa, un intervallo di 15 utiin
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Figura 5: Andamento dell’estrazione dallo spazio di testeagiare del tempo di esposizione della fibora SPME.

3.3.3.2 Analisi GC/MS

L'analisi semiquantitativa della componente votatilelle albicocche e stata eseguita mediante Gas-
cromatografia/Spettrometria di massa (GC/MS),z##ndo un rapido e riproducibile metodo analitico
derivato dal protocollo di analisi gia sviluppato precedenti lavori sulla componente aromatica di
pesché' e mele’’

Tutti i campioni sono stati preparati per I'anatiglle componenti volatili secondo questo protaxoll
0,5 g di albicocche (buccia e polpa), accuratampesati ed omogeneizzati, sono stati introdotti in
vials da 2 mL con tappo a tenuta perforabile in gomrheosica rivestita di PoliTetraFluoroEtilene
(PTFE) e sono stati posti alla temperatura di Z65t°C nel carosello termostatato con sistemad?elti
dell'autocampionatore Varian 8200 CX (Varian InPalo Alto, CA, USA). A questi sono stati
aggiunti, come standard interno,uB di una soluzione acquosa contenenti 0,445 pg-eptanolo,
ottenuta per diluizione di una soluzione madre-dpfanolo di concentrazione 115 +ng

Seguendo le indicazioni ottenute dalle prove prielam, i campioni all'interno devials sono stati
lasciati per 2 ore in termostato (tempo necesgagiol’equilibratura); dopo questo periodo la fibra
trifasica (DVB/carboxen/PDMS) é stata introdottaawverso il setto ed esposta per 15 minuti nello
spazio di testa. Successivamente essa é statagpdssarbire nell'iniettore del gas-cromatografo.

Le analisi sono state eseguite con un GC/MS V&8tarn 3-lon Trap System (Varian Inc., Palo Alto,
CA, USA), equipaggiato con una colonna capillarpebtowax, i cui principali parametri strumentali

sono stati accuratamente ottimizzati.
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3.3.3.2.1Scelta della colonna Gas Cromatografica

Le separazioni cromatografiche sono state esetpstendo due differenti colonne capillari:

e colonna J & W DB5 (J & W Scientific Inc.) di silideisa lunga 30 m, con diametro
interno di 0,25 mm e rivestita di una fase stazienaostituita da 5% difenil 95%
polidimetil silossano, con uno spessore del film,@5um;

» colonna Supelcowax-10 (Supelco, Bellafonte, PAgilkite fusa, lunga 30 m, diametro
interno 0,25 mm rivestita di una fase stazionadatituita da polietilenglicole, con
uno spessore del film di 0,2n.

In seguito ai test effettuati, i migliori risultasono stati ottenuti utilizzando la colonna gas

cromatografia Supelcowax-10, che presenta unaifioldella fase stazionaria maggiore della J & W
DB5.

3.3.3.2.2Analisi semiquantitativa

L'analisi semiquantitativa &€ stata eseguita perfromto delle aree dei picchi cromatografici degli
analiti con quello dello standard interno, 1-eptapaggiunto in concentrazione nota al campione.

La curva di calibrazioneFgura 6), eseguita per accertare la linearita di rispatho standard
interno, e stata costruita con i valori di 6 salmzidi 1-eptanolo a concentrazione decrescente, nel
rangecompreso tra 0,77 paj* e 6,9 peg™ (R*=0,996).
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Figura 6: Curvadi calibrazione dello standard interno (1-eptanolo)

3.3.3.2.3Parametri del Gas Cromatografo

Le analisi sono state eseguite utilizzando un GCX8an Saturn 3-lon Trap System (Varian Inc.,

Palo Alto, CA, USA), equipaggiato con una colonagitare Supelcowax e con un autocampionatore
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Varian 8200 CX termostatato, i cui principali pasm strumentali sono i seguenti: temperatura
dell'iniettore, 250 °C; modalita introduzionsplitless gas di trasporto, elio (He); pressione in testa
alla colonna, 12 psi; temperaturansfer-line 180 °C.

La rampa di temperature del GC é riportat&igura 7 e prevede una durata totale del metodo di 46
minuti.
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Figura 7: Rappresentazione della programmata termica del GC.

3.3.3.2.4Parametri dello Spettrometro di Massa

Questi sono i principali parametri della trappotmica: modalita di ionizzazione, ionizzazione
elettronica (El) a 70 eV; modalita di scansiofnetal lon Current(TIC); rangedi massa, 40 — 400 Da;
frequenza di scansione, tre scansioni al secordypératura trappola ionica, 180 °C.

| dati raccolti sono stati processati con il datstsm dello strumento e i cromatogrammi e gli spett
hanno mostrato una eccellente riproducibilita.

Gli analiti sono stati tabulati piuttosto che seton tempi di ritenzione (TR), soggetti a variadion
dovute alla colonna ed alle condizioni cromatogtsdi secondo i valori di Indice di Ritenzione
Lineare (LRI), i cui valori sono stati calcolatilliizando I'equazione di E. Sz. Kovéts utilizzando
una sequenza di idrocarburi lineari dal C10 al C26.

| 34 composti volatili delle albicocche sono stalentificati dapprima attraverso una ragionata e
critica comparazione con gli spettri registrati laelibreria NIST 2002; successivamente tutti i
composti presenti nell€abelle 7 ed 8 ad eccezione dei composti 2, 13, 21,23, 2733& 33, sono
stati confermati tramite i valori dei LRI riportati letteratura, mentre i composti 4, 12, 17 e @dos
stati comparati con i rispettivi standard.
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3.34 Analisi dell'aroma

Abbiamo condotto un’ulteriore indagine sulla comeote volatile delle albicocche, analizzando il
contributo relativo di ogni composto volatile altamazione dell’aroma caratteristico dei frutti.t&{
scopo sono stati calcolati i valori delle unita atlore delle sostanze volatili presenti nel profilo
aromatico delle albicocche per le quali, in letiigra, sono noti glDdour ThresholdOTH). L'OTH, o
soglia di odore, € la concentrazione minima detluzmone acquosa di un composto affinché esso
possa essere rilevato dal naso umamer il quale una sostanza con una soglia di oohaiéo bassa
quindi, a parita di concentrazione, € percepitagimgente rispetto ad un’altra avente un valore di
OTH piu elevato.

Di conseguenza la percezione di un aroma da palfaamo é totalmente differente da quella di uno
strumento come il GC/MS che, di ogni composto presaello HS, rileva esclusivamente la quantita.
La percezione degli odori{) dipende, secondo I'equazione di Weber-Fechnel8@6 Equazione

3), da una funzione Logaritmica:

N =a Iilogi
o Equazione 3
in cuiaé una costante caratteristica per ogni sostangda sua concentrazionege la sua soglia di
odore. Il rapport@/c, & definito Unita di Odor&s*
Secondo la teoria delle unita di odore soltantedstanze con un logaritmo delle unita di odore > 0
contribuiscono attivamente alla formazione del jwofaromatico, mentre non si tiene in
considerazione il contributo allaroma di basmdkground flavoyr apportato da sostanze con un
logaritmo < 07’
In questo studio, sono stati trovati in letteratsotanto gliOdour Thresholddi 27 dei 34 composti
presenti e di questi sono stati calcolate le goonislenti unita di odore e di conseguenza il retativ
contributo di ogni sostanza volatile alla formazodell’aroma finale. Ogni composto pud essere
associato ad una specifica nota di odore e si gsanaere che composti con note di odore simili
possano contribuire insieme alla formazione daleyalenti note aromatiche. Cosi i composti volatili
piu rappresentativi, espressi in Lgglelle unita di odore, sono stati raggruppati na#eprincipali
componenti olfattive caratteristiche delle albidoesecondo la seguente logica: I'odore fruttatoevie
dato dall'esile acetato, dal (Z)-3-esenile acetatdal y-decalattone; I'odore fruttato viene dato dal
linalolo e dalp-ionone; I'odore erboso viene dato dal (2)-3-esenalal (Z)-2-esenolo e dd-

ciclocitrale.

3.3.5 Analisi Statistica

| dati relativi agli attributi fisici, chimici e amatici sono stati sottoposti ad analisi statistiogorimo

luogo é stata effettuata uaaalysis of mean&nalisi delle medie): sono stati riportati in gmafico i
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limiti di decisione superiore ed inferioreigper and lower decision limjte sono stati usati per
evidenziare le differenze tra i valore medio diioguitivar e la media generale.

Procedure di SYSTAT (SYSTAT Software Inc., Richmpr@A, USA) sono state utilizzate per
effettuare correlazioni tra i valori medi deglirdgtiti fisici, chimici e aromatici. L'analisi mulariata
LDA (Linear Discriminant Analysjse stata applicata per provare ad individuareeggat di attributi
qualitativi e aromatici fosse in grado di discriiia le varieta raggruppandole in base alla stagione
raccolta in precoci, intermedie e tardive. Infinsté@ta eseguita un’analisi PCRr{ncipal Component
Analysig per determinare eventuali associazioni esisteatgli attributi fisici, chimici e aromatici ed
ogni possibile raggruppamento delle cultivar basatsimili proprieta. Quindi é stata effettuata una
Cluster Analysisattraverso la tecnicB-meanssulle Componenti Principali (PCs) per individuare
eventuali raggruppamenti varietali ed i risultaine stati presentati in un grafico a due dimensioni
(tramite la metodiciplot) che mostra le posizioni relative delle cultivadegli attributi qualitativi

secondo le prime due PCs.
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3.4 RISULTATI E DISCUSSIONI

3.4.1 Valutazione degli attributi fisici dei frutti

L’analisi delle medie sugli attributi fisici deiutti mostra significative differenze tra le 12 \edé
prese in esame che non sembrano legate alla stagdiiomaturazione dei frutti.

In particolare, il colore della buccia si & rivelasimile per molte cultivar; soltanto una cultivar
intermedia, la Goldrich, ha mostrato un’intensitgalorazione piu intensa, attestandosi al di solgia
limiti di decisone superiori UDL), mentre una cultivar precoce, la Fracasso, hatratosuna
colorazione al di sotto dei limiti di decisone in&i (LDL) (Figura 8A), rivelando una colorazione
pitu debole delle altre. La colorazione biancasteaga stata riportata per la cultivar Ninfa, mentr
Orange Red aveva finora mostrato un’intensa calemazrosso/arancio in studi precedehti.

Il diametro medio dei frutti ed il loro peso, inewariano notevolmente tra le varieta. Tra tute,
Palummella si € rivelata la cultivar con i frutitigiccoli, con un diametro medio di 37 mm ed un
peso medio di 32,9 g, mentre la Bulida e quella mtesenta i frutti mediamente piu grandi con un
diametro ed un peso medi di 50 mm e 77,4 g rispettente FFigure 8B e 8Q. Tra le cultivar con
stagione di maturazione intermedia, Bulida, Alb&racasso hanno mostrato frutti di dimensione
significativamente superiore alla media, con unopesaggiore di 60 g, mentre Orange Red e
Palummella hanno mostrato una dimensione infeadieealtre, con un peso inferiore ai 40 g. Tra le
cultivar tardive, solo Pellecchiella presenta digieni ridotte, trovandosi la sua dimensione alatics

del limite di decisone inferiore.

3.4.2  Valutazione degli attributi chimici dei frutti

| parametri qualitativi chimici, al pari di quefisici, hanno mostrato una consistente variabtlitéle
cultivar, anche se i valori si mantengono simili pfutti appartenenti alle stesse stagioni dicaita.

Il pH riscontrato varia tra i valori 2,2 e 3,6, cdlinfa (precoce) e Orange Red (intermedia) che
presentano valori al di sopra dei limiti di decisoe Palummella, Goldrich, Alba e Bulida che
presentano invece valori al di sotto dei limitiddicisone Figura 9A).

L’acidita del succo, espressa comb"gji acido malico, varia enormemente tra le variatilando da
1,59 a 6,66Kigura 9B). Tra le varieta precoci, solo Silvercot ha mdstman’aciditd molto superiore
alle altre, mentre per le restanti due cultivarcsstate riscontrate acidita medie al di sotto iheitil di
decisone. Le intermedie Goldrich, Bulida e Albaaetardiva Pellecchiella, presentano un’elevata
acidita (valori superiori ai limiti di controllojnentre Orange Red e Fracasso (tardive) si atteatatio
sotto dei limiti. L’acidita media (11,3-lg") delle cultivar in esame sotto le nostre condizion
sperimentali, climatiche e a maturazione commegciabmunque, risulta ben al di sotto dei limiti
massimi di accettabilitd dgianel test(44 gL™) ed all'interno delrange necessario per ottenere un
elevato punteggio di saporé.
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| solidi solubili della maggior parte delle variet@trovano all'interno dell'intervallo di conceatzione

tra i limiti di decisone, con la sola ecceziondal@range Red (intermedia) e Mandorlon (tardivag c
mostrano un contenuto medio in TSS superiore, & dallida (intermedia) e della Pellecchiella
(tardiva) che ne presentano invece un contenugsiané ai limiti si decisoneF{gura 9C). In questo
caso, solo le varieta con contenuto in TSS al dostella media (tra 11 e 12,4 °Brix) potrebbera no
avere qualita eccelse di sapore, ma posseggononcpadivelli soddisfacenti in termini di dolcezza.
In termini di rapporto dolcezza/acidita, solo lanfdi, la Orange Red e la Mandorlon sembrerebbero

sufficientemente bilanciatd@ti non riportat).
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Figura 8: Valori medi del colore delle bucce (A), del diane{B) e del peso (C) per le dodici varieta di
albicocche in esame. Simboti; cultivar ancora raccomandate;cultivar vecchie, non piu raccomandate per la
coltivazione; Le linee orizzontali continue indicalfe medie generaligtand means, GMper il colore della
buccia N=60) e per il peso ed il diametrdl€453). Le linee tratteggiate indicano i limiti di coalio superiore

ed inferiore ¢pper and lower decision limits, UDL e LPIper I'analisi delle medieo(= 0.05). Le linee
punteggiate verticali separano le cultivar in balfe stagione di raccolta.
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Figura 9: Valori medi del pH del succo (A), acidita (B) didbsolubili (C) per le dodici varieta di albicoee in
esame. Simbolio, cultivar ancora raccomandate;cultivar vecchie, non piu raccomandate per léagtione;
Le linee orizzontali continue indicano le medie geatfi (grand means, GM(N=36). Le linee tratteggiate
indicano i limiti di controllo superiore ed inferm (upper and lower decision limits, UDL e LDper I'analisi
delle medie ¢ = 0.05). Le linee punteggiate verticali separano I¢ivai in base alla stagione di raccolta.
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3.4.3 Valutazione della componente volatile dei frutti

Dall'attenta analisi dei cromatogrammi e degli speli massa acquisiti relativi ai frutti di albicohe

in esame, sono stati determinati trentaquattro csthwolatili. | valori delle concentrazioni reled

dei composti elencati nellBabella 7 sono i risultati della media di cinque analisigaste su cinque
frutti diversi per ogni varieta e sono espressigrg’. L'analisi semi-quantitativa & stata eseguita per
raffronto delle aree dei composti con quella dellandard interno, I'1-eptanolo, aggiunto in ogni
campione alla medesima concentrazione al fine dimizzare gli errori di quantificazione dovuti ad
eventuali variazioni nelle risposte analitico-stamntali. InTabella 7 sono anche riportati i valori degli
Indici di Ritenzione Lineare (LRI) calcolati secantiequazione di Kovats e, per molti dei composti
identificati, i relativi valori LRI riportati in lderatura utilizzati per confermare le attribuzioni
effettuate mediante I'analisi degli spettri di mass

Il patterndi sostanze aromatiche trovate include 12 esdgrpeni, 9 alcoli, un’aldeide, due chetoni
e due lattoni. Il profilo aromatico delle dodicirigta presenta differenze qualitative e quantieatima
tra queste e la stagione di raccolta non sembrar@sana specifica relazione. In termini di
concentrazione totale dei composti volatili Ninféandorlon, Ovardi e Fracasso mostrano i valori piu
alti, che oscillano tra 6 e 9 g, Goldrich, Orange Red e Palummella presentanaiviaiermedi,
compresi nelrange 2,5-5 pgg’, mentre Silvercot, Pinkot, Pellecchiella, Bulida/Adba sono
scarsamente aromatiche, con una concentraziore ¢otapresa tra 0,8 e 2 ggd.

Composti associati ad un forte odore di foglie yyezdme il (Z)-3-esenolo (composto N. 17), il (E)-2
esenolo (N. 18), ed un composto dall'odore tipicat@dloreale, il linalolo (N. 23), sono le unichre t
sostanza individuate in tutte le cultivar. La presedel (E)-2-Esenil acetato (N. 13, odore ceroso,
simil-banana), delti-Terpineolo (N. 26, odore fortemente floreale, tila), del (Z)-3-Esenil acetato
(N. 12, odore fruttato-foglia verde) e dell’Esiletato (N. 10, odore fruttato) é stata invece rigeta

in quasi tutte le varieta.

Di contro, altri composti sono invece stati indivédi soltanto in una sola cultivar, a volte pealtr
bassa concentrazione. Questi sono il Butil butan@dt 7, odore di ananas) in Bulida, il (Z)-3-Edeni
butirrato (N. 20, odore verde-fruttato) in Silverced il y-Esalattone (N. 27, odore erboso, simil

tabacco o cumarinico) in Ninfa.
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Riferimenti Precoci Intermedie Tardive

N LRI LRI Nota Composti Ninfa Pinkot Silver Orange Goldrich Bulida Ovardi Palum. Alba Fracas. Pellec. Mandor.
1 1053 1059 97 Butil acetato 0,249 ND ND ND ND 0,005 ND 0,014 ND ND 0,011 ND
2 1082 1083 97 2-Metil-1-propanolo ND 0,082 ND 0,019 0,062 0,024 0,453 0,062 0,026 0,065 ND 0,265
3 1148 1149 98 1-Butanolo 0,153 ND ND ND ND ND 0,126 0,021 0,006 0,131 ND 0,022
4 1160 1160 99 B-Mircene ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND
5 1174 1176 98 Pentil acetato 0,023 ND ND ND 0,007 ND ND ND ND ND ND 0,008
6 1210 1207 98 3-Metil-1-Butanolo 0,038 0,249 ND 0,054 0,209 0,033 1,161 0,23 0,078 0,231 0,115 0,544
7 1218 1219 100 Butil butanoato ND ND ND ND ND 0,006 ND ND ND ND ND ND
8 1215 1212 101 (E)-2-Esenale ND ND ND 0,005 ND 0,005 ND ND ND ND 0,006 ND
9 1260 1257 102 1-Pentanolo 0,034 0,008 ND 0,011 0,006 0,006 ND 0,006 0,006 0,003 0,005 0,014
10 1280 1275 98 Esil acetato 3,318 ND 0,101 0,749 1,207 0,058 1,016 0,304 0,03 ND 0,034 2,799
11 1319 2,2,6-Trimetil-cicloesanone ND 0,011 ND ND 0,009 ND 0,018 ND 0,004 ND 0,004 ND
12 1324 1320 98 (2)-3-Esenil acetato 14 ND 0,156 0,713 0,827 0,128 2,031 0,637 0,077 ND 0,008 0,641
13 1342 1337 98 (E)-2-Esenil acetato 1,863 0,012 0,158 0,369 1,283 0,071 0,584 0,144 0,043 ND 0,034 1,535
14 1348 1339 98 6-Metil-5-epten-2-one ND 0,013 ND ND ND ND ND 0,03 0,038 0,003 0,003 ND
15 1363 1361 98 1-Esanolo 0,385 0,276 0,209 0,397 ND 0,006 ND 0,291 0,028 1,455 0,413 1,721
16 1377 1377 98 Eptil acetato 0,32 ND ND 0,222 0,442 0,112 0,206 0,063 0,092 ND ND 0,155
17 1393 1389 98 (2)-3-Esenolo 0,165 0,133 0,149 0,205 0,032 0,071 0,373 0,22 0,052 0,346 0,033 0,05
18 1414 1415 83 (E)-2-Esenolo 0,409 0,402 0,479 0,377 0,206 0,267 0,569 0,29 0,165 0,499 0,212 0,014
19 1417 Esil butanoato ND 0,178 0,055 ND ND ND ND ND ND ND ND ND
20 1466 1459 99 (2)-3-Esenil butirrato 0,033 ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND
21 1482 (E)-2-Esenil butirrato ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND
22 1500 1494 98 2-Etil-1-esanolo ND ND ND ND ND 0,006 0,116 0,003 ND 0,029 0,022 ND
23 1556 1546 103 Linalolo 0,446 0,318 0,15 0,206 0,167 0,061 1,267 0,174 0,117 2,84 0,265 0,771
24 1621 1614 104 B-Ciclocitrale ND 0,084 0,072 0,068 0,135 0,054 0,184 0,029 0,047 0,058 0,051 ND
25 1649 Butil metacrilato 0,043 ND 0,02 ND 0,013 ND ND ND 0,005 ND ND ND
26 1701 1697 103 a-Terpineolo 0,037 0,024 0,014 0,016 0,01 ND 0,103 0,014 0,01 0,177 0,017 0,066
27 1705 1708 98 y-Esalattone 0,02 ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND
28 1760 Geranil acetato ND 0,046 ND ND ND ND ND ND 0,004 ND ND 0,045
29 1838 Diidro-B-ionone ND 0,004 ND 0,006 ND ND ND ND 0,016 0,087 0,002 0,082
30 1857 1858 103 Geranil acetone 0,028 ND 0,02 ND 0,028 0,021 ND 0,021 0,011 ND ND ND
31 1887 Acido propanoico-2-metil ND ND 0,015 ND 0,07 ND 0,087 ND ND ND ND ND
32 1922 1918 105 Feniletil alcol ND 0,019 0,015 0,007 0,02 0,005 0,003 0,033 0,008 ND ND 0,029
33 1945 1942 98 B-lonone ND 0,007 0,024 0,024 0,043 0,028 0,003 0,017 0,012 ND 0,014 ND
34 2158 2158 98 y-Decalattone 0,156 ND 0,004 0,004 ND ND ND ND ND ND ND ND

TOTALE pg-g™ 9,12 1,688 1,819 3,452 4,776 0,967 8,3 2,603 0,875 5,924 1,249 8,761

Tabella 7: concentrazione, espressaumg’, dei 34 composti volatili identificati nel profilaromatico delle 12

cultivar di albicocche. Sono riportati anche i valtei LRI calcolati e di quelli ritrovati in lettatura a conferma

della corretta assegnazione dei picchi, con laivelanota bibliografica. Abbreviazioni: ND, non deminato.
Rifermienti: 83, Guadagni et al. 1966; 97, Shimetlal. 1995; 98, Sumitami et al. 1994; 99, Hiu Tiw et al.
1989; 100, Komthong et al. 2006; 101, Unmano el @87; 102, Mottram 1985; 103, Shiratsuchi et &319

104, Binder at al. 1990

105, Verzera et al. 2004.

’
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344 Valutazione dell’aroma dei frutti

La conversione delle concentrazioni dei compodatioin Log;, delle rispettive unita di odore e stata
possibile soltanto per 27 dei 34 composti iderdifie@ quantificati. Questo perché soltanto di quest
composti sono disponibili in letteratura i valori sbglia di odore ddour thresholyl Dai valori
calcolati si evince che soltanto per 11 compos®&u valori dei Log, ottenuti sono risultati positivi,
cioé hanno mostrato un rapporto concentrazion® m&8/OTH maggiore di uno, mentre i rimanenti
16 composti sono presenti nei frutti ad una comeegigne inferiore alla loro soglia olfattiva e di
conseguenza essi non contribuiscono, almeno teceici, alla formazione déhvour complessivo

di queste varieta di albicocche. In realta cio glitle essere solo in parte vero, dal momento clee nel
teoria delle unita di odore si tengono in considier@e soltanto i contributi assoluti di ogni sogi@an
trascurando i possibili sinergismi dovuti alle natgoni reciproche tra le componenti volatili e Bgie
con la matrice, che potrebbero far variare nel desgo la percezione umana dell'aroma.

L'esil acetato (N. 10), iB-ionone (N. 33), il linalolo (N. 23) e il (2)-3-esi acetato (N. 12) sono i
composti che, per tutte le cultivar, maggiormendatdbuiscono alla definizione dell’aroma delle
albicocche Tabella 8). Inoltre, quelle cultivar risultate relativamersearse in esil acetato e in (2)-3-
esenil acetato si presentano invece piu ricchédtrilicamposti aromatici tipici delle albicocche,me

il B-ionone e/o il linalolo (Ovardi e Fracasso) chertamun sapore floreale oltre che una nota di
profumo fruttata, ma anche p-ciclocitrale (Silvercot, Pinkot, Orange Red, Gattly Bulida,
Palummella, Alba e Pellecchiella) che apporta adti@a dei frutti anche componenti verdi-erbose
(Tabella 8).

La varieta Ninfa, oltre ad avere una forte compémdruttata dovuta all’esil acetato ed uno discreto
contenuto in linalolo (dal profumo floreale), erioa varieta a presentare un certo quantitativep di
decalattone, un composto dal caratteristico profaimil-pesca.

Le 12 cultivar mostrano differenze significativetermini di componenti odorose e di aroma totale
(quantita espresse il Lagdelle rispettive unita di odore) ma queste diffiei non sembrano essere
correlate con la stagione di maturazione. In paldi@, due cultivar precoci (Silvercot e Pinkot) e
quattro intermedie (Goldrich, Ovardi, Orange Re#iracasso) hanno mostrato una componente di
odore erboso al di sopra dei limiti di decisonentreeal di sotto di essi si sono attestate unaveuwlt
precoce (Ninfa) ed una tardiva (Mandorlomigura 10A). Due cultivar intermedie (Goldrich e
Fracasso), invece, hanno mostrato un aroma flomgieficativamente maggiore delle altre (valore
superiore ai limiti di decisone), mentre due pré¢Ninfa e Pinkot) ed una tardiva (Mandorlon) hanno
mostrato un contenuto in note floreali al di satt limiti di decisone Figura 10B). Una cultivar
precoce (Ninfa), quattro intermedie (Goldrich, QiiatOrange Red e Palummella) ed una tardiva
(Mandorlon) si sono rivelate piu ricche in notetfate, al contrario di Pinkot (precoce), Fracasso,
Bulida, Alba (intermedie) e Pellecchiella (tardiva)e sono risultate avere una componente fruttata
ben al disotto della medidigura 10C). Infine le cultivar che piu delle altre si sonistohte per

un’abbondante profumazione, in termini di odoralmtsono la precoce Ninfa, le intermedie Goldrich
61
Dott. Sergio Indelicato



Dottorato di Ricerca in“Alimentazione e Nutriziobenana” — Triennio 2008 - 2010

e Ovardi e la tardiva Mandorlon. Viceversa la Pinfgrecoce), I'Alba (intermedia) e la Pellecchiella
(tardiva) sono risultate significativamente menofpmate delle altre albicocche in esanféggra
10D).
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Figura 10: Valori medi dei Log, delle unita di odore per le note erbosa (A), fidee(B), fruttato (C) e totale
(D) per le dodici varieta di albicocche in esamiel®li: o, cultivar ancora raccomandate;cultivar vecchie,
non piu raccomandate per la coltivazione; Le lioeezontali continue indicano le medie genergtafid means,
GM) (N=60). Le linee tratteggiate indicano i limiti di coalio superiore ed inferioraupper and lower decision
limits, UDL e LDL per I'analisi delle mediex(= 0.05). Le linee punteggiate verticali separano I¢ival in base
alla stagione di raccolta.
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Tabella 8:. Odour thresholds (OTH) e valori dei Lgglelle unita di odore per le 12 cultivar di albiche in
esame. Per ogni valore di OTH sono riportati anichiéerimenti bibliografici nei quali sono statitrovati.
Abbreviazioni: ND, non determinato. Riferimentis, Flathet al. 1967;107, Butteryet al 1987;108, Herrmanret
al. 1991;109, Grageret al. 2007; 110, Butteryet al 1990;111, Butteryet al. 1988; 112, Ferreiraet al 2000;113,
Engelet al.1988.
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3.45 Correlazione tra le variabili

Dall’analisi di correlazione semplice tra i datiddiati per cultivar) riguardanti i parametri chimmic
fisici e la componente volatile dei frutti, non sostate trovate correlazioni dei parametri qudlitat
misurati né con la data di raccolta né con la @eska della polpa, indicando che la qualita e le
caratteristiche olfattive dei frutti non sono irdhrate dallo stato di maturazione degli stessi.

Inoltre, contrariamente a quanto riscontrato innlisp:mecedent'?,7 8non & stata trovata alcuna relazione
tra la data di maturazione ed il peso dei frutti, @ontenuto in solidi solubili totali (TSS) o talita

del succo. Queste discrepanze con i risultati tgboin lavori precedenti potrebbero essere spielgat
differenze nel materiale vegetale (le piante) erdahero di cultivar in esame; in alternativa, I'uso
della colorazione della buccia come indice di meiane in altri studi, potrebbe essere la cauda del
differenze nei risultati ottenute.

E invece stata trovata I'attesa relazione diretidltpeso dei frutti ed il loro diametro € 0.965,P <
0.001) ed una relazione inversa tra i solidi sdlubtali (TSS, indicativi del contenuto zuccherjr®
I'acidita del succor(= -0.572,P = 0.050), cosa che & ben documentata per le p&$ehentre sulle
albicocche sono riportati in letteratura risultetintrastantt>>’ Inoltre il contenuto in TSS @& stato
positivamente correlato con la concentrazione eéadidlcomposti volatili{ = 0.675,P = 0.016) ed in
particolare con il contenuto in alcoli € 0.595,P = 0.041). Questo potrebbe essere parzialmente
spiegato dal fatto che gli zuccheri accumulati dteda maturazione dei frutti, forniscono substpati
'aumento della respirazione climaterica, che éa ¢olta accompagnato da un accumulo di acidi
grassi:™® diretti precursori dei composti volattfi®

Inoltre, € stata trovata una correlazione inverad'acidita del succo e la concentrazione totaked
sostanze volatili, ed in particolare con gli esfer — 0.644 P = 0.024) ed i lattonir(= — 0.612P =
0.034). Inoltre,la nota odorosa fruttato € statsitp@mente associata al contenuto in esteri, raahtr
stata trovata una correlazione inversa tra il qautte in lattoni e I'odore florealer = — 0.575,P =
0.050), che invece sono direttamente correlatilcaiore erbosorn(= 0.633,P = 0.027).

3.4.6  Discriminazione tramite LDA delle cultivar precoci, intermedie e tardive

La Linear Discriminant AnalysigLDA) applicata agli attributi chimico-fisici defrutti ed alla
concentrazione delle sostanze volatili trovat@, dimostrata in grado di effettuare un raggruppamen
delle varieta di albicocca in base alla stagionmaiurazioneKigura 11). In particolare, icanonical
score plotmostra una distanza leggermente maggiore trapgpgmi albicocche precoci e intermedie
(Mahalanobis = 638), rispetto a quella tra le imedie e le tardive (Mahalanobis = 590).

Questa analisi discriminante & stata effettuatamadalita backward-stepwiseed ha portato
all'inclusione, nella funzione canonica discrimitetra i frutti in base alla stagione di maturaeon
di sei variabili: cinque composti volatili (N. 85118, 22 e 28 dell®abella 7) e il diametro dei frutti.

E interessante notare che nella funzione discrintnattenuta non & stato incluso nessuno dei
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composti volatili pit abbondanti del profilo arotica delle albicocche e, tra i selezionati, sditaih

(E)-2-esenale era gia stato indicato come compmsttteristico dell’aroma di questi frutfi.

FACTOR(2)
o 4]
T
]

m

Precoci
A0 Intermedie -
Tardive
W0 0 0 20 30

FACTOR{1)

Figura 11: Canonical score plotella LDA effettuata sui parametri chimico fiseisula concentrazione delle
sostanze volatili per la discriminazione delle ifttiear di albicocche, raggruppate secondo la stagidi
maturazione. Simboli, varieta precocix, varieta intermediet, varieta tardive.

Includendo nella costruzione del modello statistiolire ai parametri chimico fisici, anche i valori
delle unita di odore espressi in Leglegli undici composti riportati ifabella 8 I'LDA ottenuta
riesce a discriminare comunque i tre gruppi dicbche a diversa stagione di maturazidrigura

12). In questo caso, comunquecdnonical score plomostra una distanza notevolmente maggiore,
rispetto a quanto ottenuto precedentemente, trabliieocche tardive e i due gruppi di precoci e
intermedie (Mahalanobis = 189 e 180), mentre quisti gruppi si trovano molto vicini I'un l'altro
(Mahalanobis = 23)Anche questa funzione discriminante e stata ottemutmodalitdbackward-
stepwisead in essa sono state incluse 6 delle sostanaélivobnsiderate (5, 10, 12, 17, 23 e 24 della
Tabella 8 ) ed il colore della buccia. In questo caso, eceetatta per il pentil acetato, composto
presente in bassa concentrazione e soltanto watreta (Ninfa, Goldrich e Mandorlon), tutte leralt
sostanze volatili selezionate dall’analisi statstsono quelle che maggiormente contribuiscono alla
determinazione dell’aroma dei frutti. Tra questesil acetato, il linalolo ed iB-Ciclocitrale erano gia

state indicate, in lavori precedenti, come tipide#’aroma delle albicocclie
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Figura 12: Canonical score plotlella LDA effettuata sui parametri chimico fisieisugli attributi olfattivi
(Logyo delle unita di odore) per la discriminazione del2 cultivar di albicocche, raggruppate secondo la
stagione di maturazione. Simbadi; varieta precocix, varieta intermediet, varieta tardive.

3.4.7 PCA e raggruppamento delle cultivar

La Principal Component Analysi@PCA) effettuata su tutti i parametri qualitateil aromatici dei
frutti, ha mostrato come oltre il 76% della varldhitotale puo essere spiegata tramite i primi tre
fattori o Componenti Principali (PCs)dbella 9. PC1, PC2 e PC3 rappresentano, rispettivamdnte, i
41.1, il 20.5 ed il 15.3% della variabilita totalea Tabella 10 mostra la correlazione tra le variabili
originali e le prime tre componenti principali; RC1 spiega principalmente i TSS, I'acidita ed il pH
del succo e la nota d’odore floreale, la PC2 spigga@ce, principalmente le variabili peso, diaroadtr
nota erbosa, mentre il colore della buccia e la mbtodore fruttato sono per lo piu riconducibllaa
PC3.

- . L Variabilita
PC Radici latenti ~ Variabilita (%) AU lETvE
1 3,695 41,06 41,06
2 1,849 20,54 61,60
3 1,376 15,29 76,89
4 0,890 9,89 86,77
5 0,635 7,06 93,83
6 0,355 3,94 97,77
7 0,132 1,47 99,24
8 0,060 0,67 99,91
9 0,008 0,09 100,00

Tabella 9 Radici latenti e percentuale della variabilitdate tra le cultivar di albicocca spiegata dalleveno
componenti principali (PCs). Le prime tre PCs sima@rado di descrivere nel complesso oltre il 76étad
variabilita totale.
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FATTORI PC1 PC2 PC3
Attributi qualitativi Peso delle componenti
Peso 0,664 0,668 -0,292
Diametro 0,551 0,750 -0,307
Colore Buccia 0,555 0,065 0,669
TSS -0,645 0,317 0,380
Acidita 0,878 -0,020 0,230
pH -0,805 -0,080 -0,308
Fruttato -0,401 0,388 0,669
Floreale 0,610 -0,300 0,095
Erboso 0,549 -0,698 -0,015

Cultivar Punteggio delle componenti
Ninfa -1,934 1.090 -0.897
Silvercot 0,713 0.145 0.092
Pinkot -0.232 -1.214 -0.495
Orange Red -1,215 -0.960 0.309
Goldrich 1.105 -0.287 1.520
Bulida 1.467 1.077 -0.635
Ovardi 0.162 -0.250 0.745
Palummella -0.401 -0.829 1.214
Alba 0.908 0.675 -0.476
Fracasso 0.344 -0.243 -1.791
Pellecchiella -0.074 -1.115 -0.684
Mandorlon -0.843 1.910 1.098

Tabella 10 Peso delle componenti per i parametri qualitadi®i frutti e punteggio delle componenti per le
cultivar di albicocca ricavati dalla PCA.

La Cluster Analysis condotta mediante la tecnidameanssul peso dei componenti
(component loadingssepara gli attributi qualitativi in tre gruppi evisibili nel grafico a due
dimensioni ottenuto tramite la metodioilot e riportato inFigura 13: il primo associa il contenuto
in TSS, il pH e I'odore fruttato, il secondo assoitipeso ed il diametro dei frutti ed il terzo esia
I'acidita, la colorazione della buccia e gli odfiareale ed erboso. Sulla base del posizionameeito n
biplot ottenuto con le sole prime due PCs, la PCA modtana prevedibili relazioni, quali una
relazione opposta tra pH ed acidita, tra TSS editace tra le note odorose fruttato ed erbosotraol
altre interessanti relazioni sono state messe istnaalalla PCA: una relazione opposta tra odore
fruttato ed odore floreale, e tra colore della e TSS e/o pHRigura 13). La correlazione diretta
tra acidita e colore della buccia, riscontrabilen d@ PCA ma non tramite analisi di correlazione
semplice, era stata gia riportata in precedentiriaV Inoltre laCluster Analisygramitek-meansdei
punteggi delle componenti gmponent scorgésha permesso di effettuare dei raggruppamentedell
varieta che perd non possono essere facilmentetfibiic dal biplot, essenzialmente perché essendo
un grafico bidimensionale non mostra la variabiéitpressa dalla terza componente (PC3, 15%). Per
lo stesso motivo, il raggruppamento varietale sodise di similarita negli attributi qualitativi detti,
non & proprio immediato da osservare nel nasiptot. Nello specifico lacluster analysisttenuta
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indica che: Ninfa e Mandorlon formano un gruppe sh posiziona nel quadrante in alto a sinistra,
insieme con i TSS e I'odore fruttato; Bulida, Ovalba, Goldrich e Silvercot formano un secondo
gruppo che si distribuisce nei due quadranti ditrdewvicino alle variabili peso, diametro, colore,
acidita e odori floreale e erboso; Fracasso, Rdileta, Palummella e Pinkot, infine, formano un
terzo gruppo e sono posizionate nei due quadnarttasso, tra il pH e 'odore erbodeiqura 13). Il
raggruppamento, quindi, non mostra alcuna separazelativa alla stagione di maturazione.

Biplot (PC1 and PC2: 61.6%)

2 I I [ I I

& DIAMETER
WEIGHT

— - =T ATy

PC2 (20.5%)

=2 = ] -

PC1 (41.1%)

Figura 13: Raggruppamento delle dodici varieta di albicocebeondo i parametri qualitativi dei frutti (chimic
fisici e note di odore) determinato tramite PCA st dacluster analysistramite k-meandei component
loadingse deicomponent scoreSimboli ed abbreviazioni: 1, Ninfa; 2, Silverdtersyl; 3, Pinkot Copty; 4,
Orange Refl Bhart; 5, Goldrich; 6, Bulida; 7, Ovardi; 8, Palmella; 9, Alba; 10, Fracasso; 11, Pellecchiella;
12, Mandorlon; TSS, solidi solubili totali. Simbdlifferenti (l,4,A) indicano diversi raggruppamenti ottenuti

dallacluster analysis
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3.5 CONCLUSIONI

In questo studio sono state analizzate le carstitdre chimico fisiche di frutti di albicocche
appartenenti a 12 diverse varieta. |l set di campanalizzato, costituito da un pool molto vario d
cultivar diffuse in italia a diversa stagione ditorazione (precoci, intermedie e tardive), prevedev
sia varieta ad alta produttivita, sia varieta dovauintroduzione e quindi ancora in fase di valigtae,

sia varieta vecchie o oramai non piu raccomandée.mezzo della metodica di estrazione SPME
abbinata all'analisi GC/MS e stata anche eseguitaselettiva identificazione quali-quantitativaldel
componente volatile degli stessi frutti. Al fineattenere una caratterizzazione della qualita gkdita
degli stessi, alle suddette analisi & stata inalffiancata un’analisi dell’'aroma dei frutti. Essatata
effettuata analizzando il contributo relativo debmposti volatili identificati alla formazione
delllaroma complessivo tipico delle diverse varigtiaalbicocche, permettendoci di evidenziare i
differenti composti che caratterizzano le dodiciedse cultivar analizzate, e fornendo anche
informazioni specifiche sull’aroma di ciascuna se.

Tra le cultivar ancora raccomandate ed ampiameiffiese sul territorio italiano per la coltivazione
della albicocche, Ninfa e Goldrich hanno confermatajuesto studio di possedere delle proprieta
chimico-fisiche ed aromatiche davvero molto inteagdi, che fanno di questi frutti prodotti di eleva
qualita.

In altre varieta ancora raccomandate come la Fsacagsialita chimico fisiche in generale abbastanza
buone, sono accompagnate da altre caratteristichgyroprio attrattive come una colorazione della
buccia troppo chiara ed un aroma poco accattivgngicamente privo di note fruttate. Altre ancora,
come la Pellecchiella, in questo studio appaioretigamente non soddisfacenti sia in termini di
gualita dei frutti, sia in termini di caratterigtie aromatiche degli stessiigure 8-10).

Tra le cultivar vecchie o comunque non piu segeager la coltivazione, invece, la Mandorlon, la
Ovardi e la Orange Red mostrano senza dubbio ddllme caratteristiche chimico fisiche insieme
con un intenso e ben bilanciato aroma. Sebbenerdadalla forte necessita di climi freddi e dalle
conseguenti produzioni irregol&t®>! Mandorlon e Orange Red, per esempio, potrebbssere
proposte per la coltivazione ad alte quote e/duldithi oppure potrebbero essere utilizzate come bas
di partenza per futuri miglioramenti genetici. Geaalle egregie qualita dei loro frutti, insiemefatto
che le tre varieta presentano tre diverse epochmadiirazione, Mandorlon, Ovardi e Orange Red
potrebbero davvero rappresentare una eccellente fganetica per I'estensione temporale della
stagione di raccolta di albicocche di elevata gaali

Inoltre questo studio indica come, per frutti mgitofumati come le albicocche, uno studio dettaglia
del loro aroma e essenziale per I'ottenimento dissime informazioni sulla qualita generale dei
frutti.

L’analisi chemiometrica dei dati analitici si & distrata ancora una volta uno strumento utilissiero p

I'estrapolazione di informazioni aggiuntive dai idabalitici, permettendo cosi I'ottenimento di una
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visione generale di un problema complesso, altrinren ottenibile con i classici strumenti di asali
dei dati. Essa si e rivela particolarmente fruttuol nostro studio in cui in cui il sistema da
analizzare € costituito da un cospicuo numero wlipéani, descritti da un elevato numero di variabili
peraltro molto disomogenee, rappresentate da p#iachenico-fisici e qualitd aromatiche dei frutti.
La LDA infatti ha mostrato la sua capacita discriativa, riuscendo a separare i tre gruppi di caitiv
in base alla stagione di maturazione, grazie adk@linazione di variabili chimico-fisiche con le
concentrazioni delle sostanze volatili e degliilatiti olfattivi.

Questo dimostra che la determinazione dei compadditili rappresenta un passaggio chiave nella
definizione della qualita generale dei frutti, elthe un possibile strumento utile alla discrimioae

tra le diverse cultivar, e quindi essa dovrebberesgrevista tra analisi per la determinazioneugilg

che sono i giudizi tecnici presentati annualmemrftediste varietali.
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4. STUDIO DELLA COMPONENTE AROMATICA, TRAMITE
SPME-GC-MS, DI OLIVE VERDI DA MENSA SOTTOPOSTE
A DIFFERENTI TRATTAMENTI IRRIGUI

4.1 INTRODUZIONE

41.1 Coltivazione delle olive da mensa

L'importanza della coltura delle olive da tavold serritorio nazionale € secondaria rispetto alla
coltivazione di cultivar per I'ottenimento dell’olidi oliva.

La produzione mondiale ammonta a 2 milioni di tdlate, delle quali il 38% e prodotto in Europa, ed
in particolare in Spagna, Grecia, Italia e Portogdl

Le olive da mensa rappresentano un settore emerdegtande interesse per 'olivicoltura italiaira;
Italia la produzione olivicola ha luogo principalnte nelle regioni meridionali dalle quali provengon
circa 85.000 tonnellate I'anno. Tra le regioni mole italiane la Sicilia, con il 46,7% della pragone
nazionale ed un utilizzo in media del 7% della swaduzione olivicola annuale, € quella che
maggiormente contribuisce a rifornire i mercatemni ed esteri di olive destinate al consumo dirett
Ad essa seguono Puglia 27%, Campania 5,5%, Cal&btiaSardegna 4,5%, Basilicata 1,8% ed
ancora Lazio, Abruzzo, Liguria, Marche, Toscanelkm®

Non c’é dubbio che il patrimonio olivicolo italianaaratterizzato da una notevole biodiversita
varietale, abbia tutte le potenzialita per conguestcompetitivita sul mercato grazie alle spiccate
caratteristiche organolettiche del prodotto.

Nonostante questa grande varieta, nel nostro paesmero di cultivar che per resistenza e sviluppo
della polpa, nocciolo piccolo e limitata resa iniooldimostrano una buona attitudine alla
trasformazione in olive da tavola, risulta limitato

Peraltro, le incentivazioni attuate a favore dellgicoltura non hanno prodotto I'effetto speratalae

nei casi in cui le condizioni ambientali risultavafiavorevoli.

La condizione della olivicoltura siciliana non dfdime rispetto a quella nazionale e l'intero getto
richiederebbe, in tempi brevi, un intervento organin grado di apportare profonde innovazioni delle

strutture produttive migliorando la qualita dellguzione e riducendo al contempo i costi.

41.2 Olive da mensa

L'oliva, frutto prodotto daOlea europeaé una drupa carnosa che viene coltivata in itystiesi del
bacino del Mediterraneo, soprattutto nel centrelesnd di Spagna e Italia, Grecia, Turchia, Turgsia

Marocco.
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Essa é caratterizzata da un epicarpo o bucciandaaesocarpo carnoso ed amaro e da un endocarpo
legnoso contenente un singolo seme.

L’epicarpo € lo strato piu esterno e piu sottildaddrupa e rappresenta dall’l al 3% in peso detdr

Per piu del 50% (sulla sostanza secca) & compastoa frazione solubile in cloroformio costituita d
idrocarburi saturi, squalene, cere, trigliceridcodi grassi e triterpenici, acidi grassi liberiagidi
triterpenici. Nel periodo che precede linvaiat{cambiamento di colore della drupa) e di colore
verde piu 0 meno chiaro, ed alla maturazione ibieolvaria dal biancastro al rossiccio, al violaedo

al nero Figura 1).

Figura 1: Differenti stati di maturazione delle olive da rean

Il mesocarpo o polpa rappresenta il 70-80% dediotfrutto, ed € costituito principalmente da acgqua
sostanze grasse, ma in percentuali minori contsade zuccheri semplici, polisaccaridi, proteine,
acidi organici, tannini, sostanze pectiche, pigmesbstanze minerali.
Il contenuto di grassi varia dall'8 al 10% (soputitt nelle olive da tavola), ma esso non rimane
sempre costante durante lo sviluppo della drupearda il progredire della maturazione il contenuto
di acqua diminuisce e quello in olio aumenta.
Gli zuccheri semplici come glucosio e fruttosione@ontenuti in percentuale variabile dal 2,5 al 6%
| polisaccaridi, le cui quantita variano in rappodllo stato di maturazione, sono principalmente
costituiti da cellulose, emicellulose e gomme.
Fra i vari componenti di natura glucosidica preisamll’'olivo, riveste particolare importanza
I'oleuropeina. Questo composto, la cui concentrazinella polpa varia dall’lal 3% in rapporto allo
stato di maturazione e varieta, € un estere eticosdell’acido elenolico con l'idrossitirosolo, &d
uno dei principali responsabili del sapore amarofrigti e delle foglie di olivo Figura 2). La sua
degradazione e correlata allincremento di enzidrolitici, in particolare lep-glucosidasi, che
catalizzano l'idrolisi della stessa.

Oltre ad essere responsabile della sensazione wamelle olive, vengono riconosciute
alleuropeina diverse attivita biologiche tra cuprincipalmente, una spiccata capacita
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antiossidant ma anche anti-infiammatort&:'#**?* battericida contro un ampio spettro di

batteri Gram negativi e Gram positivi, oltre chegieta antivirafi”®> ed antimicrobiché?®*#"128129.130
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Figura 2: estere dell'oleuropeina, responsabile del sapmaa delle olive

L’endocarpo dell’'oliva e costituito da una partéeesa legnosa e diversa a seconda delle varieta e d
una parte interna rappresentata dal seme. Ancbenik, detto mandorla, contiene un’apprezzabile
guantita di olio.

| valori nutrizionali e le proprieta salutistichellg olive da mensa variano a seconda della variefa
grado di maturazione e dei sistemi di lavorazione.

L'elevato contenuto di sali minerali, il buon raptmocalcio/potassio e la presenza di amminoaciti e
antiossidanti naturali (vitamine A, D, E ,K, tocad&, carotenoidi e polifenoli), conferiscono aufto

il ruolo di alimento non limitato al solo aspettdomistico, ma anche di prevenzione di determinate
patologie cardiovascolari esplicando un effettadicdionico, causando la riduzione della pressione
sanguigna, 'aumento del flusso di sangue all’@teoronaria, diminuzione delle aritniig;*321%
linibizione dell’'aggregazione piastrinitd ed inoltre un’attivita ipoglicemizzanté&®

Le piu importanti zone di coltivazione dell’oliveiso il bacino mediterraneo (in cui viene coltivdto
98% degli oliveti) in cui si osservano grandi caambenti delle condizioni climatiche durante
l'anno™®

L'olivo infatti ha un buon livello di resistenzala@lbasse temperature, superato il quale, muoiono
germogli, rami e perfino la pianta. In generaleb&sse temperature in inverno causano danni nelle
foglie, nei frutti e nei piccioli: le gelate raggriscono le olive, i piccioli appassiscono e quiidi
contenuto e la qualita dell'olio di oliva diminuésc

Anche le grandinate hanno gli stessi effetti siifdelle gelate e del freddo. Se si verifican@go

i frutti sono completamente maturi, le perdite agjlialita possono essere molto importanti.

D'altra parte, le cultivar di olive sono influeneaillo stesso modo dal caldo, dai venti caldi ¢adal
siccita che causano danni negli olivi giovani.

Altre alterazioni dovute ad agenti abiotici, comelie prodotte da trattamenti con erbicidi, fitciszm

o inquinanti dell'aria, sono meno importanti.
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4.1.3 Cultivar di olive da mensa siciliant

Studi condotti piu recentemente e pubblicati nalota dal titolo Cultivar di olivo siciliane.

Identificazione, validazione, caratterizzazione folmgica e molecolare e qualita degli « dal

Dipartimento di Colture Arboree dell'Universita dPalermo, dai Servizi allo Svilupy

dell’Assessorato regionale agricoltura e dall’Erde Sviluppo Agricolc hanno portato alla
discriminazione di 28 cultivar ce® attraversailevamenti biomorfologici e genetici

Tra queste, alcune hanno ampia diffusione nel toeiwi regionale, altre hanno una prese

circoscritta a particolari aree geografiche, taloi@to ristrette

Sano otto le cultivars predominanti: la BiancolilkDgliarola messinese, la Cerasuola, la Nocel

del Belice, la Moresca, la Nocellara Etnea, la Eolidea e la BrandofincFigura 3).
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Figura 3: Distribuzione delle cultivar nella regione Sicilia

Le varieta si diversificano per una serie di carattéaila vigoria alla produttivita, dalla fertilitalla
sensibilita ai parassiti, dalla resistenza ai fatimtici alla tolleranza dei deficit pedologi@cc.
Dal punto di vista pratico la classifiione delle cultivar viene fatta sulla base delfalita produttive

con un raggruppamento in tre t

1. Cultivar da olio: sono quelle che vengono coltivate per I'estrazide#’'olio, e sonc
caratterizzate da una resa in olio normalmenteimfeniore al18%. Il frutto generalment
ha pezzatura media o me-piccola con peso oscillante da 1 a 3,5 g.. La peélgmcc
spessa ed il nocciolo e relativamente groser cui si ha un rapporto polf- nocciolo
relativamente basso;

2. Cultivar da mensa sono quelle cui frutti a seguito di opportune lavorazioni, veng

destinate al consumo diretto. Sono caratterizzatardbuon sapore ed aroma del fro
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La pezzatura del frutto € medio-grossa ed il pesdavda 5 a 16 grammi. Si

contraddistinguono per la polpa spessa e congseshil nocciolo relativamente piccolo

con un rapporto polpa / nocciolo piu elevato, mepiesentano una resa in olio inferiore
al 17-18%. Inoltre, si contraddistinguono per Itatline alla lavorazione industriale. Le

cultivar commercialmente piu apprezzate sono quelta drupa grossa, la cui

appariscenza influenza sensibilmente il prezzaedtita;

3. Cultivar a duplice attitudine: sono quelle utilizzate sia per I'estrazione déitt@he per

la produzione di olive da mensa verdi, e piu cormere cangianti o nere. Il frutto

presenta caratteristiche intermedie rispetto aipgiruprecedentemente descritti. La
pezzatura € media ed il peso varia da 3,5 a 5 gtrenka resa in olio pud superare il 18%.

Il rapporto polpa-nocciolo pud essere relativametegato:>’

4.1.4 Classificazione commerciale delle olive da tavola

Con lo scopo di soddisfare le esigenze dei conririatolive da tavola sono poste in commercio in

diverse tipologie che sono classificate sinteticate@el seguente modo:

a. olive conciate:olive verdi, cangianti o nere deamarizzate conana¢nto alcalino e poste
successivamente in salamoia dove subiscono unaeméamione totale o parziale e
conservate con aggiunta o meno di acidificanti. @entialmente si definiscono:

- olive verdi conciate in salamoia;
— olive cangianti in salamoia;
— olive nere conciate.

b. olive al naturale: olive verdi, cangianti 0 nere deamarizzate in salantotalmente o
parzialmente fermentate e conservate con o senzgiurdg di acidificanti.
Commercialmente si definiscono:

— olive verdi al naturale;
— olive cangianti al naturale;
— olive nere al naturale.

c. olive disidratate e/o raggrinzite:olive verdi, cangianti o nere che possono avernsulna
deamarizzazione in bagno alcalino e possono eseeservate in salamoia o parzialmente
disidratate al sale secco, con riscaldamento o @dini processi tecnologici.
Commercialmente si definiscono:

— olive verdi disidratate e/o raggrinzite;
— olive cangianti disidratate e/o raggrinzite;

— olive nere disidratate e/o raggrinzite.
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d. olive annerite per ossidazione:olive verdi o cangianti conservate in salamoia, che
possono aver subito fermentazione, annerite peldamene in ambiente alcalino e
conservate in recipienti ermetici mediante un pssoe termico di sterilizzazione.
Presentano un colore nero uniforme. Commercialmsottie definite:

— olive nere.

4.1.5  Sistemi tecnologici delle olive da mensa

Le olive da mensa raccolte dall’albero non posseasere consumate subito, ma richiedono un
trattamento di lavorazione piut o meno lungo cherdade commestibili, determinano tuttavia
I'eliminazione o la riduzione del principio amarontenuto nell’oliva (oleuropeina).

| procedimenti di trasformazione delle olive dadiavsono diversi a seconda se le olive vengono

lavorate in verde o in ner&igura 4).

OLIVETO

DA MENSA
@

RACCOLTA
TRASPORTO

J

SELEZIONE DRUPE

U

TIPOLOGIE DI LAVORAZIONE

U U

S

Sistema Sistema Sistema Sistema
Greco Sivigliano Greco Californiano
Sistema Tipo
Castelvetrano Ferrandina

Figura 4: schema dei differenti processi di produzione dielia tavola

Nonostante I'indiscussa importanza economica déiNe da mensa nel mercato mondiale, le tecniche

di fermentazione di questi vegetali sono rimasterativello empirico.
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Le tre preparazioni commerciali piu importanti nedbndo sono: lo stile Sivigliano delle olive verdi i
salamoia, lo stile Californiano di olive nere matued il metodo tradizionale di olive nere al
naturale:®,**°

La fermentazione nello stile Sivigliano é realizzdall'attivita dei Batteri Lattici Acidi (LAB), metre
nelle due restanti preparazioni gli organismi resabili del processo fermentativo sono i lieviti,
mentre i LAB rappresentano una piccola frazionpeti® alla microflora total&® Oltre ai suddetti
sistemi di preparazione esistono altri processndlgici tradizionali delle olive da mensa, meno

conosciuti nel mercato internazionafé.

Sistema Sivigliano:le olive sono immerse in una soluzione di sodastiea la cui concentrazione
varia a seconda dei parametri di processo qualip¢emtura, varietd dell’'olivo, dimensioni e
caratteristiche della drupa e grado di maturazamdrutti. Tutti questi criteri determinano un nera

di ore necessarie per far si che la soluzioneiak@ossa raggiungere il giusto grado di penetn&zio
della polpa, raggiungendo i 2/3 o i 3/4 di profdaadsenza mai raggiungere I'endocarpo. Le olive
vengono quindi lavate e successivamente immersalémoia all'8%. Segue un ulteriore lavaggio ed
in ultimo viene effettuata I'immersione in una satda con sale comune nelle botti dove avviene la

fermentazione lattica.

Fermentazione Naturale: le olive utilizzate possono essere sia raccoltposipamente per
I'applicazione di questo processo, sia derivat®ldee non idonee ad altre lavorazioni. Le olive non
devono essere molto mature per evitare che la mlgaappoli e quindi fornisca un prodotto non
idoneo. Le olive vengono inizialmente poste in ifistsalamoia al 6-7% dove subiscono un lento
processo di deamarizzazione in seguito alla sciesinzimatica dell'oleuropeina, la quale viene
rimossa parzialmente, cosi come avviene nel me@aliforniano**? La crescita dei microorganismi
dipende dalla tipologia delle olive e da tutte ¢émdizioni legate alla maturazione, alla raccoltaaed
trattamenti subiti dalle drupe. La specie maggiontmaesponsabile della fermentazione lattica e il
Lactobacillus plantarumun microorganismo capace di fermentare un’ampiarga di carboidrati
solubili producendo acido acetico e lattico, chatabuiscono alle caratteristiche organolettiché de
prodotto finito. La salamoia puo, inizialmente, e¥gspastorizzata in modo da eliminare la carica di
microorganismi che andrebbero eventualmente a cmmgpecon gli starter di L. plantarum,
producendo una miscela di composti volatili asgocen il deterioramento delle olive da
mensgd 3 144142146147.198 | viqrolisi dell’oleuropeina avviene, invece, in 6 allazione combinata

del pH e dell’enzim@-glucosidasi prodotto dai microorganismi della spéactobacillus

Alla Castelvetrano o metodo dolcificato:consiste nel porre le olive in una soluzione sothcaui

concentrazione dipende dalle dimensioni della drepdal grado di maturazione della stessa. La
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concentrazione della soda deve essere tale daomopromettere le caratteristiche di consistenzadell
polpa delle olive e, nello stesso tempo, da salvatare le stesse dall'instaurarsi delle fermentazio
anomale. Inoltre viene aggiunto un quantitativo sdile tale da creare una salamoia con una
concentrazione del 6-7%. L'intervallo di tempo resagio affinché si instauri un equilibrio tra lével

ed i costituenti della salamoia creata dalla solei alcalina utilizzata per il processo di
deamarizzazione varia uno a piu mesi. Soltanto dap® periodo le olive sono cosi pronte al

consumao.

Alla Greca: con tale metodo vengono lavorate olive gia mattieevengono poste per alcuni mesi in

salamoia, dove si instaura una fermentazione ratura

Sistema Californiano: prevede I'immersione delle olive in salamoia al §& circa due mesi, cui
seguono l'addolcimento con soda, la neutralizzazionediante lavaggi giornalieri con acqua,
I'esecuzione del trattamento con sali ferrosi sg@sizione all'aria delle drupe fino ad assunzidele

caratteristico colore nero.

4.1.5.1 Il sistema al naturale
Contrariamente alle trasformazioni Castelvetraivagliano con il sistema al naturale possono &sser
utilizzate anche olive parzialmente mature e nenza che questa condizione sia sfavorevole.
Si trasformano con il suddetto sistema olive véirdere e schiacciate), rosate (parzialmente mpture

nere secondo le fasi riportateTiabella 1

Fasi della produzione “al naturale”
Raccolta e trasporto delle olive
Lavaggio
Eliminazione dello scarto
Calibratura
Fermentazione e deamarizzazione in salamioa
Commercializzazione

Tabella 1: Fasi della produzione nel sistema “al naturale”.

La Raccolta delle olive avviene generalmente a nfjpapproduzioni di buona qualita merceologica).
Dopo le operazioni di cernita per eliminare lo seasi effettua la calibratura delle olive (tramite
macchine a vagli vibranti o a filiere mobili divemni) che successivamente vengono poste in
contenitori colmati con salamoia.

La salamoia utilizzata per la colmatura dei contehe preparata a concentrazione diversa in furezio
di alcuni aspetti di primaria importanza: per lev®lschiacciate, intere nere o mature, ad esempio,
necessario impiegare una salamoia all’8-9 % pdaevil fenomeno del’ammollamento della polpa;
per le olive verdi intere con polpa tenace e pilederinvece, nella fase iniziale della trasfornuae,

utilizzare una salamoia concentrata al 6-7 % petaga successivamente all'8-9 % riducendo cosi al
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minimo il pericolo di raggrinzimento delle oliveusato dalla disidratazione della polpa per effdéb
sale.

La fermentazione spontanea delle olive al natumlesviluppa ad opera di microrganismi che
aderiscono alle superfici esterne delle drupe o&vaeo da contaminazioni casuali ad opera di batteri
lattici e lieviti appartenenti ai gene@landida, Hansenula, Kloechera, Pichia, e Sacchamasy e
ricerche piu recenti tendono a favorire lo svilughéermentazioni lattiche con inoculo starter nella
salamoia per migliorare la sicurezza igienica edetteristiche organolettiche delle olive al nafiwr

La specie piu interessante per I'avvio della fertagione lattica e iLactobacillus Plantarunche
riesce a fermentare una vasta gamma di zucchepprmuzione di acido lattico. La deamarizzazione
delle olive al naturale € un processo lento detgaitoi da scissione enzimatica dell’oleuropeina, ad
opera della beta-glucosidasi. Il prodotto si prestaconsumo dopo 5-6 mesi dalla raccolta e

all'assaggio conserva un leggero sapore amarogg@devole e tipico delle olive al naturale.

4.1.6 Il profilo aromatico delle olive da mensa

L’aroma é il risultato della complessa combinazidn@dore e sapore. Esso € strettamente associato
con la composizione quali-quantitativa dei compuestatili, i quali rappresentano i parametri chié p
incidono sulla percezione della qualita delle olevdorniscono, dunque, un importante criterio di
valutazione sulla loro appetibilita.

Fra tutti i parametri qualitativi, la component@matica di delle drupe gioca un ruolo fondamentale
nel determinarne il gradimento e I'accettabilitipdate dei consumatofi®.**°

La componente aromatica delle olive da mensa dipeladdifferenti fattori come la varieta, le loro
caratteristiche intrinseche ed il grado di matwaeidel frutto e dalla tipologia di lavorazionea c
sono sottopost&? %!

Il profilo aromatico origina da un processo dinamiche si sviluppa maggiormente durante la
fermentazione delle olive ad opera di batteri dattcidi e lieviti, insieme ad una varieta di
microorganismi contaminanti che attraverso i Igrathways biochimici sono responsabili della
produzione dei composti volatili che contribuiscaiqrincipali costituenti sensoriali (ad esempéb d
fruttato) e della fragranza dei fruttf.

| batteri lattici acidi vengono impiegati nella rmeentazione delle olive per migliorarne la
conservazione dato che sono responsabili dellargssiya acidificazione della salamoia, e della
produzione di sostanze antimicrobicfe’>®

E noto che le componenti riscontrabili nel proimmatico di olive da mensa sono costituite da una
miscela di alcoli, esteri, aldeidi, chetoni ed acid sono prodotti dapathways metabolici di
microorganismi che competono con i batteri latiicidi nelle olive fermentaté®

Risulta quindi importante, non solo indagare stdlamentazione delle olive da un punto di vista
microbiologico, ma anche determinare il contenut domposti volatili e semi-volatili ed i
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cambiamenti dei loro profili qualitativi e quantita durante l'intero processo di produzione e
consumo.

Molte ricerche sono state condotte al fine di ¢aredzare il profilo aromatico di diverse cultiver
olive da mensa tramite la Gas Cromatografia aced@pilla Spettrometria di Massa (GC/MS).

Nello studio condotto nel 2008 da Sabatihial!®?, sono stati caratterizzati analiticamente i cortipos
volatili delle olive verdi della cultivar Nocellardel Belice trattate secondo le tre preparazioni
commerciali: metodo Sivigliano, Tradizionale edhigtodo alla Castelvetrano.

Sono stati estratti 22 composti, comprendenti glatdeidi, chetoni, esteri ed acidi, formati dusata
fermentazione (dopo 6, 7 ed 8 mesi di conservaziorsalamoia), attraverso il metodo di estrazione
dinamico dello spazio di testa (DHS) ed identifitatmite GC/MS.

| risultati dimostrano che i differenti processcnelogici influenzano la composizione volatile dei
campioni. Ad esempio, un alto contenuto di etanatiiddo acetico e 2-butanolo sono stati trovati in
tutti i campioni, cosi come I'etil acetato, preseperd in maggior quantita nelle olive preparate ito
sistema Sivigliano; I'1-propanolo, il propil-acedat’etil propanoato e I'acido propionico, invecs®no
stati trovati in maggior concentrazione nelle olpredotte con il sistema Sivigliano; il cis-3-esko}

ed il 2-butanone sono presenti nelle olive prodote il sistema Castelvetrano, mentre I'1-esanolo e
I'isopentanolo sono stati trovati principalmentellaeolive trattate con il metodo Sivigliano e
tradizionale. Un maggior quantitativo di 2-pentanel3-pentanolo, invece, é stato trovato nelleeoliv
elaborate secondo i sistemi Castelvetrano e Sawigli

Inoltre, in questo studio, & stato dimostrato &hedncentrazioni dei composti volatili subiscontiede
variazioni al’aumentare del periodo di conservaeiin salamoia delle stesse.

Nei campioni trattati con il metodo tradizionalepsserva un importante incremento del contenuto in
etil propanoato, 2-butanone ed acido propionic@aimpioni preparati con il metodo Sivigliano
mostrano una significativa diminuzione del 2-butandell’etanolo e del cis-3-esen-1-olo.

I campioni di olive elaborate con il metodo allas@dvetrano, invece, mostrano un aumento del
contenuto della maggior parte dei composti voldiiio al settimo mese di fermentazione ed un
decremento oltre tale periodo.

In uno studio successivo, condotto nel 2009 da tBabet al'> & stato dimostrato che alcuni
composti ritrovati nella matrice delle olive verda mensa, quali cis-3-esene-1-olo, 1l-esanolo ed
esanale derivano dalla degradazione degli acidisgmoliinsaturi attraverso le reazioni enzimatiehe
catena conosciuta come pdthwaydella lipossigenasi (LOX)” la stessa coinvoltaladdiosintesi dei
composti volatili nell'olio di oliva®™**®!"1%815% da pathwayssimili di enzimi prodotti dai batteri
lattici acidi, lieviti ed altri microorganismi presti nella soluzione salina.

Aponte M., et al nel 2009 hanno analizzato, dal punto di vista microbiologichimico e
sensoriale, delle olive da tavola provenienti déifferenti cultivar siciliane (Brandofino, Castria,

Nocellara del Belice e Passalunara) ed una culspagnola (Manzanilla).

80
Dott. Sergio Indelicato



Dottorato di Ricerca in“Alimentazione e Nutriziobenana” — Triennio 2008 - 2010

L’analisi del profilo aromatico dei campioni & statondotta in periodi diversi di maturazione delle
olive. Dopo 60 giorni di maturazione delle olivestata rivelata la presenza di 52 composti tra liqua
esanolo, eptanolo, octanolo e 2-nonen-1-olo cosieceptanale, octanale ed altre aldeidi sono stati
trovate in un simileangedi concentrazione in tutte le cultivars.

Dopo 120 giorni di maturazione sono stati idergificinvece, 31 composti ed inoltre le concentnaizio
dei caratteristici alcoli, aldeidi, metil esteri adetati risultano notevolmente diminuite; al compe
sono stati rivelati alcuni acidi grassi che primangavano, come gli acidi ottanoico e nonanoico
trovati ad alte concentrazioni in tutte le cultiemalizzate.

| risultati ottenuti dimostrano che durante la @mwazione le olive mostrano considerevoli
cambiamenti nel loro profilo qualitativo.

E evidente che le diverse sostanze variano in corazone al variare della dinamica di proliferamo
dei microorganismi e di conseguenza dei jpathwayamnetabolici.

Il profilo aromatico finale, quindi, risultato dinufine bilanciamento fra tutti i composti emessi é
suscettibile di notevoli variazioni dovute a camiégnti anche minimi in quelle che sono le condizioni
di lavorazione del prodotto. Differenze, a voltela minime, delle concentrazioni saline, ad esempio
si traducono in repentini cambiamenti dell’aroma ¢acilmente possono condurre anche a fragranze
non gradite del frutto.
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4.2 SCOPO

L'obiettivo di questa parte del mio lavoro di tésstato quello di studiare la componente aromaliica
olive da mensa ottenute da alberi di NocellaraBadice, una tra le piu diffuse e note cultivar I&cie.
Nonostante esistano in letteratura numerosi sigdardanti i cambiamenti nell’'aroma delle olive da
mensa in base alla metodica di preparazione imgEegeche informazioni sono disponibili sugli
effetti di trattamenti agronomici non convenzion@pplicati agli alberi di ulivo da cui le olive
provengono) sul prodotto finito.

Ad oggi esistono diverse tecniche di coltivazioradl'dlivo tra le quali, quelle definite di deficit
idrico, prevedono protocolli in cui agli alberi wie somministrata una quantitd di acqua irrigua
inferiore a quella convenzionale e richiedono umaone manodopera da parte dei produttori. Queste
metodiche potrebbero trovare una diretta applitabit tutti quegli oliveti impiantati su terrem icui

la disponibilita di acqua oppure di manodopera &@omlto elevata.

Scopo di questtrial analitico & proprio quello di valutare se trattath@pplicati a monte lungo la
catena produttiva (stress irriguo) abbiano effegti eventualmente quali) sulla qualita delle olive
conciate.

In particolare le olive, provenienti da alberi spibsti a sistemi irrigui differenti, sono statettase
secondo un definito protocollo di produzione codit da una trasformazione secondo un unico
processo tecnologico e la medesima concentrazalmager la conservazione, allo scopo di valutare
gli effetti dei differenti sistemi irrigui sulle catteristiche qualitative dei prodotti ultimi.

Diversi aspetti qualitativi saranno presi in coesazione: I'analisi delle componenti volatili maxlie

la Solid Phase Micro ExtractiofSPME) accoppiata ad un sistema GC/MS (SPME-GC/sta
eseguita dal nostro Dipartimento; il DipartimentBN&IMIZO dell’Universita di Palermo (Scienze
Entomologiche, Fitopatologiche, Microbiologiche Age e Zootecniche) si occupera degli aspetti di
microbiologia agraria; il Dipartimento di Colture#oree dell’Universita di Palermo di quelli relativ
alle coltivazioni sperimentali; il Dipartimento @irtoFloro Arboricoltura e Tecnologie Agroalimentari

(DOFATA), dell'Universita degli Studi di Cataniafine, si occupera dell’analisi sensoriale.
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4.3 SEZIONE SPERIMENTALE

4.3.1 Campioni

Le indagini agronomiche sono state condotte nelitaeo di Castelvetrano, presso un
impianto commerciale della cultivar Nocellara detliBe esteso circa 13 ha. Nei mesi estivi le
esigenze idriche dell'oliveto vengono soddisfatedmante un impianto di sub-irrigazione. Nell'estate
2009 le piante di olivo sono state sottoposte @rdivregimi idrici al fine di verificare la rispa@st
vegetativa e produttiva, quest'ultima valutata isiadermini qualitativi che quantitativi. Al fine di
pervenire ad un sensibile risparmio di acqua #ie@uto utile confrontare I'effetto dell’irrigazienin
deficit, rispetto alla piena irrigazione.

I diversi campioni di olive studiati provengono ulavi sottoposti a quattro diversi trattamenti
irrigui:

a. Controllo (T-100): alberi sottoposti, nel periodo compreso tra LagliSettembre, ad
un protocollo di irrigazione convenzionale;

b. Deficit Idrico Costante (CDI): il CDI ha comportato I'erogazione di un volume
irriguo pari al 420 rhha® (circa il 30% ETc reale del periodo), somminisirabn
cadenza settimanale a partire dalla seconda deltdaglio (inizio distensione cellule
del mesocarpo) e fino alla terza decade di setenprossimita del verificarsi delle
prime precipitazioni;

c. Deficit Idrico Controllato (RDI): I'RDI e stato gestito mantenendo le piante in
asciutto fino alla seconda decade di agosto pereffettuare una piena irrigazione
(720 m-ha*, pari al 50% del’ETc reale);

d. Aridi - in asciutto (T-0): piante allevate in asciutto, a cui non € maiastfatnita

acqua, se non guella piovana, nel periodo comgradaiglio e Settembre.

4.3.2 Preparazione salamoia al naturale

Alla raccolta, effettuata nella prima settimanatobre, i frutti sono stati trasportati al magazzdi
lavorazione dove si & proceduto alla calibraturleddrupe, selezionando quelle che avevano
raggiunto il calibro di 19 mm e su queste, quinsii, & proceduto alla concia in verde, con
fermentazione a carico della microflora spontanea.

La sperimentazione € iniziata I' 08 ottobre del260 drupe di Nocellara del Belice trattate secdado
suddette quattro tesi agronomiche (quattro sistergui). Circa 17 Kg di olive sono state messe in
contenitori di plastica da 25 L con circa 12 L dissnoia al 6% di NaCl. Le olive sono state coperte
totalmente dalla salamoia con l'ausilio di unaratin modo tale che non ci fossero olive galleggian

che potessero andare incontro ad imbrunimento.
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| contenitori sono rimasti a temperatura ambierge Ipntero arco della lavorazione in modo da

mimare una lavorazione industriale.

Al fine di analizzare la variazione delle caraggcdhe chimico-fisiche e della componente aromatica
delle olive da mensa durante tutto il processoetinéntazione in salamoia, € stato stabilito un
protocollo sperimentale costituito da tre diverampionamenti. Il primo e stato effettuato il 28

gennaio 2010, il secondo il 14 giugno 2010, menireerzo ed ultimo campionamento e stato

effettuato nel mese di dicembre 2010. Le analidladeomponente aromatica sui campioni

appartenenti a questo terzo campionamento sorwdlitt fase di esecuzione nei nostri laboratori e d
conseguenza i risultati e le conclusioni preseliiajuesto lavoro sono parziali € non possono esser
riferiti all'intero processo di preparazione datléve.

Per i diversi campioni analizzati, provenienti dhaea trattati secondo i quattro differenti sistemi

irrigui, sono state effettuate tre repliche.

4.3.3  Analisi della componente volatile

Le basse concentrazioni dei componenti volatilisprdi nelle olive rendono difficoltosa la loro
individuazione, il loro isolamento e la loro estoae.

L’analisi della componente volatile é stata esegintspazio di testa (HS) medianteSalid Phase
Micro-Extraction (SPME)* abbinata alla Gas-Cromatografia/Spettrometriddssa (GC/MSJ>°*
utilizzando un rapido e riproducibile metodo aredit

Sono state eseguite diverse analisi preliminatevall’ ottimizzazione della metodica analitica.

Le prove di riproducibilita sono state eseguite prer volte su tre differenti campioni con ottimi
risultati (RSD<10%).

4.3.3.1 Estrazione degli analiti

Come gia precedentemente descritto per I'analiba a@mponente volatile delle albicocche par
3.3.3.), la metodica SPME, utilizzata per I'estraziongyld@naliti dallo Spazio di Testa, e stata
ottimizzata in tutti i principali parametri chiaveempo di saturazione dello spazio di testa (H&) al
temperatura di analisi del campione, fibra SPMEaguatta ed tempo di esposizione della stessa nello
HS.

4.3.3.1.1 Scelta della fibra

Tre differenti fibore SPME, mono o multicomponersno state saggiate: una PoliDimetil Silossano
(PDMS, 100 um), una DiVinilBenzene/carboxen/ Paiigtil Silossano (DVB/carboxen/PDMS,
50/30 pm) ed una PoliDimetil Silossano/ DiVinilBenz (PDMS /DVB, 65 pm).
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Similmente a quanto effettuato per lo studio swtenponenti volatili delle albicoccher.(par.
3.3.4.), é stato calcolato il valore della funziong per le tre diverse fibre prendendo in esame 5
composti rappresentativi (metil esanoato, 3-eselw,12-metil-butanale, undecan-1-olo e lo standard
interno, il 2-pentanol-4-metil). Il valore di; FEalcolati, riportati inTabella 2, mostra come la fibra
trifasica (DVB/carboxen/PDMS) sia quella migliorerpestrarre dallo spazio di testa un maggior

quantitativo di sostanze avendo un valoyeiFl,437, superiore a quello ottenuto con le dilne.

Fibre Fi
DVB/carboxen/PDMS 1,437
PDMS 0,478
PDMS/DVB 0.889

Tabella 2: Valore di Fj calcolato per le 3 fibre SPME.

4.3.3.1.2Saturazione dello Spazio di Testa

Per la determinazione del tempo di equilibraturodspazio di testa & stata applicata la stessa
metodica descritta nello studio sulla componentematica delle albicocchev.(par. 3.3.4.1.2 In
questo studio abbiamo preso in esame le stess&dnge volatili utilizzate per I'analisi della cafia
estrattiva delle fibre SPME ed abbiamo testatonptedi 1 ora, 2 ore, 3 ore e 4 ore.

| risultati ottenuti, riportati nel grafico ifrigura 5, mostrano chiaramente che inizialmente tutti i
composti principali presentano una bassa conceotranello HS, che, col passare del tempo aumenta
salvo poi stabilizzarsi dopo tre ore di equilibratuDopo 180 minuti, infatti, tutti e cinque i coogi
presi in esame raggiungono uplateau di concentrazione, dimostrando il raggiungimento
dell’'equilibrio nello spazio di testa.

Questa evidenza ci ha quindi portato a scegliemaecmiglior tempo per la saturazione dello spakio d

testa, un intervallo di equilibratura dei campidn8 ore.
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Figura 5: Andamento dell’estrazione dallo spazio di testeaaiare del tempo di equilibratura del campione.
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4.3.3.1.3Tempo di esposizione della fibra

Per la determinazione del tempo ottimale di esparsizdella fibora SPME nello spazio di testa e stata
applicata la stessa gia metodica descritta ndlidictsulla componente aromatica delle albicocehe (
par. 3.3.4.1.3 In questo studio abbiamo preso in esame le esteéssostanze volatili utilizzate per
I'analisi della capacita estrattiva delle fibre SPed abbiamo testato i tempi di 15, 30 e 45 minuti.

| risultati ottenuti, riportati nel grafico ifrigura 6, mostrano chiaramente clygiindici minuti di
esposizione della fibra non sono sufficienti agmmére una buona estrazione delle sostanze vatatili
esame. Queste, infatti, raggiungono un massimossioreimento dopo mezz'ora di esposizione ed
anche per tempi di estrazione maggiori (45 minletifoncentrazioni ottenute risultano praticamente
inalterate.

Queste evidenze ci hanno quindi portato a sceglemme miglior tempo di esposizione della fibra

SPME nello spazio di testa, un intervallo di 30 utin
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Figura 6: Andamento dell'estrazione dallo spazio di testaaaiare del tempo di esposizione della fibra SPME.

4.3.3.2 Analisi GC-MS

L’'analisi semiquantitativa della componente votatilelle olive & stata eseguita mediante Gas-
cromatografia/Spettrometria di massa (GC/MS),z##ndo un rapido e riproducibile metodo analitico
derivato dal protocollo di analisi gia sviluppato precedenti lavori sulla componente aromatica di
pesch& e mele’

Tutti i campioni sono stati preparati per I'analigille componenti volatili secondo questo protaxoll
0,5 g di olive, accuratamente pesati ed omogengizzmo stati introdotti ivials da 2 mL con tappo

a tenuta perforabile in gomma siliconica rivestitdPoliTetraFluoroEtilene (PTFE) e sono stati posti
alla temperatura di 22 £ 0,5 °C nel carosello testaimto con sistema Peltier dell’autocampionatore
Varian 8200 CX (Varian Inc., Palo Alto, CA, USA). duesti sono stati aggiunti, come standard

86
Dott. Sergio Indelicato



Dottorato di Ricerca in“Alimentazione e Nutriziobenana” — Triennio 2008 - 2010

interno 10pl di una soluzione acquosa di 2-pentanol-4-metilcdncentrazione 0,822 L™,
ottenuta per diluizione di una soluzione madre-pgeatanol-4-metil 0,808 mgL™.

Seguendo le indicazioni ottenute dalle prove prielam, i campioni all'interno devials sono stati
lasciati per almeno 3 ore in termostato (tempo s&a®o per I'equilibratura); dopo questo periodo la
fibra trifasica (DVB/carboxen/PDMS) e stata intottd attraverso il setto ed esposta per 30 minuti
nello spazio di testa. Successivamente essa €& ptata a desorbire nell'iniettore del gas-
cromatografo. Le analisi sono state eseguite coBQMS Varian Saturn 3-lon Trap System (Varian
Inc., Palo Alto, CA, USA), equipaggiato con unaaroia capillare Supelcowax, i cui principali
parametri strumentali sono stati accuratamentmiaiziti.

4.3.3.2.1Scelta della Colonna Gas Cromatografica
Le separazioni cromatografiche sono state esegstando due differenti colonne capillari:

» colonna Heliflex® AT™-1 (Alltech Associates, In®gerfield, lllinois) di silice fusa
lunga 30 m, con diametro interno di 0,25 mm e titesdi una fase stazionaria
costituita al 100% di DimetilPoliSilossano dellaespore di 0,25m;

» colonna Supelcowax-10 (Supelco, Bellafonte, PAgiliie fusa, lunga 30 m, diametro
interno 0,25 mm rivestita di una fase stazionaastituita da polietilenglicole, con
uno spessore del film di 0,2fn.

In seguito ai test effettuati, i migliori risultasono stati ottenuti utilizzando la colonna gas
cromatografia Heliflex® AT™-1, che presenta unalapth della fase stazionaria maggiore della
Supelcowax-10.

4.3.3.2.2 Analisi semiquantitativa
L'analisi semiquantitativa &€ stata eseguita perfromo delle aree dei picchi cromatografici degli
analiti con quello dello standard interno, 2-pentahimetil, aggiunto in concentrazione nota al
campione. La curva di calibrazionEigura 7) eseguita per accertare la linearita di rispostod
standard interno € stata costruita in matrice O¢b drupa) con i valori di 7 soluzioni dello stesa
unrangedi concentrazioni compreso tra 0,1616mig* a 32,32 pgnL™ (R2= 0,9929).
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Figura 7: Curva di calibrazione del 2-pentanol-4-metil.
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4.3.3.2.3 Parametri del Gas Cromatografo

Le analisi sono state eseguite utilizzando un GC¥8an Saturn 3-lon Trap System (Varian
Inc., Palo Alto, CA, USA), equipaggiato con unactwia capillare Heliflex® AT™-1 e con un
autocampionatore Varian 8200 CX termostatato, pcuicipali parametri strumentali sono i seguenti:
temperatura dell'iniettore, 250 °C; modalita intnatbne, splittess gas di trasporto, elio (He);
pressione in testa alla colonna, 12 psi; tempeaatansfer-line 180 °C.

La rampa di temperature del GC inizia con undersoa di 2 minuti a 100 °C; da questa
temperatura si arriva fino a 300 °C con un increimei 5 °Cm™, ed infine termina con una isoterma
di 4 minuti Figura 8).
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Figura 8: Rappresentazione della programmata termica del GC.

4.3.3.2.4 Parametri dello Spettrometro di Massa

Questi sono i principali parametri della trappotmita: modalita di ionizzazione, ionizzazione
elettronica (EIl) a 70 eV; modalita di scansiohetal lon Current(TIC); rangedi massa, 40 — 400 Da;
frequenza di scansione, tre scansioni al secordwdratura trappola ionica, 180 °C.

| dati raccolti sono stati processati comldita systendello strumento e i cromatogrammi e gli spettri
hanno mostrato una eccellente riproducibilita.

In questa fase iniziale dello studio, i compostiati delle olive sono stati parzialmente iderdéti
attraverso una ragionata e critica comparazione gtospettri registrati nella libreria NIST 2005;
successivamente, l'attuale provvisoria attribuzialed composti verra confermata, ove possibile,
mediante l'utilizzo di standard ed, una volta chltoi valori dei LRI dei composti (mediante

I'equazione di KovafS), questi potranno essere utilizzati per confrdntam i corrispondenti valori
riportati in letteratura.
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4.3.3.3 Analisi statistica

| dati ottenuti dalle analisi GC-MS sono stati sptisti ad un’analisi statistica utilizzandosdftware
Statsoft Statistica 7. E stato adottato I'approeuigdtivariatoLinear Discriminant Analysi§.DA), *®*’
gia descritta a proposito dell’analisi statistiadlas componente triacilgliceridica degli oli di e

siciliani, per verificare se i cambiamenti indatél profilo aromatico delle olive da mensa fossdrip

a discriminare i diversi campioni analizzati.
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4.4 RISULTATI E DISCUSSIONI

4.4.1 Valutazione delle componenti volatili delle olive

In Figura 9 é riportato un esempio di cromatogrammi ottenatledanalisi di campioni del primo

campionamento.

4-Methyl 2-pentanal (I1S)

27 4-Methyl 2-pentanal (1S) ]

1N L

| | |
5 10 15

| |
minuti 20 25 30
Figura 9: andamento cromatografico tipico di campioni T-18D€ T-0 (b).

Dall’analisi dei cromatogrammi e degli spettri dassa acquisiti relativi alle olive da mensa in esam
sono stati determinati 49 composti volatili diffietiepresenti in tutti i campioni analizzati. La ¢or

identificazione, essendo stata eseguita per il moonsoltanto attraverso I'analisi critica degli gpe
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di massa acquisiti (per confronto con quelli registinella libreria NIST 2005), presenta un caratte
di provvisorieta e verra in seguito rianalizzatarg®no infatti calcolati i valori dei LRI per tutji
analiti determinati e questi saranno impiegati penfermare o per rimettere in discussione le
attribuzioni finora fatte, che, ove possibile, wmo ulteriormente avvalorate tramite I'utilizzo di
standardpuri.

L’analisi semi-quantitativa & stata eseguita péiraato delle aree dei composti con quella dello
standard interno, il 2-pentanol-4-metil, aggiurmooigni campione alla medesima concentrazione al
fine di minimizzare gli errori di quantificazioneduti ad eventuali variazioni nelle risposte amnadit
strumentali.

Il patterndi sostanze aromatiche trovate include 12 est8ralcoli, 8 composti carbonilici (aldeidi e
chetoni), 7 idrocarburi, 4 terpeni e 2 acidi, pits@stanze non appartenenti alle classi precedenti.
valori delle concentrazioni dei composti elencalieTabelle 3 e 4a-bsono i risultati della media di

cinque repliche e sono espressi inkggd.

Primo Campionamento Seconda Campionamento
Composti T-100 CDI RDI T-0 T-100 CDI RDI T-0
Esteri 3437 4643 4510 6251 2836 4074 3922 5189
Acidi 3813 4012 3293 4839 3195 3726 3176 3357
Aldeidi e Chetoni 3092 3357 2523 2997 4095 4943 2974 4540
Alcoli 2640 3589 3819 4218 3049 4984 3032 3710
Idrocarburi 316 336 348 550 358 481 464 607
Terpeni 34 65 80 136 79 77 66 79
Vari 682 626 474 812 865 965 688 840
TOTALE 14014 16628 15047 19802 14477 19251 14320 18322
Primo Campionamento Seconda Campionamento
Composti T-100 CDI RDI T-0 T-100 CDI RDI T-0
Esteri 2453% 27,92% 29,97% 31,57% 19,59% 21,16% 27,39% 28,32%
Acidi 27,21% 24,13% 21,88% 24,44% 22,07% 19,35% 22,18% 18,32%
Aldeidi e Chetoni 22,06% 20,19% 16,77% 15,14% 28,29% 25,68% 20,77% 24,78%
Alcoli 18,83% 21,59% 25,38% 21,30% 21,06% 25,89% 21,17% 20,25%
Idrocarburi 226% 2,02% 2,31% 2,78% 247% 2,50% 3,24% 3,31%
Terpeni 0,24% 0,39% 0,53% 0,68% 0,55% 0,40% 0,46% 0,43%
Vari 487% 3,76% 3,15% 4,10% 598% 5,01% 4,80% 4,58%

Tabella 3: Concentrazioni e percentuali delle sostanze volaibgruppate per classi chimiche) estratte dalle
olive del primo e secondo campionamento per i #tamaenti irrigui. | valori delle concentrazioni soespressi

in pgkg™.

Nel primo campionamento le classi piu abbondantosésultate, in valore assoluto ed in percentuale,

per i campioni T-100 gli acidi (27%) seguiti daefiteri (25%); con 'aumentare dello stress idrito (

0) i composti appartenenti ad entrambe le classieatiano in valore assoluto ma percentualmente gli

esteri diventano la classe piu abbondante (32%j}rmgii acidi diminuiscono leggermente (24%).

Anche nel secondo campionamento, in cui sulle aangeioni riscontrate incide maggiormente il

processo fermentativo, si osserva lo stesso andamsopra descritto: gli esteri aumentano
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percentualmente all’aumentare dello stress idracaot che nei campioni T-0 raggiungono il 28% e
sono la classe piu rappresentativa.

Gli acidi non presentano particolari variazionilauwlase dello stress idrico. | composti carbonitiei
secondo campionamento sono notevolmente piu abbtn@&100 = 28%) rispetto al primo ed
all'aumentare dello stress idrico diminuiscono (¥-25%).

Gli idrocarburi sia nel primo che nel secondo canpmento aumentano con I'aumentare dello stress
idrico.

Questo andamento cosi descritto suggerisce chieeksdgdrico ha in generale un effetto positivdasul
quantita di composti volatili totali, ed in partlace, favorisce la presenza di esteri ed idrocarbur
mentre riduce la formazione di composti carbonéicii acidi.

| processi fermentativi, invece, aumentano la gtadi composti carbonilici e di idrocarburi facend

osservare una diminuzione di esteri ed acidi.
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Prima Campionatura

N Nome CAS T-100 CDI RDI T-0

1 Acido tioglicolico 68-11-1 3002,2 3608,6 2992,6 4460,1
2 Metil acetato 79-20-9 1109,1 9359 1010,8 1083,0
3 Acido acetico, 2-metil 79-31-2 810,9 403,5 300,0 378,6
4 Etil acetato 141-78-6 2058,9 3414,8 3221,1 48019
5 3-Metil-butanale 590-86-3 1962,7 1726,2 701,4 4974
6 2-Metil-butanale 96-17-3 4659 715,6 524,1 554,3
7 1-Pentanolo 71-41-0 1022,4 1301,4 22445 2795,8
8 (E)-3-Penten-2-one 3102-33-8 636,0 894,5 1270,6 1924,3
9 Sconosciuto al RT 5,385 - 538,4 427,9 343,7 642,3
10 Sconosciuto al RT 7216 - 32,7 50,7 44,8 57,9
11 3-Esenolo 544-12-7 741,7 743,9 691,7 409,9
12 Propil ciclopropano 2415-72-7 64,2 58,9 55,1 36,7
13 Pentil acetato 628-63-7 119,7 146,7 155,3 207,1
14 Stirene 100-42-5 74,7 118,5 1152 334,0
15 Metil esanoato 106-70-7 26,7 17,8 15,5 17,4
16 Benzaldeide 100-52-7 2,7 3,3 4,2 2,7

17 (E)-2-Eptenale 18829-55-5 2,5 0,2 0,9 1,3

18 Benzene, 1-etil-3-metil- 620-14-4 2,2 10,2 1,6 1,7

19 Benzene, 1,2,3-trimetil- 526-73-8 3,1 8,2 1,3 1,1

20 Benzene, 1,2,4-trimetil- 95-63-6 3,9 9,8 2,4 2,4

21 1-Eptanolo 111-70-6 20,8 16,8 15,8 13,5
22 Fenolo 108-95-2 14,9 36,0 34,0 37,6
23 Etil esanoato 123-66-0 35,6 38,6 26,3 40,8
24 (Z)-4-Esenil acetato 42125-17-7 36,8 35,4 33,4 28,1
25 Ottanolo, 2-metil- 818-81-5 50,6 35,3 16,4 201,8
26 Benzenacetaldeide 122-78-1 15,9 10,6 11,7 11,1
27 Benzil alcol 100-51-6 207,4 6950 1915 113,3
28 Mequinolo 150-76-5 33,4 211,4 1159 153,99
29 o-Guaiacolo 90-05-1 11,3 30,0 27,0 86,2
30 Feniletil alcol 60-12-8 107,9 127,4 239,7 1458
31 lIdrazina, fenilmetil- 555-96-4 110,7 147,4 85,8 111,6
32 Eptano, 2,4-dimetil- 2213-23-2 1,6 1,7 1,7 1,7

33 1,7-Ottadien-3-one, 2-metil-6-metilene 41702-60-7 2,9 8,5 4,3 21,2
34 Metil ottanoato 111-11-5 11,6 11,3 10,6 14,0
35 Fenilmetil acetato 140-11-4 7,3 5,0 3,8 4.7

36 Etil benzanoato 93-89-0 1,6 2,0 2,1 2,3

37 Fenolo, 2-etil- 90-00-6 33,0 64,3 29,0 69,6
38 p-Cresolo, 2-etil 93-51-6 328,2 260,6 1658 141,6
39 Fenolo, 4-metossi-3-metil- 14786-82-4 44.9 41,3 23,8 22,2
40 Etil ottanoato 106-32-1 22,6 24,6 21,3 38,6
41 Undecanolo 112-42-5 22,9 26,2 23,9 27,1
42 1-Metil-3-(1'-metilciclopropil)ciclopentene 103240-53-5 166,9 1288 170,6 172,0
43 2-Feniletil acetato 103-45-7 4,5 5,7 5,9 7,6

44 (E)-2-Decenale 3913-81-3 4.4 4,9 6,4 4.6

45 2,6,10,10-Tetrametil-1-ossa-spiro[4.5]deo-6-¢ - 1,6 1,7 4,1 2,2

46 2-Cicloesen-1-one, 4,4,6-trimetil- 13395-73-8 2,0 1,5 3,5 1,6

47 Etil benzenpropanoato 2021-28-5 2,8 4,7 4,0 5,3

48 Copaene 3856-25-5 7,3 32,6 39,5 63,4
49 o-Muurolene 31983-22-9 22,0 21,9 32,2 48,8

Tabella 4a: Concentrazioni delle sostanze volatili estratteledallive del primo campionamento per i

trattamenti irrigui. | valori delle concentrazicsono espressi in piay™.
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Seconda Campionatura

N Nome CAS T-100 CDI RDI T-0

1 Acido tioglicolico 68-11-1 2385,7 3020,2 2669,4 2768,8
2 Metil acetato 79-20-9 1075,7 931,4 8304 7711
3 Acido acetico, 2-metil 79-31-2 809,8 705,7 506,5 5877
4 Etil acetato 141-78-6 14775 2717,2 2780,0 3996,9
5 3-Metil-butanale 590-86-3 2909,5 2848,1 1927,0 3300,0
6 2-Metil-butanale 96-17-3 4494 7379 350,6 167,5
7 1-Pentanolo 71-41-0 1121,8 2387,2 1115,7 1617,9
8 (E)-3-Penten-2-one 3102-33-8 7215 1337,8 677,7 1055,0
9 Sconosciuto al RT 5,385 - 677,1 714,2 539,1 678,1
10 Sconosciuto al RT 7216 - 411 77,4 53,0 70,0
11 3-Esenolo 544-12-7 758,3 756,1 664,2 612,0
12 Propil ciclopropano 2415-72-7 43,6 36,8 42,0 34,6
13 Pentil acetato 628-63-7 128,1 209,2 176,1 257,2
14 Stirene 100-42-5 47,0 130,7 1105 212,7
15 Metil esanoato 106-70-7 26,3 22,3 13,8 15,6
16 Benzaldeide 100-52-7 2,6 3,6 2,7 2,9

17 (E)-2-Eptenale 18829-55-5 0,5 1.4 0,4 0,0

18 Benzene, 1-etil-3-metil- 620-14-4 2,1 9,7 1,9 1,9

19 Benzene, 1,2,3-trimetil- 526-73-8 2,2 8,3 1,3 1,4

20 Benzene, 1,2,4-trimetil- 95-63-6 2,2 7,3 2,8 2,1

21 1-Eptanolo 111-70-6 18,0 15,7 11,6 10,7
22 Fenolo 108-95-2 14,6 66,6 46,1 40,7
23 Etil esanoato 123-66-0 35,6 53,4 34,3 43,5
24 (Z)-4-Esenil acetato 42125-17-7 35,8 49,9 34,7 29,9
25 Ottanolo, 2-metil- 818-81-5 53,4 51,7 56,8 70,5
26 Benzenacetaldeide 122-78-1 1,1 4,0 2,6 1,3

27 Benzil alcol 100-51-6 2744 301,4 240,3 248,7
28 Mequinolo 150-76-5 62,1 2450 182,1 236,7
29 o-Guaiacolo 90-05-1 21,3 26,1 16,7 16,8
30 Feniletil alcol 60-12-8 1546 3279 1755 206,3
31 Idrazina, fenilmetil- 555-96-4 147,2  173,7 95,4 91,4
32 Eptano, 2,4-dimetil- 2213-23-2 2,3 1,7 1,3 1.4

33 1,7-Ottadien-3-one, 2-metil-6-metilene 41702-60-7 6,7 5,0 4.8 8,3

34 Metil ottanoato 111-11-5 12,4 17,6 9,1 13,8
35 Fenilmetil acetato 140-11-4 10,0 9,5 7,4 8,2

36 Etil benzanoato 93-89-0 2,2 4,1 2,2 3,7

37 Fenolo, 2-etil- 90-00-6 23,6 68,0 245 79,0
38 p-Cresolo, 2-etil 93-51-6 469,8 630,6 4416 506,8
39 Fenolo, 4-metossi-3-metil- 14786-82-4 46,0 72,2 32,1 45,1
40 Etil ottanoato 106-32-1 21,5 45,7 225 30,4
41 Undecanolo 112-42-5 30,6 35,6 24,7 18,9
42 1-Metil-3-(1'-metilciclopropil)ciclopentene 103240-53-5 258,4 286,9 303,8 353,2
43 2-Feniletil acetato 103-45-7 6,2 7,7 6,4 10,6
44 (E)-2-Decenale 3913-81-3 9,0 7,4 10,1 12,1
45 2,6,10,10-Tetrametil-1-ossa-spiro[4.5]deo-6- - 2,3 51 3,0 2,5

46 2-Cicloesen-1-one, 4,4,6-trimetil- 13395-73-8 1,7 2,8 2,7 1,4

47 Etil benzenpropanoato 2021-28-5 4,2 6,1 5,3 8,5

48 Copaene 3856-25-5 61,3 58,1 49,6 59,3
49 o-Muurolene 31983-22-9 9,0 8,7 8,1 8,6

Tabella 4b: Concentrazioni delle sostanze volatili estratteledalive del secondo campionamento per i 4

trattamenti irrigui. | valori delle concentrazicsono espressi in piay™.
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442 Analisi statistica

| dati provvisori riguardanti le quantita dei consgiovolatili, presenti nel profilo aromatico delhive
da mensa trattate secondo le quattro tecnichai@rggappartenenti alle due campionature, sono stati
sottoposti ad un’analisi statistica della variarinaparticolare € stato condotto uno studio secdado
tecnica di esplorazione multivariata LDA.iifear Discriminant Analys)s utilizzando il software
STATISTICA 7.0 (StatSoft, Inc. 1984-2001), al firke verificare gli effetti sulla componente
aromatica delle olive ottenute da alberi sottopastiliversi trattamenti irrigui.

L’approccio statistico e stato applicato ai daguardanti le quantita delle componenti volatililora
delle concentrazioni dei cinque campioni non meédiaei campioni analizzati, divisi per
campionatura. | risultati mostrano come sia pokesitlistinguere i campioni di olive, all'interno ttel
stesso gruppo di campionamento, in base ai ditr@tsamenti irrigui.

Nella primo campionamento per mezzo di 4 variathgicriminanti (composti Numero 12,13,50,51
nelle Tabelle 4 a-h, si ottiene una separazione del 100% tra i qualitrersi sistemi irrigui utilizzati
con un valore dp<0.0000 ed un valore #&=12,13 Figura 10).

Root 1 vs. Root 2

J 6
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=

T-10C
CDI
RDI
T-0
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\
COONOITNDAWNRORNWAOWUO-NO©O

Root 1
Figura 10: LDA per il primo campionamento in relazione asigtemi irrigui.

Anche per il nel secondo campionamento per mezzaltdk 6 variabili discriminanti (composti
Numero 13,19,20,21,22,38 nelle Tabelle 2), si n#iena separazione del 100% tra i quattro diversi

sistemi irrigui utilizzati con un valore @¢0.0000 ed un valore &=18,80 Figura 11).
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Root 1 vs. Root 2
12

10

Root 2

<O

o T-10C

-10 ' : ' : ' ' ' ' o RDI
80  -60  -40  -20 0 20 40 60 80 100 T-0

Root 1

Figura 11: LDA per il nel secondo campionamento in relazion sistemi irrigui.

| valori di F piu alti ottenuti per I'analisi statistica sui daguardanti la il nel secondo campionamento
stanno ad indicare una migliore discriminaziongeito alla prima dei quattro sistemi irrigui sui
campioni che hanno subito un processo fermentagi@pyure non ancora completo.

Ad uno stadio di fermentazione piu avanzato, quirsd@imbrerebbero essere piu apprezzabili le
differenze dell'aroma delle olive da mensa rispetd una fase iniziale di fermentazione
corrispondente al primo campionamento.

Al fine di avere un quadro piu completo sull’'evature dell’aroma delle olive da mensa durante la
maturazione in salamoia e sugli effetti che i divérattamenti irrigui possono determinare su does

ci riproponiamo di riapplicare I'analisi chemiomietr anche ai dati riguardanti le sostanze volatili

relative al prodotto finito, quelle cioé relativileaterza campagna di campionamento (dicembre 2010)
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4.5 CONCLUSIONI

In questo studio, la tecnica di estrazione SPMEirahé all'analisi GC-MS é risultata valida e
selettiva per l'identificazione quali-quantitatidella componente volatile delle olive da mensa.@io
permesso di evidenziare i differenti composti cheatterizzano le diverse tipologie di olive ottenut
con differenti sistemi irrigui.

E interessante notare come la metodica sviluppatansgrado di identificare e quantificare un
maggior numero di sostanze rispetto a tecniche aiplicate in altri lavori presenti in
letteratura>2*>41%

Gli studi fin qui condotti in base alla sola compate aromatica permettono di evidenziare differenze
significative in relazione ai differenti sistemirigui utilizzati e mostrano anche gli effetti che i
processi fermentativi hanno sul profilo aromatiedielolive.

Valutando le quantita assolute della componentenatioa al variare dei trattamenti irrigui, si nota
senza dubbio che lo stress idrico non fa decredeemmponente aromatica, come si potrebbe
immaginare, ma anzi porta ad un incremento chenéebielente tra il controllo (T-100) ed il campione
definito “arido” (T-0). Sempre in base al valorsalsito tra il campione che ha subito un deficitdgolr
costante di circa il 30% (CDI) e quello che ne thit® uno definito “controllato” (piante in asciatt
fino alla seconda decade di agosto seguito da pregazione, RDI) il primo trattamento € senza
dubbio quello piu favorevole. Questo andamentogonigrabile in tutti e due i campionamenti
effettuati, indicherebbe che il trattamento RDIwellp meno favorevole, seguito dal CDI ed in fine
dal T-0, ma questi dati andranno anche confrowtati quelli relativi al prodotto finito, quelli cioe
relativi ala terza campagna di campionamento.

Queste considerazioni sono da considerarsi pamghiandranno sicuramente integrate con i valori
agronomici e non ultimi con quelli provenienti datlalisi sensorialep@nel test

Ad un incremento della componente aromatica nonpsgminfatti, corrisponde un maggiore
apprezzamento da parte del consumatore: essoiguliato del fine bilanciamento tra le quantita
assolute e relative di tutte le sostanze volatitiesse e delle reciproche interazioni sinergiche o
antagoniste tra i diversi composti aromatici e uklte tra essi e la matrice. Inoltre, in uno stugiio
completo, andrebbe considerato anche il contritimtotermini di note olfattive di ogni sostanza
individuata, ancor piu in campioni come questi guaisti a fermentazione che presentano un profilo
aromatico in continua evoluzione durante il quade B escluso che possano essere liberate sostanze
definite Off flavourche potrebbero portare alla comparsa di odortistanomunque sgradevoli.

| risultati fin qui ottenuti inerenti la componendéeomatica sono quindi da ritenersi parziali sia in
guanto non sono ancora disponibili i dati relativiprodotti finiti, sia perché comunque da soli non
potranno dare una indicazione univoca sugli effégii trattamenti irrigui (stress idrico) sulla gteal

del prodotto finale. La raccolta di tutti i dati aitici e sperimentali quali dati agronomici,
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microbiologici e sensoriali sono necessari per valatazione globale al fine di indicare quale $ia i
migliore compromesso per ottenere delle olive dasaeppetibili ed apprezzabili dal consumatore,

con un auspicabile risparmio idrico e di manodopkerparte dei produttori.
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5. STUDIO DELLA COMPONENTE AROMATICA E DELLE PROPRIETA
CHIMICO FISICHE DI MELE ANNURCA SOTTOPOSTE A
TRATTAMENTO IN MELAIO TRAMITE GC-MS ED ANALISI STAT  ISTICA

5.1 INTRODUZIONE

5.1.1 Origine e diffusione

Originario dell'Asia centrale, il melo € una speldegamente diffusa e coltivata. Il suo areale di
coltivazione €, infatti, molto ampio essendo unecgpriscontrabile dalla Siberia, dove le tempegatu
medie invernali scendono fino a 30-40°C sotto lmz&no ad Israele, ossia fino ai limiti merididna
delle zone subtropicali. Questo & dimostrazioneumta grande plasticita di adattamento, legata
probabilmente alla notevole variabilitd geneticaratteristica della specie, e che ne ha consdatito
diffusione in areali con caratteristiche climatigieuramente differenti.

La specie € ascrivibile alla famiglia delle Rosa@@eeneréMalus che comprende circa 25 specie, di
cui solo poche vengono coltivate per il frutto desb al consumo fresco o all’industria (estrazidne
sidri, produzione di bevande alcoliche); le rimanespecie vengono utilizzate soltanto come
portinnesti e come fonte di germoplasma per il ioiginento genetico, oltre che come piante
ornamentali.

I nome botanico della specie coltivata & statoetiggdi molte variazioni nel corso degli anni ma la
nomenclatura oggi adottata &€ quelldidilus domestica

La specie e presente in Italia nominalmente caa@000 varieta.

5.1.2 Melicoltura in ltalia e nel mondo

La melicoltura & presente, seppure in diversa mjdartutti i continenti, raggiungendo, in partia
nel 2007, una produzione mondiale di circa 65.9omiidi tonnellate"®* Al primo posto, con piut del
50% della produzione mondiale, si configura I'Asidl;interno della quale si distingue la Cina con
27,86 milioni di tonnellaté® Nel continente americano, invece, gli Stati Uniphostante la recente
tendenza alla riduzione delle produzioni si confaguo come il secondo produttore mondiale di
mele®?,

Un ruolo di tutto rilievo occupa anche I'Europanama produzione nel 2007 pari a circa 11 milioni d
tonnellate'® Nellambito dei Paesi europei I'area comunitarisenza dubbio la piu significativa,
concentrando al suo interno il 55% della produzieneopea. Tra i Paesi della Comunita, principali
produttori si configurano la Francia, I'ltalia e@ermania che nel complesso determinano circétl 70

della produzione totale.
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In termini numerici la coltivazione del melo inlltlaoccupa una superficie di 58.309 ettari con una
produzione raccolta di 22.047.442 quinféle interessa soprattutto le aree del Nord, dovacsioglie

pit del 90% della produzione nazionale.

In Italia la coltura del melo si estende soprattuitlle zone temperato-fredde, in pianura, coléda
alcune zone montane dell'ltalia settentrionalendllo vegeta bene anche nelle nostre zone temperato
calde purché sia soddisfatto il fabbisogno in frede! resistente sia ai freddi invernali che altanate
primaverili perché fiorisce tardi. E’ adattabile fatto di terreno tollerando sia i terreni calcacbie
quelli argillosi. Le terre migliori sono pero quelfresche, profonde, permeabili e dotate di buona
fertilita.

Nelle regioni centrali la coltivazione del melo ha ruolo del tutto marginale, sia in termini di
superfici investite che di quantita prodotte, mertta le regioni meridionali, la Campania presema
realta molto significativa. La melicoltura di questegione € rappresentata per oltre il 70% dalla

cultivar Annurca che costituisce una realta locale le sue caratteristiche e problematiche spéeific

5.1.3 LA MELA ANNURCA

BN

L'’Annurca (Figura 1), definita la “regina delle mele”, & una cultivarolto antica e le prime
testimonianze della coltivazione in Campania rigaty alle rappresentazioni fatte ad Ercolano,

precedenti I'eruzione del 79 d.c.

Figura 1: La mela Annurca.

Negli anni '50 per la coltivazione dell’Annurca @ampania comincio pero un periodo di crisi, dovuto
principalmente all'introduzione di nuove cultivanaricane, specialmente la Golden Delicius gialla e
la rossa Starking.

A causa dell'autosterilita di tali cultivar, nel @nio successivo si verifico un ritorno all’Annarc
(che si era rivelata un’ottima impollinatrice) (E®rl963), dapprima coltivata ancora con tecniche

tradizionali, poi oggetto di profondo rinnovameitaturale con I'introduzione dei portinnesti clonal

100
Dott. Sergio Indelicato



Dottorato di Ricerca in“Alimentazione e Nutriziobenana” — Triennio 2008 - 2010

(MM106 e M26), la conseguente intensificazione dégbianti e la possibilita di allevamento a
spalliera.

Gli anni 70 fecero registrare una forte espansiortatte le province e un ulteriore impulso si ebbe
intorno al 1985-1986 per la diffusione del clonentAirca Rossa del Sud” e “Bella del Sud”
selezionate da F. Limongelli nel 1979 per la caumae piu rossa dei frutti Per la regione Campania
I’Annurca costituisce ancora oggi una risorsa pttieiu di rilievo, dato che, come gia riportato aell
parte generale, la melicoltura e rappresentatalperil 70% da tale cultivar.

Ancora oggi I'’Annurca &€ molto diffusa nel Sud lgalsoprattutto in Campania, ed € molto apprezzata
per le sue caratteristiche organolettiche e pasolesistenza della polp Il frutto & di pezzatura
media, di forma appiattita o rotondeggiante comepnide rosso-striata. La polpa e di colore bianco,
di consistenza compatta, dolce e succosa, piacendémacidula e fortemente aromatica. La resistenza
alle manipolazioni e elevata e I'attitudine allanservazione ottima. Al clone standard ne sono stati
affiancati due caratterizzati da una migliore camone della buccia: la Rossa del Sud e la Bella de
Sud®*

5.1.3.1 Descrizione cloni

Annurca tradizionale: frutto piccolo, circa 100 g, con penduncolo cortmedio-corto (7-14 mm) e
buccia mediamente rugginosa, con piccole lenticplbeo evidenti, grigie o rugginose, giallo-
verdastra, con striature rosse sul 40-70% dell@rfigfe, di un rosso intenso all'insolazione; ha la
polpa bianca, appena rossa sotto I'epidermide, anottmpatta, croccante, mediamente dolce o
leggermente acidula, mediamente aromatica, di tgualitima. La resistenza alle manipolazioni é
ottima ma la cascola (caduta spontanea del fraat'albero) pre-raccolta € medio-elevata e dovuta

soprattutto al penduncolo corto.

Annurca Rossa del Sudmutazione della cultivar Annurca individuata dd_Fnongelli nell’autunno

del 1979, presenta un frutto di pezzatura media, pEuncolo corto e una buccia gialla, liscia con
lenticelle numerose, ma poco evidenti, e sovracealosso sul 90-100% della superficie; la polpa e
bianca, compatta, croccante, dolce-acidula, profarsaresistente alle manipolazioni. Presenta una
media cascola in pre-raccolta e i frutti cascdianno gia la colorazione rossa su tutta la superfic
dell’'epidermide. | frutti si raccolgono nel meseottiobre, 8-10 giorni prima dell’Annurca tradizidea

€ necessitano in misura minore di arrossamento @i Questo clone si differenzia dalla
tradizionale per alcuni caratteri migliorativi, djuzna buona pezzatura e la colorazione rossa uméo

ed estesa a tutta la superficie del frutto allxaotlia come hanno anche evidenziato recenti studi su

frutti cresciuti nelle condizioni climatiche delligoterra siciliand®®
Annurca Bella del Sud:frutto, di pezzatura media, con peduncolo cortaiecta liscia con lenticelle
numerose, ma poco evidenti, gialla, con sovracealosso brillante sul 90-100% della superficie. La
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polpa é bianca, compatta, croccante, dolce-acidyi@ofumata e presenta un’ottima resistenza alle
manipolazioni. La cascola pre-raccolta € mediayitif cascolati hanno gran parte della superficie
dell’'epidermide gia rossa. | frutti si raccolgonel mese di ottobre, 8-10 giorni prima dell’Annurca
tradizionale. 1l 60% circa dei frutti alla raccolpesenta il sovraccolore rosso-brillante su tldta
superficie e quindi pud andare subito in frigowfeil restante 40% circa richiede 4-6 giorni di

“melaio” per favorire una migliore colorazione @efluperficie interessata dalla fossa peduncolare.

514 Problematiche inerenti al coltivazione dell’Annurca il melaio

A fronte dei notevoli pregi esposti precedentemeldenurca pero presenta delle problematiche a
livello agronomico capaci di influire pesantemestd suo costo di produzione e che sicuramente
hanno contribuito al ridimensionamento della sulivazione: su tutte la raccolta, e soprattutto la
gestione delle fasi successive, sono particoldegate all’antica tradizione dell’arrossamento nei
cosiddetti ‘melai’ Figura 2).'*°

Uno degli elementi che caratterizzano questa @rlt®; come precedentemente detto, la cascola dei
frutti prima di raggiungere la completa maturaziogeesto problema é da correlare al fatto che la
mela ha un peduncolo debole e corto, inserito ia depressione stretta e profonda nel frutto. Per
guesta caratteristica costituzionale, quando ttdruaggiunge una certa pezzatura esercita ungspin
verso il rametto che lo sostiene e, per la debalelel'attacco, cascola. Tale fenomeno si accentua
gquanto piu ci si avvicina all'epoca di maturazidistologica e quindi la cascola anticipata sarebbe
quasi totale se non si raccogliessero i frutti cipditamenté®’ Ovviamente questi frutti raccolti
anticipatamente non raggiungono mai una colorazashen grado di maturazione ottimale e questo
implica un periodo obbligato nei cosiddetti “melathe consente ai pomi sia il conseguimento della
colorazione ottimale (arrossamento), sia il raggionento di quelle che sono le loro prerogative

organolettiche.

| terreni su cui sorgono i melai vengono sistenmatiprosoni” o “porche” separate e il piano delle

stesse, appena elevato nella parte centrale, imperto con dei trucioli di legno.
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Durante la permanenza nei melai le Annurche vengentate piu volte esponendo al sole la parte da
arrossare e nel frattempo eliminando i frutti clmespntano segni di deprezzamento. L’esposizione
delle mele alla luce risulta indispensabile peradeguata formazione del pigmento coloradfftes
anche vero comunque che bisogna proteggerle dalfeziretta dei raggi solari per evitare che si
verifichino danni (dal leggero appassimento finaalizzimento). Per evitare quest'inconvenienie, s
prevede l'inserimento di reti ombreggianti e il baghento periodico delle mele; quest'ultima pratica
ha la funzione da un lato di mantenerle freschargide e dall'altro di rallentarne la maturazione
(conseguenza dell’'abbassamento di temperattirBpopo una permanenza in queste strutture per 20-
50 giorni i frutti possono essere destinati al consumo fresalla conservazione in celle frigo.

Questa pratica descritta e indispensabile per lUkoa standard, e in un certo senso ne determina la
tipicita della stessa, anche se ne aggrava semsitié i costi di produzione. Tale tempo di
permanenza dei frutti in melaio é ridotto per iltemte naturale Annurca Rossa del Sud, grazietal fat
che esso presenta alla raccolta frutti piu roskiAdmurca tradizionaleErrore. Il segnalibro non é

definito.

5.1.5 Profilo aromatico delle mele

Fra tutti i parametri qualitativi, la component@matica di un frutto gioca un ruolo fondamentalke ne
determinarne il gradimento e I'accettabilita dat@aei consumatori.

L' aroma e il risultato della complessa combinagicti odore e sapore. Benché il sapore e la
consistenza siano importanti per la qualita ddiifrla presenza e la quantita delle sostanze iliplat
responsabili del loro odore caratteristico, sonmaiametri che piu incidono sulla percezione della
qualita delle mef¥® e sono quindi un importante criterio di valutazasulla loro appetibilitd. Molte
ricerche sono state condotte sulla componente ioldelle mele, nelle quali, grazie alla Gas
Cromatografia accoppiata alla Spettrometria di Ma@SC/MS), piu di 300 sostanze sono state
identificate’® Si tratta di un miscela complessa di alcoli, alil€i1-C6, acidi esterificati e terpeif.

Il maggior contributo alla composizione della comente volatile viene comunque dagli esteri, che
rappresentano rispettivamente I’ 80, 88, 90 e 98¢ alatili totali in mele Golden Delicius! Granny
Smith;}"* Fuiji,'”® e Starking Deliciou§’* Gran parte di questi esteri prodotti durante launaione
delle mele si forma dal catabolismo primario didige aminoacidt.”®

Soltanto 20-40 di questi composti possono esseséiastente collegati all'aroma delle mele; tra di
essi ricordiamo I'esanale, il (E)-2-esenale, gligbutil-, ed esil- esteri degli acidi aceticajtanoico,

ed esanoico, I'esanolo, il etil-2-metil-butanoat®-damascenone e I’ alfa-Farneséffg’ 17817

Il contributo di ogni composto all’odore carattéide di ciascun frutto dipende in primo luogo dalla
sua “soglia di odore” (odour threshold OTH), ci@écbncentrazione minima affinché un composto

possa essere rilevato dal naso umano e, in sedando, dalla sua concentraziofi®,a sua volta
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dipendente dall'attivita degli enzimi predispostismtetizzarlo e dalla disponibilita dei substrati
necessari alla sinteSr 1%

L’apporto relativo di un componente volatile allarrhazione dell’aroma totale pud essere espresso
mediante le “unita di odore”, determinabili dal papto tra la concentrazione di un composto
nell’alimento in esame ed il suo valore di “sogliaodore” %>

La maturita del frutto alla raccolta € un puntdico che ne influenza tutte le qualita organolétie

ne determina I'impiego.

Studi condotti sul profilo aromatico dell’Annurcarimo evidenziato che la buccia risulta piu ricca
rispetto alla polp&* e che nei frutti esposti al sole c’@ un cambiameguantitativo dei composti
volatili.’® In particolare I'aumento delllaroma totale dopaattamento in melaio & dovuto
principalmente, seppur in misura differente, agliee ed agli alcoli: gli esteri proporzionalmente
diventano piu abbondanti degli alcoli e questo glate anche migliorare le qualitd complessive
dell’'aroma totale. Inoltre sembrano giocare unoutiiave nella definizione del profilo aromatico di
queste mele il pentanolo (come alcol e come pestére), i butanoati e gli esanoati, come anche il
octalattone.

Anche in studi precedenti, erano stati verificaimbiamenti nelle concentrazioni delle sostanze
volatili: in particolare si era registrato un incrento delle aldeidi C1-C6 e degli esteri con

I'avvicinarsi della data di raccolt&®

104
Dott. Sergio Indelicato



Dottorato di Ricerca in“Alimentazione e Nutriziobenana” — Triennio 2008 - 2010

5.2 SCOPO

Scopo di questa di questa parte del mio lavoreslié quello di investigare I'effetto dell'esposize
post-raccolta al sole sulla qualita dei frutti #’atoma di tre cloni di mela Annurca.

In particolare sono state analizzate sia le tarstiche chimico fisiche dei frutti, sia la conmamte
volatile della buccia e della polpa di mele di ArcauRossa del Sud, Annurca Bella del Sud ed
Annurca AICA, sottoposte per due settimane a wat#o in un melaio sperimentale.

Lo studio, condotto in collaborazione con il Dipasgénto Senfimizio, sez. Frutticoltura Mediterranea,
Tropicale e Sub-Tropicale dell’Universita di Palermha indagato la possibilita di applicare un
protocollo di arrossamento dei frutti piu breve ifglici giorni invece dei consueti cinquanta), che
consentirebbe notevole risparmio in termini di pemmanodopera che notevolmente incidono sul
costo finale di questi frutti, senza alterarnedeatteristiche qualitative.

Ci si é proposto di valutare I'aspetto esteriorledmele Annurca arrossate e non (pezzatura, colore
forma), le proprieta fisiche della loro polpa (cattpzza dei frutti) e la composizione chimica (ol
solubili, acidita titolabile, zuccheri etc...), ingie alle caratteristiche aromatiche e per stimaire gl

effetti del trattamento in melaio sui frutti & sta&ffettuata un’analisi statistica della varianza.
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5.3 SEZIONE SPERIMENTALE

5.3.1 Campioni
| frutti provengono da Caltavuturo (37° 49’ N a 880s.1.m.) in Sicilia, da alberi di otto anni déowmi
AICA, Bella del Sud (ABS), e Rossa del Sud (AR8pestati su M9, in file singole e spaziati 4 x 1.5
m, allevati a fusetto e sottoposti a cure coltuvediinarie.
Tre o quattro alberi adulti uniformi in dimensios@eno stati selezionati per ogni clone. La raecelt
avvenuta a maturazione commerciale (ultima decadstabre) e dalle piante & stato prelevato un
campione costituito da 40 frutti per clone, me& guali & stata analizzata subito (15 sono stati
sottoposti alle determinazioni analitiche delleati@ristiche chimico fisiche, mentre i restantidhe
stati utilizzati per la determinazione della framovolatile) mentre un'altra meta é stata sott@past
trattamento in melaio.
| frutti sono rimasti esposti al sole per 15 giorsil porche costituite da assi di legno e sonad stat

ruotati ogni 3 giorni, senza innaffiatura.

5.3.2 Parametri estetici e chimico-fisici dei frutti

In laboratorio, sui 15 frutti freschi selezionatrpclone e per trattamento post-raccolta, sond stat
determinati, secondo le metodiche gia esposte’gealisi dei parametri qualitativi delle albicocche
(v. par. 3.3.2, il peso, la consistenza della polpa, il conteniat solidi solubili totali (total soluble
solids, TSS), il pH e l'acidita titolabile.

La colorazione delle bucce é stata, determinatéadalisi delle immagini digitali € espressa da un
indice compreso tra 0 (assenza di rosso-arandidcempletamente rosso-arancio).

Per la determinazione del contenuto d’amido & staipiegato il test iodio-iodur’ mediante
l'impiego della soluzione di Lugol. Le sezioni deiltti trattate con la soluzione Lugol sono state
fotografate e lo stesso algoritmo usato per detarai il colore dell’epicarpo & stato usato per
quantificare la colorazione delle sezioni. Il ristih, in questo caso, € un indice con valori cosigra

0 (non colorato) e 1 (completamente colorato).

5.3.3  Analisi della componente volatile

Le basse concentrazioni dei componenti volatisi,dlla buccia che della polpa, delle mele Annurca
rendono difficoltosa la loro individuazione, il ibrsolamento e la loro estrazione.

L'analisi della componente volatile & stata esegintspazio di testa (HS) medianteSalid Phase
Micro-Extraction (SPMEJ®, abbinata alla Gas-Cromatografia/Spettrometriddssa (GC/MS*

utilizzando un rapido e riproducibile metodo aredit
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Tutte le analisi preliminari sono state eseguiteckane AICA. Le prove di riproducibilita sono stat

eseguite per tre volte su tre differenti campiam ottimi risultati.

5.3.3.1 Estrazione degli analiti

Come gia precedentemente descritto per I'analih d®@mponente volatile delle albicocche par
3.3.3.), la metodica SPME, utilizzata per I'estraziongyldenaliti dallo Spazio di Testa, & stata
ottimizzata in tutti i principali parametri chiaveempo di saturazione dello spazio di testa (HE&) al
temperatura di analisi del campione, fibora SPMEaulatta ed tempo di esposizione della stessa nello
HS.

5.3.3.1.1Scelta della fibra e del tempo di esposizione

Per individuare il tipo di fibora SPME piu adattdaialisi dello spazio di testa sono state effétua
delle prove con tre differenti: una DiVinilBenzeo&boxen/PoliDimetil Silossano (50/30 pum
DVB/carboxen/PDMS), una PoliDimetil Silossano/DiWfBenzene (65 um PDMS/DVB) ed una
PoliDimetil Silossano (100 um PDMS).

Similmente a quanto effettuato per lo studio swiemponenti volatili delle albicoccher.( par.
3.3.4.), sono stati saggiati otto composti e tre tempesposizione (10, 15, 20 e 30 minuti). |
composti scelti sono: I' Etile Butanoato, I'1-Butdo, I'1-Butanolo-2-metil, I'Esile acetato, il Méti
(2)-3-Esenoato, I'Etile esanoato, I'Esil 2-metilanbato e I'Esil esanoato.

Dai grafici ottenuti, riportati nelld&igura 3, risulta evidente che la fibra trifasica e, tra ierd
utilizzate, quella che riesce a estrarre il maggjoantitativo di sostanze. L'andamento della sua
estrazione al variare del tempo di esposizionevérsd a seconda del composto: I'Esile acetato e
I'Etile Butanoato sono recuperati in maniera prekéo costante tra 10 e 15 minuti ma poi,
allaumentare del tempo di esposizione, la lorontjtea aumenta; gli alcoli (1-Butanolo e 1-Butanolo
3-metil) sono estratti in quantita quasi costanfgesentano un plateau tra 15 e 20 minuti, tempi ne
quali si ha il loro massimo recupero; I'estraziated I'Etile esanoato e dell’Esil esanoato aumenta
sempre con I'aumentare del tempo di esposiziora tibta, mentre quella del Metil-(Z)-3-Esenoato e
del Esil 2-metilbutanoato si stabilizza attorn@@iminuti.

La fibra monofasica € quasi sempre quella che ptaseminor recupero in termini quantitativi, ed
anche per essa si nota un ceaiongedi stabilita nell’intervallo tra 15 e 20 minuti.

L'andamento dell’'estrazione per la fibra bifasidafjne, e all'incirca uguale per tutti i composti:
risulta stabile nell'intervallo tra 10 e 20 minyier poi precipitare a valori molto piu bassi per

esposizioni di 30 minuti.
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Figura 3: Andamento dell’estrazione dallo HS al variare délee SPME e del tempo di esposizione.

Benché risultasse chiaro che, in termini quantitagier le sostanze in esame il miglior recupersilo

otteneva con le fibre trifasica e bifasica tra 180eminuti, i dati non permettevano di sceglieralgqu
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tra le due fibre fosse piu conveniente utilizzarguale fosse il miglior tempo di estrazione dallo
spazio di testa.

Si & pertanto proceduto con uno studio piu appifonbasato su due diversi criteri: la gia detgrit
funzioneF; (v. par. 3.3.4.1.1 e la rappresentativita dell'estrazione rispette aostanze realmente
contenute nel profilo aromatico delle mele

Il valore diF; calcolato per le tre fibre, riportato Fabella 1, mostra come la fibra monofasica sia
quella meno capace di estrarre sostanze dallosparesta, avendo un valoFg di 0,562 e 0,481 a
15 e 20 minuti rispettivamente. Per quanto rigudedfibre bifasica e trifasica, la prima presenta u
valore diF; minore della seconda dopo un’ esposizione di 1%tn{t,197 per la bifasica e 1,241 per
la trifasica), mentre la situazione si inverte gl@it tempo di esposizione viene aumentato di Subnin

(1,335 per la bifasica e 1,184 per la trifasica).

Fi'

Fibre 15 minuti | 20 minuti
DVB/carboxen/PDMS 1.241 1.184
PDMS 0.562 0.481
PDMS/DVB 1.197 1.335

Tabella 1: Valore di Fj calcolato per le 3 fibre a 15 e 20 minuti di esgiose.

Un’analisi accurata di quella che é la distribueigrercentuale di tutte le sostanze identificatéanel
componente volatile delle mele Annurca, riportataFigura 4, mostra che la maggioranza delle
sostanze presenti & costituita da esteri, segaitdabli, terpeni ed infine da una piccola perceletuli
aldeidi.

Esteri
68%

Alcoli Aldeidi

Terpeni 24% 2%

5%

Figura 4: Rappresentazione delle percentuali delle clagsiiche presenti nella componente aromatica delle
mele Annurca.

La composizione relativa delle sostanze estratita tlhra monofasicdFigura 5) evidenzia I'elevata

affinita della sua matrice di PDMS verso le sostaapolari. Essa infatti lega preferenzialmenteerest
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(71%) e terpeni (24%), questi ultimi invece nellanponente volatile totale rappresentano solamente
il 5% del totale. Molto piu bassa risulta invecepkrcentuale delle sostanze un po’ piu polari; in
particolare gli alcoli che rappresentano circa uartp dei composti aromatici totali si riducondbéb

a causa della loro scarsa affinita con la matriaogdertura della fibra monofasica.

Esteri
71%

Terpeni
24%

Alcoli Aldeidi
5% 0%

Figura 5: Rappresentazione della distribuzione percentuale dostanze volatili estratte dalla fibra moniwias

Discorso opposto vale invece per la fibra bifagiegura 6), che in virtu di una spiccata polarita
riesce ad estrarre una grande quantita di aldot& ¢ due terzi del totale, a discapito degli gsthe si

riducono a meno di un terzo del totale.

Terpeni
1%

Esteri
31%

Aldeidi
0%

Alcolij

68%

Figura 6: Rappresentazione della distribuzione percentuslle dostanze volatili estratte dalla fibra bifasic

La rappresentazione piu fedele della componentmatioa si ottiene invece con la fibra trifasica
(Figura 7) la quale, presentando sia funzioni polari che ifumzapolari, dallo spazio di testa riesce
ad estrarre per buona parte esteri (58%), ma aaicbé (39%) e terpeni (2%), con un profilo quasi

sovrapponibile a quello mostratofigura 4.
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Esteri

58%

Terpeni
2%

Alcoli Aldeidi
39% 1%

Figura 7: Rappresentazione della distribuzione percentuglle dostanze volatili dalla fibra trifasica.

Si e quindi scelto di effettuare le analisi sultlemponente aromatica delle mele Annurca utilizzaado
fibra trifasica (50/3um DVB/carboxen/PDMS) ed un tempo di esposiziontadessa di 15 minuti.

5.3.3.1.2 Saturazione Spazio di Testa

Per la determinazione del tempo di equilibraturodspazio di testa e stata applicata la stessa
metodica descritta nello studio sulla componentanatica delle albicocchev.(par. 3.3.4.1.2 In
questo studio abbiamo preso in esame le stesses@gtanze volatili utilizzate per I'analisi della
capacita estrattiva delle fiore SPME ed abbiamolizzsdo i campioni di buccia e polpa
separatamente.

| risultati ottenuti sono stati riportati in dueafjci (Figure 8 e 9) dai quali si evince che, sia per la
buccia, sia per la polpa, si raggiunge un equdibkelle concentrazioni all’interno dello spaziaekta
dopo circa 4 ore.

Per quanto riguarda la polpa infatti, si nota cdentge sostanze piu abbondanti, I'Esile acetatetjl&
Butanoatce I'Etile esanoato, raggiungano subito un’elevatacentrazione nello HS, e dopo un’ora di
equilibratura diminuiscano perché “spostate” daltee sostanze meno abbondanti, per poi aumentare
di nuovo in concentrazione e stabilizzarsi dopeait ore. Le sostanze meno abbondanti 0 meno
volatili, come i due alcoli e il Metil-(2)-3-Esentmg invece aumentano gradatamente la loro
concentrazione nello spazio di testa e anch’esg® dpattro ore raggiungono un plateau di
concentrazione. Un fenomeno simile si verifica tmsostanze presenti nella buccia: il Metil-(2)-3-
Esenoato e I'Esile acetato raggiungono rapidamiéiteo picco massimo, ma col passare del tempo
diminuiscono lasciando spazio a sostanze menoilvolaheno concentrate e con esse raggiungono un

equilibrio dopo circa 4 ore.
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Figura 8: Andamento temporale delle sostanze della bucdia HS.
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Figura 9: Andamento temporale delle sostanze della polda RiS.

5.3.3.2 Analisi GC/MS

L’analisi semiquantitativa della componente vottilelle mele Annurca é stata eseguita mediante
Gas-cromatografia/Spettrometria di massa (GC/M8lizzando un rapido e riproducibile metodo
analitico derivato dal protocollo di analisi giaileppato in precedenti lavori sulla componente
aromatica di pescfiee mele’

Tutti i campioni sono stati preparati per I'anatiglle componenti volatili secondo questo protaxoll

2 g di frutto finemente triturato sono stati intotid in vials da 7 mLI con tappo perforabile di gma
siliconica rivestita di PoliTetraFluoroEtilene (PE}F nel carosello termostatato con sistema Peltier
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dell’'autocampionatore Varian 8200 CX (Varian Ineglo Alto, CA, USA). Come Standard Interno
(IS) sono stai aggiunti 10 di una soluzione acquosa di 1-eptanolo di conegitne 0.822 pqiL™
pari a 8.22+18 g di standard e posti alla temperatura di 25 £G,5

Seguendo le indicazioni ottenute dalle prove prielam, i campioni all’interno devials sono stati
lasciati per 4 ore in termostato (tempo necesgagiol’equilibratura); dopo questo periodo la fibra
trifasica (DVB/carboxen/PDMS) é stata introdottaaverso il setto ed esposta per 15 minuti nello
spazio di testa. Successivamente essa é statagpdssarbire nell'iniettore del gas-cromatografo.

Le analisi sono state eseguite con un GC/MS Va&8tarn 3-lon Trap System (Varian Inc., Palo Alto,
CA, USA), equipaggiato con una colonna capillarpebeowax, i cui principali parametri strumentali

sSono stati accuratamente ottimizzati.

5.3.3.2.1 Scelta della colonna

Le separazioni cromatografiche sono state esegoitelue differenti colonne capillari: una colonna J
& W DB5 di silice fusa, lunga 30 m, con diametrdeimo di 0.25 mm, rivestita di 5% difenil-95%
polidimetil silossano, con lo spessore del filmOd25 pm e una colonna Supelcowax-10 (Supelco,
Bellafonte, PA) di silice fusa, piu polare, lunga @, con diametro interno di 0.26n, rivestita di
polietilenglicole, con lo spessore del film di 0,2%. | migliori risultati si sono ottenuti utilizzanda

colonna Supelcowax-10.

5.3.3.2.2 Analisi Semiquantitativa

L’analisi semiquantitativa & stata eseguita perfroomo delle aree dei picchi cromatografici degli
analiti con quello dello standard interno, 1-eptapaggiunto in concentrazione nota al campione.
La curva di calibrazioneFHgura 10), eseguita per accertare la linearita di rispatbo standard
interno, & stata costruita con i valori di 6 sahmi acquose di 1-eptanolo a concentrazione

decrescente, con un range compreso tra 8,22 pglwtleig/mL. (R=0,999).

4.0E+06

= 441286x
3.5E+06 - yR2= 0.999 8.2p

3.0E+06 A

6.16
2.5E+06 A

aree

2.0E+06 - 2111

1.5E+06 1

1.0E+06 A .05
1.23

0.41

5.0E+05 A

0.0E+00 ¢6 T T T T
0 2 4 6 8
concentrazionein pg-mL*

Figura 10: Curva di calibrazione dello standard interno laapto.
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5.3.3.2.3 Parametri del Gascromatografo

Le analisi sono state eseguite utilizzando un GCXt8an Saturn 3-lon Trap System (Varian Inc.,
Palo Alto, CA, USA), equipaggiato con una colonapitare Supelcowax e con un autocampionatore
Varian 8200 CX termostatato, i cui principali pasam strumentali sono i seguenti: temperatura
dell'iniettore, 250 °C; modalita introduzionsplitless gas di trasporto, elio (He); pressione in testa
alla colonna, 12 psi; temperaturansfer-line 180 °C.

La rampa di temperature del GC inizia con un’igoge di 5 minuti a 40 °C, continua con un
incremento di 5 °C al minuto fino alla temperatdid220 °C, e finisce con un’isoterma di 5 minuti

(Figura 11), per una durata totale del metodo di 46 minuti.

250

N
o
S

=
13
o

=
o
]

temperatura colonna - C°

a
o

0 5 10 15 20 25 30 35 40 45
minuti

Figura 11: Rappresentazione della programmata termica del GC.

5.3.3.2.4 Parametri dello Spettrometro di Massa

Questi sono i principali parametri della trappotaica: modalita di ionizzazione, ionizzazione
elettronica (El) a 70 eV; modalita di scansiofnetal lon Current(TIC); rangedi massa, 40 — 400 Da;
frequenza di scansione, tre scansioni al secordyératura trappola ionica, 180 °C.

| dati raccolti sono stati processati con il datstsm dello strumento e i cromatogrammi e gli spett
hanno mostrato una eccellente riproducibilita.

Gli analiti sono stati tabulati piuttosto che seton tempi di ritenzione (TR), soggetti a variadion
dovute alla colonna ed alle condizioni cromatogtsdi secondo i valori di Indice di Ritenzione
Lineare (LRI), i cui valori sono stati calcolatilitzando I'equazione di E. Sz. Kovatsutilizzando
una sequenza di idrocarburi lineari dal C10 al C26.

| composti volatili delle mele Annurca sono statentificati dapprima attraverso una ragionata e
critica comparazione con gli spettri registrati laelibreria NIST 2005; successivamente tutti i
composti identificati, presenti nelltabelle 3ae 3b, ad eccezione dell’Esil 2-Butenoato, sono stati
confermati tramite i valori dei LRI riportati intteratura e, ove possibile, tramite I'utilizzo tiusdard
puri.
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5.3.4 Analisi Statistica

| dati relativi agli attributi fisici, chimici e amatici sono stati sottoposti ad analisi statistica

Procedure di SYSTAT (SYSTAT Software Inc., Richmpo@, USA) sono state utilizzate
per effettuare correlazioni tra i valori medi degttiributi fisici, chimici e aromatici. In particate
stata eseguita un’analisi PCRr{ncipal Component Analygiger determinare eventuali associazioni
esistenti tra gli attributi fisici, chimici e aromnzi ed ogni possibile raggruppamento dei cloniabtas
su simili proprieta. Quindi é stata effettuata @iaster Analysisattraverso la tecnickmeanssulle
Componenti Principali (PCs) per individuare evehtisggruppamenti varietali ed i risultati sonotsta
presentati in un grafico a due dimensioni (trarfatenetodicabiplot) che mostra le posizioni relative

delle cultivar e degli attributi qualitativi secamte prime due PCs.
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5.4 RISULTATI E DISCUSSIONI

5.4.1 Valutazione degli attributi fisici e chimici dei frultti

| valori relativi ai parametri chimico-fisici dellmele Annurca riscontrati nei campioni sono ripibrta

in Tabella 2.1 dati sono il risultato della media di 15 frugter clone di Annurca e per trattamento

agronomico.
AICA ARS ABS
Trattamento Prima Dopo Prima Dopo Prima Dopo
Sovracolore (%) 66,54 96,22 57,62 89,25 65,21 87,48
Colore di fondo (indice) 0,813 0,837 0,808 0,827 0,812 0,833
Peso (g) 110,98 111,34 129,28 126,69 109,25 110,06
Consistenza polpa (kecm?) 11,47 11,49 11,40 11,42 11,45 11,60
Solidi solubili (°Brix) 13,66 14,68 13,53 14,13 13,16 13,99
Acidita titolabile (g-L™) 1,547 1,427 1,547 1,314 1,493 1,362
Amido (indice) 0,972 0,951 0,972 0,964 0,968 0,954

Tabella 2 Valori medi per cultivar dei parametri qualitatimisurati su 15 frutti freschi per clone di Annarc
prima e dopo il trattamento in melaio.

Il trattamento di esposizione al sole al quale setati sottoposti i frutti ha indotto differenze
significative nella loro qualitd indipendentemedéé clone.

Come previsto, sia l'intensita del colore che lacpatuale di sovracolore sono aumentati dopo il
trattamento Tabella 2). Inoltre, avendo il trattamento in melaio avapnzégrado di maturazione dei
frutti, il contenuto in solidi solubili risulta @aentato dopo I'arrossamento mentre l'indice delédcs
d’amido e l'acidita titolabile sono diminuiti. Laonsistenza della polpa non ha subito cambiamenti
cosi come il peso dei frutti, e nonostante noncsitati sottoposti a innaffiatura non hanno mostrat
segni di raggrinzimento.

Aldila degli effetti del trattamento in melaio AR$& mostrato i frutti piu grandi, mentre AICA
presenta il piu elevato contenuto in Solidi Solytseguita da ARS ed ABS. Gli indici relativi alla
colorazione, la durezza della polpa, il pH, I'atadiitolabile e I'indice di amido sono risultati ite

simili nei tre diversi cloni.

5.4.2 Valutazione della componente volatile dei frutti

Sono state identificate e quantificate 36 sostamatatili nelle bucce e 30 nelle polpe. | valori léel
concentrazioni relative dei composti elencati n&delle 3ae 3b sono il risultato della media delle
cinque analisi eseguite sulle bucce e sulle polpeete Annurca prima e dopo il trattamento in melai
e sono espressi in (gf. L’analisi semi-quantitativa & stata eseguita gEfronto delle aree dei
composti con quella dello standard interno.

Differenze sono state riscontrate nella componantenatica dei due tessuti analizzati: nella buccia
risultano sempre concentrazioni piu alte, indipetel@mente sia dal clone che dal trattamento in

melaio.
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Tabella 32 Q
Riferimenti AICA ARS BDS m
N LRI LRI Nota Composti CAS Prima RSD (%) Dopo RSD (%) Prima RSD (%) Dopo RSD (%) Prima RSD (%) Dopo RSD (%) Ke)
1 972 969 98 Butanoic acid, methyl ester 623-42-7 37,47 381 40,98 +58 53,85 +27,0 30,68 +20,2 34,79 +22,0 32,29 ¥19,
2 988 989 188  Butanoic acid, 2-methyl-, methyl ester -88& 22,84 + 32,0 16,70 +18,8 17,14 +295 7,65 +31,6 19,04 791 14,81 +19,6 Im
3 996 1000 189  Butanoic acid, ethyl ester 105-54-4 12,76 224 15,04 +13,0 8,42 + 28,0 8,86 +14,3 6,62 +221 8,87 +27,0
4 1029 1028 190  Butanoic acid, 2-methyl-, ethyl ester 52729-1 7,53 +297 6,10 +22,6 2,62 + 332 2,34 +29,4 3,69 611, 3,58 +199 (@]
5 1091 1094 191  2-Butenoic acid, methyl ester, (E) 6284 47,45 +16,7 63,16 + 28,4 16,73 + 334 33,54 +36,7 13,80 929 59,36 +248 (&)
6 1144 1146 192  1-Butanol 71-36-3 1,89 +28,7 4,25 +30,5 2,41 +30,9 4,00 + 34,6 0,92 $11, 4,87 +27,0 =]
7 1158 1158 193  2-Butenoic acid, ethyl ester, (E) 623:70 14,28 + 26,0 21,79 +31,0 1,57 +735 7,72 +222 1,45 +26,8 942 +30,7 ]
8 1188 1187 99  Hexanoic acid, methyl ester 106-70-7 12,5 +129 252,34 +29,5 351,19 +40,1 224,39 +30,7 169,22 +237 38,59 +23.2 m
9 1200 1201 194  1-Butanol, 2-methyl 137-32-6 5,21 +237 06,7 +288 5,60 +31,0 3,00 +24,3 2,99 +183 12,22 +26,3 a
10 1225 1224 195  Butanoic acid, butyl ester 109-21-7 1,12 £394 1,81 +37,6 5,50 +354 2,37 +33,0 1,53 +383 1,46 +16,8
11 1242 1242 196  Hexanoic acid, ethyl ester 123-66-0 26,7 +£108 56,03 +24,3 29,98 +18,7 37,06 +24,5 19,44 +23,0 23,92 £27,3 (@]
12 1269 1274 197  1-Pentanol 71-41-0 0,50 +16,2 1,08 +23,0 104 =145 0,75 +152 0,36 +134 0,98 +133 ...I”
13 1277 1276 198  3-Hexenoic acid, methyl ester, (Z) 238D-6 5,15 +20,9 4,96 +157 9,07 + 26,4 4,33 +21,6 11,12 827, 2,82 +198 o
14 1265 1267 199  Acetic acid, hexyl ester 142-92-7 4,13 742 13,54 +33,1 17,85 + 33,3 9,93 +245 16,71 +23,0 313 + 35,6 —
15 1280 1279 200  Heptanoic acid, methyl ester 106-73-0 18 3, +23,0 3,13 + 30,7 2,94 +253 1,65 +20,9 2,32 +213 1,36 417, o
16 1350 1348 193 1-Hexanol 111-27-3 49,69 +17.8 93,36 +15,9 0,47 + 18,6 80,31 +18,1 31,84 +133 70,98 +151 —_—
17 1380 1378 201  Octanoic acid, methyl ester 111-11-5 2%8, +11.2 57,79 +25,9 33,95 +312 80,31 +18,1 22,69 +243 26,9 +130 [}
18 1400 1400 202  Hexanoic acid, butyl ester 626-82-4 2,95 +445 8,55 + 26,6 11,07 +39,1 32,33 +18,3 3,33 +143 2,00 225, c
19 1405 1406 203  Butanoic acid, hexyl ester 2639-63-6 56,3 +27,8 7,50 + 39,6 10,01 + 294 4,72 +222 6,70 + 38,0 6,82 530, =
20 1416 1416 204  Butanoic acid, 2-methyl-, hexyl ester 003p-15-2 10,76 +22,7 16,50 +26,5 8,44 +29,3 16,12 +9,9 6,72 £155 8,05 +24,1 ©
21 1425 1423 188  Octanoic acid, ethyl ester 106-32-1 60,2 +174 7,41 +42,2 3,45 +188 9,09 +24,3 2,25 +225 1,43 +11,7 o
22 1450 1454 205  Heptanol 53535-33-4 0,42 + 26,6 0,20 +155 110, +268 3,69 +239 0,14 +20,1 0,14 +138 =
23 1456 1451 206  6-Methyl-5-hepten-2-ol 4630 06 2 0,71 23 1,84 +318 0,35 +40,3 0,27 +22,0 0,22 +285 1,50 280 |4=
24 1490 1487 188  2-Octenoic acid, methyl ester 7369-81- 3,79 +218 5,35 + 16,7 2,06 +233 1,43 +228 0,86 +272 448 154 c
25 1561 - 2-Butenoic acid, hexyl ester 19089-92-0 6,13 841 11,66 +18,1 1,88 +29,8 2,93 +20,0 1,48 +22,2 10,77 + 16,8 ]
26 1597 1597 207  Decanoic acid, methyl ester 110-42-9 820 +163 1,61 +16,7 1,32 +237 4,03 +26,7 0,75 +27,9 0,60 +196 | O
27 1611 1608 208  Hexanoic acid, hexyl ester 6378-65-0 304, +21.8 20,92 + 36,2 18,16 + 33,0 0,86 +17,3 11,16 +175 13,75 £ 335 -
28 1614 1614 209  Octanoic acid, butyl ester 589-75-3 6,03 +22,6 9,78 +48,8 8,75 +18,38 23,38 +21,6 4,91 +81 5,54 +21,0 m
29 1625 1622 210  4-Decenoic acid, methyl ester 1191-02-2 4,32 +12,0 3,18 +28,8 3,98 +257 7,13 +225 2,03 +204 1,25 8 ..n.la_
30 1668 1668 211  (Zp-Farnesene 28973-97-9 1,44 +221 2,37 +11,0 0,94 +25,0 2,24 22,1 1,16 +29,4 1,99 +257 —_
31 1695 1697 212 (Z,z-Famesene 2,05 +231 4,88 +21,0 2,18 +17,2 1,74 +17,0 1,92 + 175 5,46 162 o
32 1728 1726 213 (Z,E)-Farnesene 26560-14-5 12,46 +21.2 25,33 +123 11,54 +288 97 3 +19,0 11,12 +22,4 23,85 + 24,7 >
33 1754 1754 214  (E,B)-Farnesene 502-61-4 882,48 +337 1263,2¢ +30,C 439,21 +714 1352,2( +20,1 824,1¢ +32,2 1147 5¢ +364 =
34 1786 1785 215 o-Cadinene 24406-05-1 10,14 +308 18,74 +19,3 8,03 +28,8 3619, 20,0 9,27 +243 16,46 274 77}
35 1888 1888 193 a-Patchoulene 560-32-7 7,76 +29,4 10,85 + 19,6 5,86 +28,9 137, +217 6,85 +20,6 9,16 +234 o
36 1923 - Unknown LRI 1923 14,89 + 30,2 21,61 +19,2 10,82 +385 9,64 +18,0 12,74 +20,8 849 + 26,7 o
SOMMA 1529,9¢ + 233 2100,2¢ + 248 1094,0: + 308 2020,4¢ + 228 1266,3¢ +221 1689, + 228 m
o
o
[}
Tabella 3b ©
Riferimenti AICA ARS BDS -
N LRI LRI Nota Composti CAS Prima RSD (%) Dopo RSD (%) Prima RSD (%) Dopo RSD (%) Prima RSD (%) Dopo RSD (%) D
1 972 969 98 Butanoic acid, methyl ester 623-42-7 4,36 5@9 4,42 + 25,43 0,34 +15091 0,90 +29,99 0,13 + 2373 0,63 889, =
2 988 989 188  Butanoic acid, 2-methyl-, methyl ester -85& 1,43 + 25,70 1,65 + 36,15 0,25 + 2529 0,46 + 33,92 0,16 792 0,35 +27,23 mv
3 996 1000 189  Butanoic acid, ethyl ester 105-54-4 0,47 492 0,48 +20,89 0,02 + 36,50 0,08 + 41,06 0,04 + 34,75 N.D. mn
4 1029 1028 190  Butanoic acid, 2-methyl-, ethyl ester 52729-1 0,23 +19,26 0,23 + 16,74 N.D. +- 0,07 + 4,56 0,01 + 59,8 0,06 + 30,02
5 1144 1146 192 1-Butanol 71-36-3 0,73 +42,12 0,79 + 37,60 0,85 +18,43 121 + 33,00 0,20 +32,10 1,54 +7,96 $
6 1188 1187 99  Hexanoic acid, methyl ester 106-70-7 8,42 +31,7¢ 8,57 + 27,32 1,00 + 24,47 1,90 +24,41 0,7C +32,7¢ 0,5¢ + 41,87 )
7 1201 1200 194  1-Butanol, 2-methyl 137-32-6 1,83 + 43,79 052, + 41,51 1,30 + 24,56 1,25 +29,16 0,13 + 28,72 1,90 +14,98 | oo
8 1223 1221 202 2-Hexenal 6728-26-3 N.D. N.D. E 0,06 +22,03 ,060 +29,31 0,14 +31,28 0,03 + 35,10 o
9 1269 1274 197  1-Pentanol 71-41-0 0,05 + 18,59 0,05 + 30,92 050, +£21,88 0,07 + 28,14 0,03 + 20,90 0,09 +21,82 n
10 1280 1279 200  Heptanoic acid, methyl ester 106-73-0 040, + 18,56 0,04 +16,72 0,02 + 29,09 0,03 +19,33 0,02 + 39,28 .N.D (]
11 1350 1348 193 1-Hexanol 111-27-3 3,85 +9,42 3,90 + 8,55 2,85 + 22,74 3,88 + 15,97 3,9€ + 13,77 3,6€ +22,24 -
12 1380 1378 201  Octanoic acid, methyl ester 111-11-5 501 +£1251 0,15 +10,97 0,08 + 30,66 0,12 + 26,60 0,09 + 26,79 N.D. (]
13 1400 1401 188  2-Hexen-1-ol, (2)- 928-94-9 0,01 + 30,66 ,010 +27,14 0,30 + 28,63 0,09 +51,22 0,49 + 36,14 0,13 +7850 | C
14 1450 1454 205  Heptanol 53535-33-4 0,01 +31,14 0,01 +28,93 0,01 + 36,61 0,01 + 26,42 N.D. 0,01 +27,13 @]
15 1454 1451 206  6-Methyl-5-hepten-2-ol 4630 06 2 0,04 4@ 0,05 +27,93 0,04 + 31,64 0,06 + 24,50 0,01 +12,11 0,06 ¥3B9, m
16 1487 1490 207 2-Nonenal, (Z)- 60784-31-8 N.D. N.D. 0,01 10468 0,01 + 29,55 N.D. 0,02 +21,25 ©
17 1563 1563 214 beta Linalool 78-70-6 N.D. N.D. N.D. N.D. DN. 0,00 —
18 1571 1569 198  1-Octanol 111-87-5 0,04 + 23,26 0,04 + 20,10 0,01 + 25,34 0,01 +29,55 0,01 +17,92 0,02 + 30,43 ..m
19 1661 - Unknown LRI 1661 0,01 + 37,26 0,01 +32,35 0,01 + 24,44 0,01 +21,60 0,01 +29,53 ,010 +17,90 )
20 1672 1671 99 1-Nonanol 143-08-8 N.D. N.D. *- 0,01 + 35,49 010, + 67,33 0,00 +17,87 0,01 + 36,38 o
21 1695 1697 212 (Z,z-Famesene 0,01 + 35,22 0,01 + 36,04 0,01 +21,72 0,00 +27,26 0,00 - 0,02 1372 c
22 1728 1726 213 (Z,E)-Farnesene 26560-14-5 0,07 +24,31 0,07 + 22,45 0,03 + 19,45 ,06 0 +20,00 0,01 +27,31 0,03 + 24,37 [e)
23 1754 1754 214  (E,B)-Farnesene 502-61-4 0,91 + 31,61 0,85 + 32,66 0,25 + 57,76 504 £3049 0,35 + 55,81 0,45 + 27,06 C
24 1756 1758 200 Benzeneacetic acid, methyl ester 100-41 0,45 + 17,64 0,51 + 28,82 0,12 + 24,32 0,24 +22,01 0,06 +B13 0,29 + 26,65
25 1786 1785 215 o-Cadinene 24406-05-1 0,06 + 25,02 0,06 + 24,06 0,03 +57,72 050, + 20,66 0,02 + 56,39 0,05 + 34,08 Sy
26 1792 1793 199  Dodecanoic acid, methyl ester 111-82-0 .D.N 0,00 0,03 + 20,92 0,03 +17,75 0,03 + 37,20 0,04 + 18,96 ™
27 1888 1888 193 a-Patchoulene 560-32-7 0,12 +17,73 0,12 + 16,33 0,07 + 33,15 ,07 0 +16,11 0,03 + 55,07 0,09 + 26,00 a
28 1923 - Unknown LRI 1923 0,23 + 32,99 0,22 + 30,97 0,13 + 51,59 0,11 +9,79 0,07 + 50,94 160, +31,73 —
29 2037 2040 199 Tetradecanoic acid, ethyl ester 122-06- 0,44 + 26,47 0,42 + 27,69 N.D. 0,16 + 30,42 0,04 + 55,88 0,15 452 (]
30 2215 2217 , methyl ester 11Q-39- N.D. N.D. N.D. N.D. 0,04 +32,98 N.D. O
23,9¢€ + 26,5¢ 24,7C + 26,1¢ 7,88 + 28,8¢ 11,4C +27,1¢ 6,7€ + 32,68 10,41 + 27,9€ —n.la
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Dall’analisi dei dati risulta chiaro come il trattento in melaio porti ad un incremento dell’aroma
totale in tutti i cloni analizzati, sia per la bigcsa per la polpa. In particolare I'incremento é
proporzionalmente maggiore per le bucce e raggiliBgéo nelle mele ARS, cui seguono le AICA
(37%) e le BDS (33%). Le polpe invece mostrano iserdto aumento della componente aromatica
per ARS e BDS (44 e 53%, rispettivamente) mentrel@@ICA I'incremento e praticamente nullo
(>4%).

Il clone che presenta I'aroma piu abbondante é3/Ale questo e valido per la componente aromatica
prima e dopo I'arrossamento e per entrambe le chaB&guono ARS ed infine BDS.

La sostanza di gran lunga piu abbondante nelleebaaan terpene, I'(E,EB)-Farnesene (che peraltro
aumenta notevolmente con l'arrossamento), segu#toud estere, il Metile esanoato. L’alcol
maggiormente rilevato nelle bucce risulta essdiean’1-Esanolo.

Per quanto riguarda le polpe la sostanza maggidengesente in ARS e BDS é I'1-esanolo, mentre
per AICA si tratta del Metile esanoato. In questatioe I'(E,E)e-Farnesene, composto molto
abbondante nelle bucce, rappresenta un compostoanin

| dati relativi alla composizione del profilo arotit® sono anche stati raggruppati sulla base
dell'appartenenza dei composti alle diverse clelssniche Tabelle 4ae 4b). Mentre la buccia risulta
piul ricca in esteri e soprattutto in terpeni, ld§ppamostra maggiori concentrazioni di esteri edlakxd

in esse e anche riscontrabile la presenza di ald#id perd tendono a diminuire nei frutti trattati
melaio. L’aumento dell’aroma totale dopo il tratemo in melaio & dovuto sostanzialmente ad un
incremento di tutte le classi chimiche di compdstiparticolare pero i terpeni e gli alcoli cresodn

misura maggiore rispetto agli esteri, sia nelleceusia nelle polpe.

4a AICA ARS BDS
Prima Dopo Prima Dopo Prima Dopo
Esteri 540,35 645,82 619,94 552,82 362,64 374,75
Alcoli 58,41 107,44 49,35 92,02 36,47 90,69
Terpeni 916,31 132541 467,76 1396,64 854,49 1204,48
Altro 14,89 21,61 10,82 9,64 12,74 19,85
4b AICA ARS BDS
Prima Dopo Prima Dopo Prima Dopo
Esteri 16,00 16,47 1,86 3,98 1,31 2,10
Alcoli 6,55 6,89 5,42 6,61 4,83 7,44
Terpeni 1,17 1,11 0,40 0,63 0,41 0,65
Aldeidi 0,00 0,00 0,07 0,07 0,14 0,06
Altro 0,24 0,23 0,14 0,12 0,07 0,17

Tabella 4: Concentrazione, espressauimg”, delle classi di composti volatili identificati Inerofilo aromatico
di buccia (4a) e polpa (4b) dei tre cloni di melenfirca prima e dopo il trattamento in melaio.
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5.4.3 PCA e raggruppamento delle cultivar

La Principal Component AnalysiPCA) effettuata su tutti i parametri qualitatizisulle classi di
composti aromatici dei frutti, ha mostrato comeeoit 93% della variabilita totale pud essere saiag
tramite i primi tre fattori o Componenti Princip@fCs) [Tabella 5. PC1, PC2 e PC3 rappresentano,
rispettivamente, il 60,48, il 20,45 ed il 12,96%ll@evariabilita totale. LaTabella 10 mostra la
correlazione tra le variabili originali e le primge componenti principali: la PC1l spiega
principalmente gli indici del colore, la consistanzella polpa, i TSS, I'acidita del succo, I'indide
amido ed il contenuto in terpeni ed alcoli; la P§pRega, invece, principalmente il contenuto in reste

ed aldeidi, mentre il peso dei frutti € per lo pzonducibile alla PC3.

PC Radici latenti  Variabilita (%) (\:/l?rﬁﬁ?elxltlit\l/aa
1 6,65 60,48 60,48
2 2,25 20,45 80,93
3 1,43 12,96 93,91
4 0,38 3,50 97,41
5 0,28 2,59 100,00

Tabella 5 Radici latenti e percentuale della variabilitstate i cloni di Annurca spiegata dalle cinque
componenti principali (PCs). Le prime tre PCs sima@rado di descrivere nel complesso oltre il 93étad
variabilita totale.

FATTORI PC1 PC2 PC3
Attributi qualitativi Peso delle componenti
Sovracolore 0,983 0,014 0,165
Colore di fondo 0,988 -0,005 0,060
Peso -0,238 0,566 0,736
Consistenza polpa 0,607 -0,560 -0,453
TSS 0,907 0,414 -0,017
Acidita -0,779 0,270 -0,547
Amido -0,925 0,158 0,096
Terpeni 0,890 -0,143 0,160
Alcoli 0,975 0,210 0,040
Esteri 0,068 0,959 -0,215
Aldeidi -0,504 -0,603 0,516
Cloni e trattamento Punteggio delle componenti
AICA - Prima -0,559 0,394 -1,239
AICA - Dopo 1,217 0,832 -0,648
ARS - Prima -1,104 1,011 0,408
ARS - Dopo 0,513 0,237 1,674
BDS - Prima -0,961 -1,302 0,074
BDS - Dopo 0,894 -1,173 -0,269

Tabella 6. Peso delle componenti per i parametri qualitat®iifrutti e punteggio delle componenti per i ¢ldin
Annurca ricavati dalla PCA.

La Cluster Analysis condotta mediante la tecnitameanssul peso dei componentcdmponent
loading9 separa gli attributi qualitativi in due gruppirbeisibili nel grafico a due dimensioni ottenuto
tramite la metodic&iplot e riportato irFigura 12: il primo, che si distribuisce sui quadranti dstte,
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associa il contenuto in TSS, alcoli, terpeni, cstasiza della polpa e gli indici di colore; il sado,

che si sviluppa nei quadranti di sinistra, assdqgi@so, I'acidita, I'indice di amido ed il contetauin
aldeidi. Sulla base del posizionamento biplot ottenuto con le sole prime due PCs, la PCA mostra
alcune prevedibili relazioni, quali una relaziorpposta tra TSS ed acidita, TSS ed indice d'amido ma
anche tra consistenza della polpa e acidita e wotdgen amido.

Inoltre la Cluster Analisystramite k-meansdei punteggi delle componentiofoponent scorgsha
permesso di evidenziare due raggruppamenti, pinitietlal biplot, basati essenzialmente sulla
similarita trattamento subito dai campioni. Suléstla, associati ai principali indici di maturazatei
frutti (contenuto in TSS, indici di colore e contém in terpeni) si distribuiscono le mele di tutt'e i
cloni in analisi che hanno subito il processo dbsgsamento in melaio, mentre sulla sinistra insiaime

campioni che non hanno subito il trattamento inaieesi posizionano gli indici di amido e I'acidita.

3 T
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Figura 12: Raggruppamento dei campioni di Annurca secorgirametri qualitativi dei frutti (chimico-fisici e
classi di sostanze volatili) determinato tramiteAP§2guita decluster analysigramite k-meandei component
loadingse deicomponent scoresSimboli ed abbreviazioni: -B, prima del trattarreein melaio; -A, dopo il

trattamento in melaio.
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5.5 CONCLUSIONI

| risultati ottenuti in questo studio mostrano ¢henetodica di analisi sviluppata, basata sullaitec

di Micro-Estrazione in Fase Solida SPME abbinataralisi GC-MS é risultata valida e selettiva per
I'identificazione quali-quantitativa della componenvolatile della buccia e della polpa delle mele
Annurca, e ci ha permesso di determinare un elevanoero di composti che contraddistinguono il
complesso profilo aromatico di questi frutti.

Insieme ai dati riguardanti la composizione ardcaatono stati determinati i principali parametri
chimico-fisici che caratterizzano i la qualita ima dei frutti oltre che la colorazione della ldmaccia.
Questa caratterizzazione completa dei frutti éastatlizzata nel tentativo di mettere in evidenza i
cambiamenti cui gli stessi vanno incontro a segditan trattamento in melaio innovativo rispetto a
quello classico, del quale e notevolmente piu bréMe giorni invece dei 50-60 del protocollo
classico).

| nostri dati mostrano che una permanenza relatvaebreve dei frutti all’esposizione diretta dkeso
ne migliora la colorazione e la qualita internanzse perdita di consistenza o raggrinzimento
esprimendone cosi al meglio le peculiari caratiehis.

Inoltre questo tipo di trattamento determina neitiy oltre che variazioni in termini qualitativiyn
sensibile incremento della componente aromaticalteeslo le caratteristiche peculiari che
contraddistinguono questa cultivar e che la rendanica ed apprezzata sul mercato locale ed in
quello nazionale.

L’analisi statistica effettuata, infine, ci ha pesso di mettere in evidenza le relazioni esisteati
parametri qualitativi e quelli aromatici e di raggpare i campioni analizzati sulla base di sindari

trattamento subito.
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6. CARATETRIZZAZIONE DEL PROFILO PROTEICO
DEL LATTE D’ASINA

6.1 INTRODUZIONE
6.1.1 Il latte

Il latte costituisce uno dei maggiori componentil’akmentazione umana per l'elevato valore
nutrizionale e per la possibilita di dar luogo, maete trasformazione, ad una grande varieta di
derivati (yogurt, panna, formaggi etc.).

L'importanza del latte come alimento & dimostratallad funzione che questo svolge come
insostituibile fonte di nutrimento sin dalla naagcima anche in eta adulta costituisce un'importante
fonte di principi nutritivi.

Dal punto di vista chimico-fisico € un sistema raotbmplesso, il cui costituente piu abbondante &
I'acqua €& 88%) nella quale tutti gli altri costituenti so#ano o in soluzione (lattosio, sostanze azotate
a basso peso molecolare, sali minerali e vitamdngsblubili), o in dispersione colloidale (proteiae
taluni fosfati), o sottoforma di emulsione (glicristeroli e vitamine liposolubili). Fra gli zuoet il
lattosio € quello preponderante, mentre il galaites il glucosio sono generalmente presenti in
guantita inferiori.

Il latte inoltre rappresenta una fonte importamissdi vitamine liposolubili (A, D, E) ed idrosolib

(C, B1, B2, B3, B6, B12, acido pantotenico, biotinaido folico), anche se il loro contenuto tende a
diminuire notevolmente durante i processi di lazaae e stoccaggio.

| lipidi sono presenti in media in quantita pari3a#i% in peso e per lo piu sono costituiti da acidi
grassi polinsaturi, caratterizzati da buona digidbe con ridotte attitudini ad elevare i liveli
colesterolo del sangue.

La qualita delle proteine presenti nel latte € melievata, poiché contengono nelle giuste quaetita
nelle giuste proporzioni tutti gli amminoacidi diid’'organismo ha bisogno; in particolare nel latte
sono presenti gli amminoacidi essenziali che I'argao non e capace di sintetizzare e che devono
necessariamente essere assunti tramite I'alimemg@zi

Le proteine del latte vengono usualmente distimtéuie frazioni: la frazione caseinica, una famidiia
fosfoproteine costituita da quattro sotto-classgd, Osp, B €K caseine, e le proteine del siero, ovvero
un insieme molto eterogeneo di proteine, tra Ididgigiu abbondanti sono ka-lattoalbumina e I1§-
lattoglobulina, insieme a lisozima, immunoglobulitegtoferrina e albumina del siero. Le due frarzion
possono essere separate, partendo dal latte arretoego, per precipitazione, a temperatura amhiente
delle caseine a valori di pH coincidenti con ildgounto isoelettrico (pH 4.2 4.6). In generale, le
proteine del latte sono numerose ed eterogeneedoroaeterogeneita € dovuta a polimorfismo
genetico, a fenomeni di “splicing” differenziale a&& modifiche post-traduzionali che determinano
'esistenza di numerose varianti per ogni proteit@, quali si differenziano per sostituzioni
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amminoacidiche, per la mancanza di intere catepédiehe o per il diverso grado di fosforilazione
e/o glicosilazione.

Nelle varie specie il latte presenta la stessa osmjpne qualitativa, mentre i rapporti quantitafra

i vari componenti variano sensibilmenf€abella 1), anche nell’ambito di una stessa specie. Ad
esempio, la composizione del latte materno varigpel@ona a persona e subisce dei cambiamenti
durante il periodo d'allattamento adattandosi akégenze del neonattn media il latte materno e
composto dall’ 1-2% di proteine, dal 3-5% di graskl 6.5-10% di carboidrati e dal 2% di sali,
mentre la parte restante e costituita da acqua. dahposizione differisce sensibilmente da quedla d
latte vaccino, il cui contenuto proteico pud essmmehe quattro volte superiore a quello del latte

umano, mentre il contenuto di vitamine essenziadi pariare da meta fino ad un decimo.

UMANO ASINA VACCA BUFALA RENNA
Estratto Secco Totale ~ 11.7 10 12,5 17.8 31.9
Materia Grassa 3.5 15 3.5 7.5 17.5
Lattosio 7 6.2 4.7 4.7 2.5
Sali 0.2 0.5 0.8 0.8 15
Proteine Totali 0.9 1.8 3.5 4.8 10.4
Caseina 28 45 78 80 80
Sieroproteine 55 55 17 20 20
Azoto non-Proteico 17 - 5 - -

Tabella 1: Composizione quantitativa percentuale del lattee narie specie

D’altra parte, I'elevato consumo di latte vaccinarahte I'infanzia ha evidenziato una sempre
maggiore incidenza di forme allergiche a tale afitoe

Infatti, Tra le allergie alimentari, la piu frequenin eta pediatrica & rappresentata proprio diaitgia
alle proteine del latte vaccino (“cow’s milk prateallergy”, CMPA)?'® con una percentuale di
bambini affetti da CMPA che € compresa fra lo @3&,5%> Questa forma di allergia alimentare
tende a risolversi spontaneamente con la crestatanaggior parte dei neonati affetti da CMA iniaia
tollerare il latte vaccino a partire dal terzo articeta.*® #° Attualmente il problema & di grande
rilevanza anche a causa della progressiva diminezidi neonati allattati al seno e il parallelo
incremento delle produzioni di latte animale pefithentazione infantile.

L’allergia alle proteine del latte vaccino e caasdalla presenza di anticorpi IgE specifici verea 0

piu proteine presenti nel latte, ma il ruolo gi@cda ciascuna proteina nel manifestarsi della oe@zi
allergica non e ancora ben chiaro. Infatti, meatoeine ricerche hanno mostrato che le proteine piu
frequentemente e piu intensamente riconosciutee dgiE sono quelle piu abbondanti nel latfe (
lattoglobulina e caseina), parallelamente studialiergenicita condotti su ampie popolazioni di

pazienti allergici hanno evidenziato come tuttpreteine del latte, comprese quelle presenti dldive
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di tracce (es. lattoferrina, IgG e siero albumirsg@no coinvolte in reazioni di sensibilizzaziéé*"
222,223

In Italia 15-20.000 nuovi bambini I'anno sono difeta CMPA e richiedono una dieta priva di latte
bovino e suoi derivati. Pertanto, un aspetto ingdg del controllo di questa patologia richiede
alimenti alternativi al latte bovino. Nei casi dicertata CMPA si ricorre a formulati a base di so&
preparati ipoallergici, nei quali il latte vacciBaeso meno allergenico attraverso processi teomigi
idrolisi spinta delle proteiné®* #*?% |n questi prodotti tuttavia I'allergenicita risaltidotta ma mai
completamente soppressa. Cio si verifica in quadmtproteine denaturate mediante riscaldamento
possono presentare anche nuovi siti antigenici, aesessibili in seguito a processi di unfolding,
oppure creatisi in seguito a nuove reazioni chimicbn altre molecole presenti negli alimenti (come
la beta-lactoglobulina associata all'alfa-lactoatina nel latt€f”. Inoltre, questi formulati hanno un
costo elevato e una scarsa palatabilitd, nonchbasso quoziente calorico che ne limita I'uso nei
neonati pretermine per i quali & possibile un’altésne dell’'aminoacidemia e del rapporto C&Hl
latte materno (raccolto e conservato in banchdadtel) costituirebbe I'alternativa ideale, ma ialit

la sua disponibilita € molto limitata.

Cio premesso, alcuni studi hanno chiaramente diatmsthe il latte d’asina, l'alimento di origine
animale con le caratteristiche organolettiche paine al latte materno, puo costituire il trattarnten
d’elezione in bambini con allergie alimentari neing mesi di vita, soggetti che spesso non

rispondono ad altre terapie.

6.1.2 Il latte d’asina

Da sempre considerato animale esclusivamente daa sonper questo sottovalutato nelle sue
potenzialita, I'asino negli ultimi decenni e statscoperto e rivalutato, utilizzandolo in molteiétt

di carattere sociale ed economico (onodidatticaiwwrsmo e onoterapia).

Recenti studi clinici hanno chiaramente dimostratime il latte d'asina, grazie all'assenza di
allergenicita in quasi tutti i soggetti affetti @@MPA ed alla sua buona palatabilita, pud costituire
lalimento d’elezione in alternativa al latte vawoj sia per i lattanti, garantendo curve di craescit

analoghe o superiori a quelle ottenute con “laitivfulati®??® 3% 23

sia per soggetti in eta geriatrica
intervenendo nei processi di osteogefiésnella terapia dell’arteriosclerosi, nel recupetegli
infartuati cardiaci, nei casi di senescenza preeavelle diete ipocolesterolemiéfie

L'elevato contenuto di lattosio, oltre a conferingaggiore appetibilitd, contribuisce al corretto
sviluppo della microflora lattica intestinale, mentelevata concentrazione di acidi grassi polinsa

e vitamine conferiscono al latte d’asina un ecotflevalore nutrizionale ed un’alta digeribilita. |l
rapporto calcio-fosforo e la concentrazione azotatalia sono prossimi a quelli umani, mentre |l
contenuto proteico del latte d’asina e inferiopeitto al latte vaccino. La differenza piu rilevant
rispetto al latte bovino consiste soprattutto @giporto tra la frazione di siero proteine e di oase

Nel latte equino le proteine del siero costituiscd35-50% della frazione proteica, mentre nelelat
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vaccino rappresentano solo il 20%. Il latte d’agniaoltre molto ricco in lisozima, una proteind de
siero caratterizzata da elevata proprieta antibbedtein grado di proteggere il neonato da possibil
patologie e che rende questo prodotto meno defeedeél latte di mucca.

Da queste premesse, € chiaro come le potenzigtiripta farmacologiche e nutrizionali del latte
equino Equus caballused Equus asinusPerissodactylf siano oggetto di un sempre maggiore
interesse sia a livello sociale che scientificéatin, sebbene, come accennato, evidenze cliniahad
dimostrato che il latte d’asina e spesso ben titbeda pazienti affetti da CMA, il meccanismo deta
tolleranza, a livello molecolare, resta ancora tarade. Esso € certamente legato alla peculiare
composizione chimica della frazione proteica ddtelad’asina, la cui caratterizzazione pero, a
differenza del latte bovino, e piuttosto limitata.

Le maggiori informazioni riguardano le proteine dalero?*23%23237.2382¥mantre ancora le
conoscenze scientifiche relative alla frazione icész sono piuttosto limitaté®4! 242

In particolare, solo recentemente sono state pedtbliuna caratterizzazione, seppure parziale, della

+-22% e B-casein&”®, mentre

frazione caseinica del latte di giumeftanonché le sequenze i, o
ancora nessuna informazione e attualmente dispembr quanto riguarda le caseine del latte d’asina

(Tabella 2).
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Proteina

M, Calcolato* (Da)

Asina (Acc. N. o gi)

Giumenta (Acc. N. o gi)

a-Lattoalbumina
a- Lattoalbumina
a- Lattoalbumina A
a- Lattoalbumina B

a- Lattoalbumina C

14214.31 (gi 262063)

14216.28 (gi 67418)
14215.29 (gi 125991)
14243.26 (gi 125992)

14241.33 (gi 125992)

[B-Lattoglobulina
[-Lattoglobulina |

- Lattoglobulina | bis
- Lattoglobulina | B
(- Lattoglobulina Il A
[- Lattoglobulina Il B

[3- Lattoglobulina Il D

18524.26 (gi 125913)

18510.28 (gi 125913)
18258.69 (gi 125904)
18222.58 (gi 125904)

18310.71 (gi 125904)

18496.25 (gi 2851437)

18536.32 (gi 72082)

18257.69 (gi 2851599)

Lisozima
Lisozima B

Lisozima A

14631.55 (gi 126613)

14679.64 (gi 126613)

14644.59 (gi 126614)

Siero Albumina
Siero Albumina
Lattoferrina
Lattoferrina (apo)

Lattoferrina (apo)-bis

65596.95 (gi

65717.11 (gi 399672)

75386.43 (gi 6136044)

75244.22 (gi 4388854)

a.,-Caseina *
a.-Caseina |

a.,-Caseina ll

23750.72 (gi 19031195)

23144.87 (gi 15723738)

a.,-Caseina

[B-Caseina

[Caseina variante A

. . 5
[-Caseina variante Al

25512.40 (gi 90111821)

24588.40 (AAG43954)

K-Caseina *
K-Caseina

18842.70 (gi 30316368)

(*) Sequenze dedotte dal cDNA

Dott. Sergio Indelicato
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6.2 SCOPO

L’impiego del latte equino per le sue caratterigtiterapeutiche e cosmetiche é noto fin dall’aftfich

In particolare il latte d’asina nella tradizionepptare veniva utilizzato in sostituzione del latte
materno per quei neonati che non potevano esdat&atildal seno materno e manifestavano allergia
al latte bovino.

Recenti studi clinici hanno evidenziato come nediadi accertata CMPA il latte d’'asina possa
costituire, in termini di tollerabilita clinica, anvalida alternativa. Tali risultati tuttavia sostati
ottenuti essenzialmente partendo da basi meramemiggriche; pertanto il meccanismo di tale
tolleranza, a livello molecolare, seppur certaméegato alla peculiare composizione chimica della
frazione proteica, resta ancora da chiarire.

A differenza del latte bovino la caratterizzaziatedle componenti proteiche e in particolare delle
caseine nel latte degli equidi & piuttosto limitathuno studio sistematico delle componenti prbteic
del latte equino, necessario per una valutaziohkutidizzo di questo prodotto nell'alimentazione
umana o per usi terapeutici, non é stato ancorardgéfto.

Allo scopo di ampliare le conoscenze sui componerdieici principali presenti nel latte d'asina, il
presente parte del mio lavoro di tesi, ha avuto eahiettivo quello di caratterizzare la frazione
proteica, con particolare riferimento alle caseimpeesente in un campione di latte d'asina
commerciale.

Questo studio e stato condotto mediante I'utilizzombinato della cromatografia liquida in fase
inversa (RP-HPLC), la spettrometria di massa (MALMEESI-MSMS), reazioni di digestione

enzimatica e strumenti bioinformatici.
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6.3 MATERIALI E METODI

6.3.1 Separazione della frazione caseinica dalle sierogteine

Il campione di latte studiato e stato inizialmenentrifugato a 3500 giri per 20 min e 4°C, con lo
scopo di eliminare la frazione lipidica. Successieate 5 mL di latte scremato sono stati portatda p
4.6 mediante I'aggiunta di un tampone costituitoadalo acetico al 10% (m/v) e acetato sodico 1N
(2:1, v/v). Il campione é stato lasciato a riposé°@ per circa 10-20 min per consentire la completa
precipitazione della frazione caseinica.

Successivamente il precipitato & stato separata daluzione surnatante (s/n), costituita dalleosie
proteine, mediante centrifugazione a 3500 giri p@rmin a 4°C. La soluzione contenente le siero
proteine & stata quindi conservata tal quale a°€. 24 precipitato, contenente la frazione caseini
stato lavato con acetato sodico 1N a pH 4.6 e naeute centrifugato per separarlo dal s/n. Il residu

cosi ottenuto e stato liofilizzato ed infine consto a — 20°C.

6.3.2  Separazione delle proteine mediante RP-HPLC analite

La separazione dei diversi componenti presentianidzione delle siero proteine e delle
caseine é stata effettuata con un cromatograf@W&010 (Sunnyvale, CA, U.S.A.) equipaggiato con
un detector Uv - Varian 9050. | dati sono statiuasitf mediante un PC dotato del software Peak
Simple Il. Le soluzioni proteiche investigate satate preventivamente filtrate con filtri Micro-gpe
caricate su una colonna analitica in fase inverg@ad C4 (0.46 x 25 cm, 300A, i®). La colonna &
stata eluita a 50 °C con un gradiente lineare @lgkate B (CHCN + 0.05% TFA) in A (HO + 0.05%
TFA) dal 35% al 55% in 60 min., con un flusso dnlLl/min. Le frazioni cromatografiche eluenti sono

state monitorate a 224 nm, raccolte manualmeniefie@ singolarmente liofilizzate.

6.3.3 Reazione di defosforilazione della frazione caseta

La reazione di defosforilazione della frazione a@isa e stata condotta sulla miscela di caseine,
solubilizzata in una soluzione di NHCO; (0.4%) a pH 8.5 ad una concentrazione di 1 mg/mL,
addizionando 40 U di enzima fosfatasi alcalinaqeeri mg di proteina. La soluzione € stata inculbata

37°C per 2h e successivamente la reazione e $tetzaba per congelamento a -24°C.

6.3.4  Reazioni di digestione enzimatica

Le frazioni cromatografiche isolate mediante RP-BRinalitica e successivamente liofilizzate, sono
state solubilizzate in bicarbonato d’ammonio 50npi,8.3.
La digestione triptica delle due frazioni cromatdgthe investigate & stata condotta addizionando

un’aliquota di tripsina porcina solubilizzata inchibonato d’ammonio 50mM pH 8.3, secondo un
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rapporto molare enzima/proteina di 1:50. La sologiproteica € stata quindi incubata a 37 °C per 4h;
la reazione e stata bloccata per congelamento°€-24

La digestione enzimatica con la endoproteinasi Glaulle due frazioni cromatografiche é stata
effettuata addizionando I'endoproteinasi Glu-C,ubdizzata in bicarbonato d’ammonio 50mM pH
8.3, secondo un rapporto in peso enzima/proteiiabfi. La soluzione proteica e stata quindi incabat

a 37 °C per 48h; la reazione e stata bloccatagregatamento a -24°C.

6.3.5 Analisi mediante spettrometria di massa MALDI-TOF

Gli spettri di massa MALDI sono stati acquisiti nette uno spettrometro Voyager DE-PRO
(PerSeptive Biosystems Inc., Framingham, USA) eaggmto con un analizzatore a tempo di volo
(TOF) e un laser ad azoto (337 nm).

Gli spettri delle proteine presenti nelle frazionomatografiche isolate sono stati ottenuti openand
modalita lineare positiva @elayed extration mod#a una media di circa 138ser shotsed acquisiti
nei rangesm/z 1000-10000 e 10000-30000, mentre gli spettri deliecele di peptidi sono stati
ottenuti operando in modalita positivaiam reflectrone delayed extration mod#a una media di circa
150laser shotsed acquisiti netangem/z400-4000.

Ogni soluzione in esame (miscela di peptidi ottepert digestione enzimatica o proteine presentanel
frazione cromatografica isolata) é stata sottopadtano step di micro-desalificazione/concentrazion
su microcolonnine (5 mm) impaccate con una resina Poros 20 R2 ie fasersa preparate
manualmente con puntali GELoader (Eppendorf SdienWestbury, NY).

In dettaglio, un’aliquota da 10 pL di campione isame & stata utilizzata per lo step di micro-
purificazione (desalificazione/concentrazione);cassivamente laicrocolonninaé stata sottoposta
ad uno step di lavaggio con 10 pL di TFA 0.1 %rdohe i peptidi (o le proteine) sono stati eluiilid
microcolonninadirettamente sulla piastrina MALDI utilizzando Qué di soluzione di matrice CHCA
(conc.:10 mg/mL in CECN/0.1%TFA 70/30 (v/v)) nel caso delle miscele dppdi e di matrice SA
(conc.:10 mg/mL in CECN/0.1%TFA 70/30 (v/v)) nel caso delle proteiffé.24? 24

Gli spettri di massa relativi alle miscele di digieenzimatici sono stati analizzati utilizzando il
software m/z (Proteometrics, NY) e calibrati internamente tramitsegnali relativi ai prodotti di
autolisi della tripsina porcina modificatafz842.5 e 2211.1). In assenza dei segnali dellsitap gli
spettri sono stati calibrati esternamente mediasgegnali (n/z837.5, 2313.3 e 2707.4) di una miscela
di digerito triptico dif-Lattoglobulina bovina.

Gli spettri di massa relativi alle proteine presemlle frazioni cromatografiche isolate sono stati
analizzati mediante isoftware Data Explorei(PerSeptive Biosystems Inc., Framingham, USA) e
calibrati esternamente mediante i segnali di unscefa (1:10:10; v:v:v) di citocromo bovino (M
12231 Da), mioglobina di cavallo (M6951.5 Da) e tripsinogeno bovino (2B981 Da) nel ranga/z
10000-30000.
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6.3.6  Analsisi on-line RP-HPLC/n-ESI MSMS

Le analisi RP-HPLC/nESI-MSMS dei digeriti enzimatisono state effettuate utilizzando uno
spettrometro di massa Thermo-Finnigan LTQ, equigdgg@on un analizzatore a trappola lineare, con
sorgente nano-ESI ed accoppiato on-line con unatagnafo liquido (Ultimate 3000, LC Pacckings).
10uL della miscela di digeriti enzimatici sono #tadhiettati in un sistema on-line di
concentrazione/separazione dotato di ympre-colonna di accumulo ed una colonna capillare
d’analisi (180um x 15 cm, 3um, PepMap C18, Therma@).separazione cromatografica & stata
ottenuta flussando la colonna d’analisi per 4 niinab una miscela al 10% del solvente B ¢CN +
0.1% HCOOH) nel solvente A ¢&@ + 0.1% HCOOH) ed in seguito con un gradientealiaedel
solvente B nel solvente A dal 10% al 50% in 35 (fiusso di 2 pL/min).

Gli spettri di massa ESI sono stati acquisiti ¢ff@hdo delle scansioni nell’intervalia/z 350-2000.

La temperatura della sorgente & stata mantenu2® &2 ed il voltaggio del capillare era pari a 1.9
KV. Le sequenze amminoacidiche dei peptidi di E$se sono state ottenute durante I'analisi RP-
HPLC/nESI-MS mediante analisi MS/MS. Le condizidnianalisi per gli esperimenti MS/MS sono:
finestra di isolamento, 2 Da; energia di collisior@malizzata, 35 u.a., coefficiente Q di attivasp
0.250.

Per I'acquisizione e I'analisi dei dati & statdiztiato il softwareExcalibur. L'asse delle masse é stato
calibrato utilizzando una miscela standard compdataaffeina (M194.1 Da), un tetra-peptide Met-
Arg-Phe-Ala (MRFA, M 423.6 Da) ed un polimero denominato Ultramark {821 Da).

6.3.7 Ricerca bioinfromatica

L’identificazione dei componenti proteici presenglle due frazioni cromatografiche investigate e
stata effettuata utilizzando i dati sperimentaieouti dagli spettri MALDI dei digeriti enzimatici.
In particolare, i dati sperimentali sono statiimghti per interrogare la banca dati proteica nriNCB

mediante il server Mascot (http://www.matrixsciespe) in modalita Peptide mass fingerprint

inserendo i seguenti parametri:
- - Enzima: tripsina o Glu-C
- - specie: Other Mammalia;
- - accuratezza della massa monoisotopica: 80 ppm;
- - numero massimo di misscleavage: 2;

- - modificazioni fisse: nessuna;

- possibili modificazioni: ossidazione delle mefimn e ciclizzazione dei residui N-

terminali glutammina e glutammico ad acido piroghamico.
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| dati ottenuti dall'analisi on-line RP-HPLC/nESISMS sono stati utilizzati per la ricerca nella kmanc

dati proteica nrNCBI utilizzando il server Mascatlla modalitaMSMS lon Searchutilizzando i

seguenti parametri:

Enzima: tripsina o Glu-C

specieOther Mammalia

tolleranza del peptide: 100 ppm

tolleranza ioni frammento MS/MS: 0.6 Da

numero massimo di misscleavage: 2;

modificazioni fisse: nessuna;

possibili modificazioni: ossidazione delle metiomie ciclizzazione dei residui N-

terminali glutammina e glutammico ad acido pirogihamico.
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6.4 RISULTATI E DISCUSSIONI

Come riportato nell'introduzione, le informazioritwmlmente disponibili sul profilo proteico deltkat
d’asina sono abbastanza limitgfeabella 2), con particolare riferimento alla frazione casganie cui
conoscenze a livello molecolare sono praticameuite.n

Pertanto, con lo scopo di approfondire le attuafiascenze sulla frazione proteica del latte digasin
un campione di latte commerciale, e stato sott@padtuno step di separazione della frazione siero-
proteica dalla frazione caseinica, per precipitagidelle caseine al loro punto isoelettrico (pH).4.6
Successivamente le due frazioni proteiche sone stetestigate mediante I'utilizzo combinato di
analisi cromatografica, reazioni di digestione eratica e spettrometria di massa.

In Figura 1la e 1bsono riportati gli spettri di massa MALDI-TOF rigtivamente della frazione delle
siero proteine e della frazione caseinica. In déitialo spettro della frazione serickigura 1a)
mostra la presenza di cinque segnali rispettivamenn/z 14215.3, 14540.3, 14632.2, 18223.6 e
18507.6. Sulla base delle informazioni attualmetigponibili sulle siero proteine d’asinaabella 2),

e considerando un errore sperimentale nella detezi@ne delle masse mediante MALDI-TOFdL

Da, il picco principale ri/z 14215.3) potrebbe essere attribuito alkattalbumina (M calcolato
14214.3 Da), i due picchira/z18223.6 e 18507.6 i quali potrebbero essere attiritispettivamente
alle B-lattoglobulina 11B ef-lattoglobulina 1B (M calcolato 18222.6 Da e 18510.3 Da), mentre il
segnale an/z14632.2 e dovuto probabilmente al lisozima @elcolato 14631.5 Da). Il segnalerdz
14540.3, che differisce dal picco detldattalbumina di 324 Da, & probabilmente da attriballa
forma mono-lattosilata di quest'ultima, generatasicausa del leggero trattamento termico di
sterilizzazione al quale é stato sottoposto il danmg prima della commercializzazione. E’ noto itifat
che un trattamento termico (come la pastorizzaziomice la formazione, a seguito della reazione di
Maillard, di specie lattosilate principalmente aica delle due siero proteine piu abbondaati,
lattalbumina é8-lattoglobulin&™.

Lo spettro di massa MALDI-TOF relativo alla frazeoaseinicaKigura 1b), a causa della presenza
di numerosi segnali distribuiti in tutto #ange di massa esplorato, mostra un aspetto ben piu
complesso rispetto a quello delle siero proteineseBdo totalmente assenti in letteratura le
informazioni sulle caseine d’asina, le potenzittilauzioni dei segnali presenti nello spettro digsa
MALDI-TOF sono state effettuate dal confronto coméasi molecolari delle caseine di giumenta
attualmente note.

In particolare, il picco piu intenso dello spettian/z 25530.0 & probabilmente da attribuire gita
caseina (Mdi giumenta calcolato 25512.4 Da). La serie dingdiga minore intensita nel range di
massa 23-24 kDa potrebbero essere dovuti allereaskitipoos; (M, di giumenta calcolato 23750.7
Da e 23144.9 Da). Inoltre due serie di segnalpetittvamente compresi nei range di massa 10-11 e
16-17 kDa, potrebbero essere identificati comenfr@nti di caseine, originatisi per azione degli

enzimi endogeni naturalmente presenti nel latia¢palmente plasmina e chimosirfay 2% 23 254 255
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Tra gli altri, seppure con bassa intensita, lo tspehostra anche la presenza dei segnali delle due
principali proteine della frazione serica-lattalbumina ef3-lattoglobulina) presenti in tale frazione

come micro-contaminanti.

100 14215.3
a-LATTALBUMINA a
90
80
70
2 60
2
% 50 a-LATTALBUMINA + 1 Molecola di Lattosio (324 Da)
S 40 14540.3
30
%L%%%'Q”A B-LATTOGLOBULINA IIB
20 ’ B-LATTOGLOBULINA IB
10 ' 18223.6
. L 18507.6
10000.0 14000.0 18000.0 22000.0 26000.0 30000.0
Mass (m/z)
14214.8
100 LATTALBUMINA b
a- . ) B-CASEINA
% o FRAMMENTI di CASEINE 355300
DOPPIA CARICA B-CASEINA
12771.1
2
2
2
£
8 CASEINE as1
CASEINE as2
—_——
0
10000.0 14000.0 18000.0 22000.0 26000.0 30000.0
Mass (m/z)

Figura 1la e 1b .Spettro di massa MALDI-TOF della frazione serita)(e della frazione caseinica (1b) del latte
d’'asina. Per i diversi segnali presenti negli spstino riportate le potenziali attribuzioni (vedsto)
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6.4.1 Caratterizzazione off-line RP-HPLC/MALDI-TOF MS del la frazione siero-

proteica

In Figura 2 é riportato il profilo cromatografico relativo allmiscela delle proteine del siero del
campione di latte analizzato.

Le cinque frazioni cromatografiche principali, deminate con le lettere A, B, C, D ed E, sono state
raccolte manualmente e successivamente caratterizd&line mediante spettrometria di massa
MALDI-TOF.

100
90 —
80 —
70 —
60 —

50

ABS 224 nm (%)

40 )

30

20

10 _J

Time (min)

Figura 2 . Profilo HPLC-UV della frazione serica del latteadina. Le cinque frazioni principali, denominate
con le lettere da A a E, sono state raccolte mamrate e successivamente caratterizzate mediartteospetria
di massa MALDI-TOF.

Gli spettri di massa MALDI-TOF delle frazioni A e @igura 3a e 3k sono molto simili tra loro e
rivelano la presenza della-lattalbumina Tabella 2) accompagnata dalla presenza delle relative
specie mono-A= 324 Da) e di-lattosilataA(= 648 Da), generatesi attraverso la reazione dlidvic,
attivata del leggero trattamento termico di stexdzione al quale é stato sottoposto il campione di

latte prima di essere messo in commercio.

134
Dott. Sergio Indelicato



Dottorato di Ricerca in“Alimentazione e Nutriziobenana” — Triennio 2008 - 2010

100+ 14541.6 a ~8026.6
a-LA+ 1 Molecola di Lattosio (324 Da)
90 1
80 a-Lattalbunina
(a-LA) 14217.Q
701
14865.2
2 607 a-LA+ 2 Molecole di Lattosio
g 501
£
401
30 1
20 1
10 1 J)
0 T T T v 0
10000.0 14000.0 18000.0 22000.0 26000.0 30000.0
Mass (m/z)
100 142145 a-LA 3624.4
901 b
80 7
701
>
2 607
g
£ 50 7
401
301 14539.4  a@-LA+ 1 Lattosio
2017
101 J
0 e
10000.0 14000.0 18000.0 22000.0 26000.0 30000.0
Mass (m/z)

Figura 3a e 3b:Spettri di massa MALDI-TOF relativi alle fraziogweomatografiche A e BFig. 2).

In Figura 4 é riportato lo spettro di massa MALDI-TOF delleadione C che presenta come

componente principale Ig3-lattoglobulina tipo 1l variante B come componengincipale,

probabilmente accompagnata anche dalla variant€abe(la 2). Lo spettro mostra inoltre che tale

frazione presenta anche piccole quantita-thttaloumina eluita nella frazione precedente. engli

spettri MALDI-TOF delle frazioni D ed E sono molgimili tra loro igura 5a e 50, presentando

come componenti principali Brlattoglobulina tipo | variante B e le corrispontiespecie mono- e di-

lattosilata. Nella frazione D, infine, lo spettrordassa MALDI-TOF mostra la presenza anche di un

componente minore con MHL1368 Da, il quale potrebbe essere attribuito mdrammento dip-

caseina.
100 18221.2 . 8138.4
B-Lattoglobulina Il B
901
801
70
> 607
‘0
S 504 B-Lattoglobulina Il D
< ,18304.9
< 40
301
a-LA
201 14217.8
101 /J
0 T v T 7 T T 0
10000.0 14000.0 18000.0 22000.0 26000.0 30000.0
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Figura 4: Spettro di massa MALDI-TOF relativo alla frazioor@matografica C (Fig. 2).
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Figura 5a e 5b .Spettri di massa MALDI-TOF relativi alle frazioseomatografiche DHa) ed E(5b) (Fig. 2).

6.4.2 Caratterizzazione della frazione caseinica

In Figura 6 € riportato il cromatogramma relativo alla sep@nma della miscela delle caseine del

campione di latte analizzato.

ABS 224 nm (0/0)
ACN (%)

Time (min)

Figura 6: Profilo HPLC-UV della frazione caseinica del latfasina. Sono state raccolte due frazioni priricipa
denominate con le lettere A e B e successivamartterizzate mediante l'utilizzo combinato di rieak di
digestione enzimatica, spettrometria di massauengtnti bioinformatica

Le due principali frazioni cromatografiche, denoatgrispettivamente con le lettere A e B, sonestat
raccolte manualmente e caratterizzate successivan@filine mediante spettrometria di massa
MALDI-TOF.
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In Figura 7a, lo spettro di massa MALDI-TOF relativo alla frame cromatografica A, acquisito nel
range di massa tra 18 e 30 kDa, mostra la presdéngaattro componenti rispettivamentendz
23668.1, 23794.3, 242879 e 24412.0, mentre lotrepati massa MALDI-TOF del picco
cromatografico BKigura 7b), acquisito nel nel range di massa tra 10 e 3Q kidestra la presenza di
due componenti rispettivamentardz25530.2 e 24584.8, e dei relativi segnali a dogpiaca (n/z
12765.4 €12291.8).

La potenziale identificazione di componenti pratpiesenti nelle frazioni analizzate é stata effet
confrontando i pesi molecolari ottenuti sperimemtite con i pesi molecolari teorici delle sequenze
proteiche note del latte di giumenigabella 2). Cosicché, considerando anche l'ordine di elumieid
componenti presenti nel picco A potrebbero esshratificati con le caseine di tipa;, mentre i due
componenti che eluiscono nel picco B potrebbereresslentificati con dug-caseine.

Pertanto, con lo scopo di verificare tali ipotesiamseguentemente effettuare una caratterizzazione
livello molecolare dei componenti proteici presemelle frazioni cromatografiche isolate,
quest'ultime sono state sottoposte a reazionegdistione enzimatica, analisi MALDI-TOF MS, RP-
HPLC/nESI MS/MS e ricerca nelle banche dati prateic

244120
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Figura 7a e 7b:Spettri di massa MALDI-TOF relativi alle frazioseomatografiche A e BHig. 6).

6.4.3  Caratterizzazione della frazione cromatografica A

Come accennato, la frazione cromatografica A mdstreo-eluizione di quattro componenti aventi
rispettivamente M23668.1, 23794.3, 24287.9 e 24412.0 Pay\ra 7a) i quali potrebbero essere

identificati come caseine di tipQ,.
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Al fine verificare tale ipotesi la frazione cromgtafica in esame é stata isolata mediante
cromatografia su fase inversa utilizzando una cwoanalitica; nonostante i diversi tentativi di
modifica del gradiente di eluizione, non é stategiuile ottenere la completa risoluzione dei singol
componenti proteici da caratterizzare, e pertaaitftazione é stata sottoposta tal quale a dioraz
di digestione enzimatica con tripsina porcina. Lesasla di peptidi triptici cosi ottenuta, & stata
successivamente caratterizzata mediante MALDI-TCH-eMticerca nelle banche dati proteiche.

In Figura 8 e riportato lo spettro di massa MALDI-TOF relatigbdigerito triptico di tale frazione. |
segnali presenti nello spettro sono stati utilizzsr interrogare la banca dati proteica nrNCBI
mediante ilserverMascot, ed hanno permesso di identificare dueamtrdi caseinais; di giumenta
rispettivamente costituite da 193 (43144.9 Da; general index|15723738) e 197 ammidiofd,
23750.7 Da; gi|19031195Figura 9).
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1841.0 Leu!82-Trp1o7
2500
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2 1500
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; Gln42-Lys 47
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1675.9 2461.3
500 Metox
1691.9(, lle®-Arg 10t
. 1585.9 2042.1
0 : " : :
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Figura 8: Spettro di massa MALDI-TOF del digerito tripticelth frazione cromatografica Aig. 6).

ﬂlflei'IX} i

licievers Mascot Search Results

Databkbase : NCBInr 20060518 (3647739 seguences: 1254308733 residues)
Taxonomy : Other mammalia (106562 secuences)

Timestamp : 26 May 2006 at 10:22:04 GMT

Top Score : 63 for gi|15723738, alphaSl-casein [Equus caballus]

Probability Based Mowse Score

Protein score is -10*Log(P). where P is the probability that the observed match is a random event.
Protein scores greater than 63 are significant (p<0.05).

Number of Hits

30 a0 50 (2]
Probability Based Mowse Score

Concise Protein Summary Report

Concise Protein Summary v Help

Significance threshold p< 0.05 Max. number of hits |20

I Re-Search All ] [ Search Unmatched

1. Score: 63 Expect: 0. Queries matched: 10

Score: &2 Expect: 0.083 Queries matched: 10

Figura 9: Report relativo alla ricerca nel database nrNCidteiato mediante il server Mascot, utilizzando i
segnali presenti nello spettro di massa MALBIg( 8) del digerito triptico della frazione cromatograiA Fig
6).
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La variante a piu elevato peso molecolare differida quella a minore peso per una sostituzione
puntiforme Pra- Leu in posizione 2, per I'assenza del tratto dusega DTSNESTE dopo la lisina in
posizione 55, per la presenza di un residuo daghatina in posizione 83 e per la presenza del tratto
di sequenza EQLIRMKENSQ dopo la glutammina in posie 117. L'identificazione e stata
effettuata attraverso dieci segnali che corrispanda frammenti triptici Tabelle 3 e 4 di porzioni
comuni alle due varianti dis;. In dettaglio, i segnali a/z786.4, 1299.8, 1675.9, 1832.0, 1841.0,
1845.0 e 2042.1 corrispondono rispettivamente &l'Miei frammenti triptici GIff-Lys*’, GIr**
Lys™, GIL-Arg™®, GIUP-Arg'® Lys?’-Arg*, Leu®2Trp'®" ed 11€°-Arg™® (Tabella 3, numerazione
riferita alla sequenza deaik; di giumenta gi|19031195); il segnalen@z 769.4 corrisponde al
frammento Glff-Lys*’ con I'N-terminale sottoforma di acido piroglutanwmj mentre i segnali a/z
1691.9 e 1848.0 corrispondono rispettivamente ainfnenti GI&-Arg'®* e GIF°-Arg'® con una

metionina ossidata.

Frammento  Posizior MH"* MH+ Sequenza di riferimento ( NCBI gj19031195)
e monoisotopic MALDI
0 -MS
T1 1-3 400.2 - RPK
T2 4-7 522.: - LPHR
T3 8-1¢ 1456.° - QPEIIQNEQDSF
T4 20-21 276.2 - EK
T5 22-24 359.2 - VLK
T6 25-26 304.2 - ER
T7 27-27 147.1 - K
T8 28-41 1712.¢ 1712.¢ FPSFALEYINELNR
T(7+8) 27-41 1840.¢ 1841.(
T9 42-43 303.2 - QR
T10 44-47 502.: - ELLK
T(9+10 42-47 786.5 786.4
T11 48-49 276.2 - EK
T12 50-51 275.2 - QK
T(9+10+11+1 42-51 1299.7 1299.7
2)
T13 52-55 528.2 - DEHK
T14 56-84 3282.! - EYLIEDPEQQESSSTSS SEEVVPINTEC
T15 85-85 175.1 - R
T16 86-88 385.2 - IPR
T17 89-101 1675.¢ 1675.¢ EDMLYQHTLEQLR
T(16+17 86-101 2042.( 2042.:
T18 102102 175.1 - R
T(17+18 89-102 1831.¢ 1832.(
T19 103-105 347.2 - LSK
T20 106122 2066. - YNQLQLQAIHAQEQLIR
T21 123124 2781 - MK
T22 125129 633.2 - ENSQF
T23 13(¢-133 531.: - KPMR
T24 134181 5734." - VVNQEQAYFYLEPFQP SYQLDVYP YAAWFHPAQIMQHVAYSP Ft
DTAK
T25 182-19C 990.t - LIASENSEK
T26 191197 8734 - TDIIPEW
T(25+26 182197 1844.¢ 1845.C

Tabella 3: Frammenti triptici e relativi MH+, monoisotopicalcolati e sperimentali, relativi alla caseirsl di
giumenta ( NCBI gi|19031195), presa come sequenzafadimento. In grassetto € riportata la sequenza
identificata mediante MALDI-MS.
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Frammenti Posizione MH+ MH+ Sequenza di riferimento ( NCBI g[15723738)
Monoisotopico  MALDI-MS
T1 1-1 175.1 - RPK
T2 2-3 175.1 - LK
T3 4-7 522.3 - LPHR
T4 8-19 1456.7 - QPEIQNEQDSR
T5 20-21 276.2 - EK
T6 22-24 359.3 - VLK
T7 25-26 304.2 - ER
T8 27-27 147.1 - K
T9 28-41 1712.8 1712.9 FPSFALEYINELNR
T(8+9) 27-41 1840.9 1841.0
T10 42-43 303.2 - QR
T11 44-47 502.3 - ELLK
T(10+11) 42-47 786.5 786.4
T12 48-49 276.2 - EK
T13 50-51 275.2 - QK
T(10+11+12+13) 42-51 1299.7 1299.7
T14 52-55 528.2 - DEHK
T15 56-91 4017.5 - DTSNESTEEYLIEDPEQQESSSTSSSEEWIEK
T16 92-92 175.1 - R
T17 93-95 385.3 - IPR
T18 96-108 1675.8 16759 EDMLYQHTLEQLR
T(17+18) 93-108 2042.0 2042.1
T19 109-109 175.1 - R
T(18+19) 89-102 1831.9 1832.0
T20 110-112 347.2 - LSK
T21 113-125 1582.8 - YNQLQLQAIHAQR
T22 126-129 531.3 - KPMR
T23 130-177 5734.7 - VVNQEQAYFYLEPFQPSYQLDVYPYAAWRAQIMQHVAYSPFHDTAK
T24 178-186 990.5 - LIASENSEK
T25 187-193 873.4 - TDIIPEW
T(24+25) 178-193 1844.9 1845.0

Tabella 4: Frammenti triptici e relativi MH+, monoisotopicalcolati e sperimentali, relativi alla caseimsl di

giumenta (dil5723738), presa come riferimento. In grassettip@rtata la sequenza identificata mediante
MALDI-MS.

Complessivamente, i risultati ottenuti mediante MDMITOF MS e ricerca in banca dati hanno
permesso di identificare i componenti presentianéiazione investigata con caseine d’asina di tipo
osy, le cui sequenze sono attualmente sconosciutal proposito, bisogna evidenziare che, pur non
essendo presenti nelle banche dati sequenze dineas@partenenti alla specie asinina, tale
identificazione € resa possibile dall'elevata sami& di sequenza esistente con le omologhe pmotein
del latte di giumenta presenti nei databasess§-species proteins identificatjpin conseguenza alla
appartenenza allo stesso ordine tassonomico deawmingali Perissodactyla D’altra parte, gli altri
segnali presenti nello spettro di massa MALDI-TOFRireasti nhon assegnati sono probabilmente
dovuti a frammenti triptici, contententi delle sastioni amminoacidiche rispetto alle sequenze di
caseineas; di giumenta, e che di conseguenza non possonoeesdentificati sulla sola base
dell’'approccio depeptide mass fingerprint (PMF)

Pertanto allo scopo di caratterizzare ulteriori zommi di sequenza ed identificare le possibili
sostituzioni amminoacidiche presenti nelle caseineali asina, la miscela di peptidi triptici & stata
sottoposta ad analisi on-line RP-HPLC/nESI MS/MS.

L’insieme dei dati ottenuti mediante I'analisi and RP-HPLC/nESI MS/MS, oltre che confermare i
risultati ottenuti mediante I'approcciBMF ha permesso di caratterizzare la sequenza deidpept
responsabile del segnale piu intensm/a 2092.2 presente nello spettro di massa MALDI-TOF e
rimasto non identificatoHigura 9). In dettaglio, dall'interpretazione dei segnakgenti nello spettro
MS/MS (Figura 10) dello ione molecolare a doppia caricen&z 1047.16 (M 2091.10) di tale peptide,
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e stato possibile ricavare la sequenza YNQLQLQANERLIR, che corrisponde alla sequenza del

frammento triptico teorico TY1>-Arg'?* presente nella variante di caseiadi giumenta a pi alto

peso molecolareT@bella 3, gi|19031195) a meno di una sostituzione aminaaidyr— His™.
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Figura 10: Spettro ESI MSMS dello ione molecolare a doppidceam/z 1047.16 (M 2091.1) relativo al
peptide triptico TY¥**-Arg*?? dellaos; caseina contenente la monosostituzione-Thtis™> .

Inoltre, l'interpretazione dello spettro MS/MBigura 11) dello ione molecolare a doppia caricen&
805.0 (M 1608.0) ha permesso di individuare la presenzaurli peptide la cui sequenza
(YNQLQLQAIYAQR) corrisponde alla sequenza del frapmto triptico teorico Tyr*Arg'®
presente nella seconda variante di caseipai giumenta Tabella 4, gi|15723738) a meno di una
sostituzione aminoacidica, TyrHis'*
La caratterizzazione dei due frammenti sopra aiatienzia che, almeno due dei quattro componenti
presenti nella frazione cromatografica in esamesgmtano nella porzione centrale della loro sequenz
amminoacidica, la stessa differenza che caratterlezdue varianti proteiche di caseing di
giumenta, ovvero I'assenza, in una delle due pretdel tratto EQLIRMKENSQ.
Successivamente, con lo scopo di ottenere infownaaddizionali sulla sequenza delle caseineli
asina, un'aliquota della frazione cromatograficé Atata sottoposta a digestione enzimatica con Glu-
C. La miscela di frammenti enzimatici cosi ottenétatata successivamente caratterizzata mediante
MALDI-TOF MS e analisi on-line RP-HPLC/nESI MS/MS.

Tale approccio oltre che confermare i risultatieotiti mediante la caratterizzazione del

digerito triptico ha permesso di ottenere ulterinformazioni sulla sequenza delle caseiggl’asina.
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Figura 11: Spettro ESI MS/MS dello ione molecolare a doppiacam/z804.99 (M 1607.98)

Complessivamente, l'insieme dei risultati ottenséippur ancora non conclusivi ha permesso di
identificare i quattro componenti presenti nellazfone investigata con caseine d’asina di tipda

Cui sequenza e stata in buona parte caratteripratalendo come riferimento le omologhe proteine
presenti nel latte di giument&igura 12). Tale caratterizzazione ha evidenziato un’elegatalarita

tra le sequenze delle caseined’asina e le corrispondenti omologhe della giuragrivelando inoltre
che almeno due dei quattro componenti presenta rfiedzione cromatografica in esame, presentano
nella porzione centrale della loro sequenza amnuid@a, la stessa differenza che caratterizza é& du
varianti proteiche di caseirma; di giumenta, ovvero l'assenza, in una delle dusgime del tratto
EQLIRMKENSQ e di un residuo di glutammina.

In conclusione, e possibile ipotizzare che la diffeza di 618 Da tra le due caseierispettivamente
con M 23798 e 24416 Da possa essere dovuta a diffemmaleghe a quelle che distinguono le
corrispondenti caseing; di giumenta. D’altra parte il piu elevato peso ewallare delle caseing;
d’asina potrebbe essere imputabile alla presenassiliimente nella porzione N-terminale non
caratterizzata, di un tratto di sequenza amminazgidon codificato nella giumenta. Infine, i due
componenti con M23669 e 24287 Da, il cui peso molecolare differidc129 Da in meno rispetto a
quello dei componenti con M23798 e 24416, potrebbero costituire due ulterarianti, nella cui
sequenza amminoacidica non € presente un resicamddi glutammico (p.m = 129 Da), glutammina

o lisina (p.m = 128 Da).
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0i[19031195 RPKLPRHQPEIIQNEQDSREKVLKERKFPSFALE YINELNRORELLKEKQKDEHK----- 55
0i[15723738 RLKLPHRQPEIIQNEQDSREKVLKERKFPSFALE YINELNRQRELLKEKQKDEHKDTSNE 60

* *k%k * * *k*k * *k*k * kkkkk

gi|19031195 ---EYLIEDP EQQESSSTSSSEEVVPINTEQKRI PREDML YOHTLEQLRRLSKYNOLOLQ 112
gi|15723738 STEEYLIEDP EQQESSSTSSSEEVVPINTE-KRI  PREDML YQHTLEQLRRLSKYNQLQLQ 119

* * *k*k * % * * *kkkkkkkk

0i[19031195 Al HAQEQLIRMKENSQRKPMRVVNQEQAYFYLEPFQPSY QLDVYPYAMMRIMQHVA 172
0i[15723738 Al HAQ----- ------ RKPMRVVNQEQAYFYLEPFQPSY QLDVYPYAAWF HPAQIMQHVA 168

*kkkk kkkk kkkkkkkkkhkkhkkkhkkkk kkhkkkkkk *kkkkkkkkkkkk

0i|19031195 YSPFHDTAKLIASENSEKTDIIPEW 197
0i|15723738 YSPFHDTAKLIASENSEKTDIIPEW 193

* *% *

Figura 12: Allineamento di sequenza delle dugl-caseine di giumenta. In corsivo € riportataidlina che
nelle sequenza disl di asina € sostituita da una tirosina. Gli &sthr si riferiscono agli amminoacidi
coincidenti tra le due sequenze. In blu é sottaliada parte di sequenza caratterizzata mediapgint. In rosso
e sottolineata la parte di sequenza caratterizmatiiante taglio con Glu-C.

6.4.4  Caratterizzazione della frazione cromatografica B

Come riportato precedentemente, I'analisi RP-HPISI/ES della frazione caseinica defosforilata
(Figura 6) mostra la co-eluizione a circa 25 minuti di duemponenti aventi rispettivamente, M
24607 e 25530 Da i quali, sulla base dei tempiuzi®ne e delle loro masse molecolari, potrebbero
essere identificati come caseine di ffho

Al fine di verificare tale ipotesi, la frazione enatografica in esame é stata isolata mediante
cromatografia su fase inversa utilizzando una cwoanalitica Figura 6, picco B. Nonostante i
diversi tentativi di modifica del gradiente di éigine, non & stato possibile ottenere la completa
risoluzione dei singoli componenti proteici da temdzzare Figura 7b). Tale frazione é stata quindi
caratterizzata mediante l'utilizzo combinato del&azione di digestione enzimatica con tripsina
porcina, analisi MALDI-TOF MS e ricerca nelle bapdiati proteiche.

| segnali presenti nello spettro di massa MALBigUra 13), utilizzati per la ricerca nelle banche dati,
hanno permesso di identificare dfiecaseine di giumentaFigura 14, M, 24588.4 Da , Acc. N.
AAG43954; M 25511.4 Da, gi|90111821), le quali differiscor liro per 'assenza nella sequenza
piu corta del tratto ESITHINK dopo il residuo diide glutammico in posizione 27T ébella 5). Tale
risultato oltre che confermare I'ipotesi che i dr@mponenti presenti nella frazione cromatografica
investigata corrispondono R-caseine di asina, evidenzia, analogamente a quaovato per la
frazione relativa alle caseine di tipg, una discreta similarita di sequenza trfd{easeine dei due

animali, appartenenti allo stesso ordine tassormifierissodactyln
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Frammenti Posizione MH+ MH+
Monoisotopico MALDI- Sequenza di riferimento (Beta Caseina di giumentaicc. N. AAG43954 e
MS gi 90111821)

Tl 11 175.1 - R

T2 2-3 276.1 - EK

T3 4-34 3377.5 - EELNVSSETVESLSSNEPDSSSESITHINK
T(1+2+3) 1-34 3790.7 3790.7

4-28* 2712.2 - EELNVSSETVESLSSNEPDSSSEEK

T4 35-36 276.16 - EK

5 37-39 388.2 - LQK

T6 40-41 294.2 - FK

T7 42-48 882.4 HEGQQQR

T(6+7) 40-48 1157.6 1157.6

T8 49-52 532.3 - EVER

T9 53-55 390.2 - QDK

T10 56-58 375.2 - ISR

Ti1 59-105 5227.8 - FVQPQPVVYPYAEPVPYAVVPQSILPLAQPPILPFLQPEIMEVSQAK

T12 106-111 700.4 - ETILPK

T13 112-112 175.1 - R

T14 113-113 147.1 - K

T15 114-119 734.4 734.4  VMPFLK

T16 120-128 1031.5 1031.5 SPIVPFSER

T17 129-140 1368.7 1368.7 QILNPTNGENLR
T18 141-175 3929.1 3929.2 LPVHLIQPFMHQVPQSLLQTLMLPSQPVLSPPQSK
T19 176-189 1594.8 1594.9 VAPFPQPVVPYPQR
T20 190-203 1662.8 - DTPVQAFLLYQDPR
T21 204-226 2337.3 - LGPTGELDPATQPIVAVHNPVIV

Tabella 5 Frammenti triptici e relativi MH monoisotopici calcolati e sperimentali, relatalia B-caseina ed
alla B-casein®’ di giumenta, prese come sequenze di riferimemarassetto & riportata la parte di sequenza
identificata mediante MALDI MS. In grassetto e ¢eosé riportato il tratto do sequenza Glu27-Lys@lificato

dall’lesone 5 ed assente nella sequenza faiseind’

In dettaglio, i segnali an/z 734.4, 1031.5, 1157.6, 1368.7, 1594.9, 3790.7 €.292Figura 13)
corrispondono rispettivamente ai frammenti triphtal*'“Lys'®, Sef?>-Arg'?® Phé%Arg*, GIn'?
Arg® Val'™Arg'® Arg'-Lys* e Led*:-Lys'” (Tabella 4) dellf3-caseina variante A di giumenta,
peraltro comuni anche alla variante a piu basso pesecolare. L'identificazione di tali framment h

permesso di caratterizzare circa il 48% della sezgmdif3-caseina con peso molecolare maggiore.

5000 1 Valt’e-Arg 1%
1594.9
4000
3000 A
2
2
Q
£
2000 1
Sel’m—Arg 128
10315
J Phe“-Arg 4
1000
1157.6 Gl Arg 4 LeuL-Lys 175
1368.7 39292
Valti-Lys 19 1043.6 ro-Q 2884.3 Arg-Lys 3
7344 \ 351.7 J,« 3790.7
o b ¥ | B r . - ‘
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Figura 13: Spettro di massa MALDI-TOF del digerito tripticelth frazione cromatografica B (Fig. 6).
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Al fine di caratterizzare la restante parte di sega e possibilmente individuare le differenze
amminoacidiche tra IB-caseine di asina e quelle della giumenta, noneldifferenze tra le dup-
caseine di asina, la miscela triptica é stata tiya&s mediante RP-HPLC/nESI MSMS.

| risultati preliminari di tale studio hanno perraesallo stato attuale di individuare e carattereda
differenza tra le due sequenze [@icaseine di asina, attraverso lidentificazione uwecgssiva
caratterizzazione mediante MS/MS di due peptigieitvamente con M3376.5 e 2711.2.
L'interpretazione degli spettri MS/MS di tali péfit ha permesso di identificare rispettivamerite i
peptide a M 3376.5 con il tratto di sequenza Glys*
(EELNVSSETVESLSSNEPDSSSEESITHINK) appartenentef&itaseina di giumenta variante A ed
il peptide a 2711.2 con il tratto di sequenza “dlys*® (EELNVSSETVESLSSNEPDSSSEEK)
appartenente al-caseina di giumenta varianté®’AFigura 15a e 15bTabella 5).

La caratterizzazione di tali peptidi permette quiri concludere che la differenza a livello
amminoacidico che distingue le due sequen4&aiiseina d’asina € analoga a quella che distirgue |
due varianti dp-caseina di giumenta, ovvero I'assenza nella prateon minore peso molecolare del

tratto di sequenz&’ESITHINK?*, responsabile della differenza di 923 Da ossertedai pesi
molecolari delle due proteine.

MATRIX J
Seivers Mascot Search Results

Datakase : NCBInr 200B0704 (6680430 seqguences; 2291697606 residnes)
Taxonomy : Other mammalia (165281 seqmences)

Timestamp : 10 Jul 2008 at 07:41:44 GMT

Top Score : 77 for gi|126352665, casein beta [Eguus caballus]

Probability Based Mowse Score

Protein score is -10*Log(P), where P is the probabilitv that the observed match is a random event.

Protein scores greater than 63 are significant (p=<0.03).
=5 3 ° = e ) Concise Protein Summary Report

Concise Protein Summary |+ Help

Significance threshold p< 0.05 Max. mumber of hits AUTO

o

Number of Hits

Re-Search All 1 [ Search Unmatched

26352665 Mass: 26110 Score: 77 Expect: 0.0032 Queries matched: 7
beta [Zguus caballus]

Score: 76 Expect: 0.0032 Qmeries matched: 7

40 2] 3] 0 a0

Score: 53 Expect: 0.27
Probability Based Mowse Score

Queries matched: £
Score: 44 Expect: & Queries matched: ¢
lupus familiaris)

Expect: & Queries matched: ¢

Score: 3% Expect: 22 (Queries matched: ¢

Mass: 7351 Score: 32 Expect: 29 Queries matched: 3
like peptide 1 [Canis familiaris)

Mass: 26112 Score: 37 Expect: 32 Queries matched: £
in [Subalus bubalis]

Figura 14: Report relativo alla ricerca nel database nrNCidteiato mediante il server Mascot, utilizzando i
segnali presenti nello spettro di massa MALDI (Hig) del digerito triptico della frazione cromatafica B.
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Figura 15a e 15b:Spettro ESI MS/MS dello ione a doppia carica m689.84 (Mr3376.54), relativo al
frammento triptico’ EELNVSSETVESLSSNEPDSSSEESITHINKdella beta-caseina) e dello ione a doppia
carica m/z 1356.38 (Mr 2711.19), relativo al fraemto triptico’EELNVSSETVESLSSNEPDSSSEEKdella
beta-caseinab (b).
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6.5 CONCLUSIONI

Nel presente studio, l'utilizzo combinato di tedrecdi separazione cromatografica, reazioni di
digestione enzimatica, metodiche di spettrometrimassa (MALDI-TOF, n-ESI MSMS) e strumenti
bioinformatici ha permesso la caratterizzazione méicipali componenti proteici, con particolare
riferimento alle caseine, presenti in un campioo@merciale di latte d’asina.

In particolare, la caratterizzazion#-line RP-HPLC/MALDI-TOF MS della frazione di siero prate

ha permesso di identificare in modo attendibileimgpali componenti attraverso l'individuazione di
varianti gia note da-lattalbumina, lisozimaB-lattoglobulina IB €3-lattoglobulina 11B.

D’altra parte, una caratterizzazione dettagliatheddue principali frazioni cromatografiche isolate
dalle caseine ha permesso di identificare e detem®j seppure ancora in modo parziale, la sequenza
amminoacidica delle caseine d’asina di tipg e di tipo3. Per la caratterizzazione delle caseine
investigate sono state prese come riferimentodee®e delle corrispondenti caseine di giumenta in
quanto, ad oggi non esistono in banca dati sequiircaseine per I'asina.

Complessivamente, i risultati sin qui ottenuti, hamostrato un’elevata percentuale di similariga tr
le caseine, sia di tipas; che di tipd3, della giumenta e quelle d’asina.

Inoltre, la caratterizzazione, seppur ancora pkezii tali proteine ha evidenziato come nell’aralt
entrambe le classi di caseine, le varianti idam@te nell’asina conservino le stesse differenze
amminoacidiche che distinguono le corrisponderttgine della giumenta, probabilmente in relazione
al fatto che entrambi gli animali appartengono atlsso ordine tassonomicoR#irissodactyla

Le informazioni sin qui ottenute pertanto costitoiso una valida base di partenza per una piu
completa caratterizzazione della sequenza ammidicadielle caseine presenti nel latte d’asina.

In conclusione, linsieme dei risultati ottenuti sta le potenzialita delle metodiche applicate
(spettrometria di massa MALDI-TOF, analisi RP-HPESI-MS e MS/MS e reazioni enzimatiche
complementari) nello studio di miscele proteichenptesse, nonché nella possibile identificazione e
caratterizzazione di nuove varianti proteiche, anebi casi in cui le informazioni in letteraturanei

databasesono molto scarse.
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