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Riassunto. La spettroscopia di Risonanza Magnetica Nuel
pre pit utilizzato nell’analisi degli alimenti. In questo art
analizzando con la tecnica NMR gli oli di oliva. L’analisi

eare (NMR) & uno strumento molto efficace ed ormai sem-
icolo verranno mostrati i risultati piu significativi ottenuti
NMR al protone consente di avere informazioni sia sui

componenti minoritari di un olio (aldeidi, terpeni, steroli) che sui suoi componenti maggioritari (acidi grassi);
I’analisi NMR al carbonio-13 consente invece di avere informazioni sulle catene grasse ¢ sulla loro distribuzione sul
glicerolo. La spettroscopia NMIR insieme ad una appropriata analisi statistica ha consentito di caratterizzare gli oli
in base alla loro provenienza geografica ed in base alla cultivar ed ha inoltre permesso di studiare I'influenza di al-
cuni fattori agronomici quali altitudine ¢ Pirrigazione sulla loro composizione chimica. Verranno quindi discussi
dei casi studio specifici che mostreranno la potenzialita del protocollo NMR-statistico nell” analisi degli oli.

Abstract: The Nuclear Magnetic Resonance (NMR) spectroscopy is a powerful tool in the food analysis. Here, the most
significant results regarding the NMR olive oils characterization will be shown. The ' NMR spectroscopy gives informa-
tion both on minor components (aldehydes, terpenes, sierols) and major components (fatty acids); on the other hand, the
B¢ NMR spectroscapy gives information on the faity chains and their distribution on the glycerol moiety. The NMR spec-
troscopy together with a suitable statistical analysis allow olive oils 1o be characterized according to their geographical
origin and the cultivar and to study the effect of some agronomical factor on the olive ail chemical composition. In this
paper, some specific case studies will be discussed to show the potentiality of the NMR-statistical methodology in the olive

oil characterization.

Parole chiave: NMR, olio di oliva, Origine geografica, cultivar.

Key words: NMR, Olive oil, Geographical origin, cultivar.

Introduzione

L’olio di oliva & uno degli alimenti “chia-
ve” della dieta mediterranea. Da un punto
di vista chimico puo essere considerato una
sostanza grassa di origine vegetale ottenuta
esclusivamente con mezzi meccanici €
consumata senza raffinazione. Tra i fattori
che possono modificare la composizione di
un olio di oliva ¢ quindi anche le sue carat-
teristiche hanno un ruolo rilevante il fattore
genetico (ovvero la cultivar), il fattore a-
gronomico (pratiche di irrigazione, conci-
mazione ecc.) ed il fattore pedoclimatico
(caratteristiche del suolo e del clima).
L’olio di oliva viene usualmente analiz-
zato tramite metodologie analitiche che

permettono di rilevare la qualita ¢ la genui-
nita del prodotto: queste analisi sono spes-
so riportate come analisi convenzionali in
quanto definite da precise normative co-
munitarie. Oltre a queste analisi conven-
zionali, si ¢ visto che la spettroscopia
NMR ('He 3C NMR), insieme ad un’ap-
propriata analisi statistica multivariata, ha
permesso di studiare approfonditamente gli
oli di oliva ed in particolare di caratterizza-
re gli oli in relazione alla provenienza geo-
grafica (Emanuele M.C, 1998), (Mannina
L, 2001), (D’Imperio M, 2007) focalizzan-
do I’attenzione sui componenti minori, co-
me aldeidi, steroli e terpeni ed in relazione
alla cultivar esaminando la composizione
acidica e la distribuzione degli acidi grassi

La Rivista di Scienza dell’ Alimentazione, numero 3, luglio-settembre 2008, anno 37 1




i

Do Liywrvd vy

sul glicerolo (Mannina L, 1999), (Mannina
L, 2000), (Mannina L, 2003). E stato pos-
sibile infine anche svelare adulterazioni di
olio di oliva con oli di differente origine
(Emanuele M.C, 1998), (Mannina L, 1999).
In questa review viene descritto il proto-
collo NMR-statistico applicato ad oli di
oliva ed i risultati di studi riguardanti la
loro caratterizzazione tramite Risonanza
Magnetica Nucleare.

Materiali e metodi
Preparazione del campione
L’analisi '"H NMR viene effettuata ponen-
do, nel tubo NMR da 5 mm, 20 1L del
campione di olio di oliva e aggiungendo
700 pL di CDCl; e 20 puL di DMSO-ds.
L’analisi °C NMR viene effettuata po-
nendo 100 pL del campione di olio di oliva
nel tubo NMR ¢ aggiungendo 600 pl di
CDCls.
Gli spettri devono essere acquisiti imme-
diatamente dopo la preparazione del cam-
pione per evitare fenomeni degradativi.

Spettri NMR

Gli spettri sono stati registrati su uno spct-
trometro Bruker AVANCE AQS600 che
opera alla frequenza di risonanza protonica
di 600.13 MHz ¢ alla frequenza di risonan-
za del carbonio-13 di 150.9 MHz.

Per gli spettri protonici sono state uti-
lizzate le seguenti condizioni sperimentali:
numero di scansioni 1024, impulso /2 di
circa 8 ps; time domain (TD) 64 K data
points, finestra spettrale di 18.5 ppm

Per gli spettri al 3C vengono invece
utilizzate le seguenti condizioni: numero di
scansioni 512; impulso 7/2 di circa 8.3 us,
time domain (TD) 256 K data points, fine-
stra spettrale 200 ppm, dummy scans (DS)
0. Per il disaccoppiamento del protone
viene utilizzata la sequenza WALZ16. In
entrambi gli spettri la temperatura del cam-
pione nel probe ¢ di 300 K.

Una trattazione piu dettagliata delle con-
dizioni sperimentali ¢ riportata in letteratura

(Mannina L, 2000 ¢ Mannina L. 2001).
L’analisi dello spettro 'H NMR prevede:

_la misura dell’intensita di alcuni segnali
selezionati. Per ottenere una corretta ed
omogenea misura delle intensita dei se-
gnali, & richiesta la correzione della li-
nea di base degli spettri. Questa puo es-
sere oftenuta tramite software matemati-
ci disponibili in ogni spettrometro in
commercio.

- la normalizzazione degli spettri. La nor-
malizzazione viene effettuata rispetto ad
un segnale di riferimento scelto nello
spettro. Nel caso degli spettri protonici
il segnale di riferimento, normalizzato a
1000, & la risonanza a 2.25 ppm dovuta
ai CH, metilenici in a rispetto al car-
bonile). I segnali degli spettri di carbo-
nio vengono invece normalizzati separa-
tamente, ed in particolare:

- i gruppi carbonilici sono normalizzati ri-
spetto alla somma delle intensita dei se-
gnali carbonilici in ogni singolo campio-
ne. Questo valore viene posto pari a 100;

-i gruppi metilici sono normalizzati ri-
spetto alla somma delle intensita dei se-
gnali dei metili terminali. Questo valore
& posto pari a 100.

In Figura 1 sono riportati gli spettri 'H (a)

¢ 3C (b) di un olio extra vergine di oliva.

In Tabella 1 sono riportati i chemical
shift dei segnali che vengono utilizzati per

’analisi statistica e la loro assegnazione.

Le risonanze scelte per la statistica han-
no le scguenti caratteristiche:

a) si trovano in un range spettrale acces-
sibile

b) sono relativi a composti che non ven-
gono coinvolti in processi ossidativi 0
di decomposizione

¢) i segnali mostrano un largo intervallo
di variazione nei diversi campioni

[ importante notare che i 28 segnali scelti

hanno differente potere discriminate a se-

conda dello specifico problema che si vuo-
le studiare.

2 La Rivista di Scienza dell’ Alimentazione, nuriero 3, luglio-settembre 2008, anno 37

Figura I. Spettri 'H (a)|
quenza di risonanza proi
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Tabella 1. Segnali NMR
tistica: (1-10) segnali "\

segnazione chimica.
N  Segnali NMR (
1 173.50
2 173.48
3 173.46
4 173.45
5 173.06
6 173.05
7 14.36
8 14.35
9 14.34
10 14.31
11 9.704
12 9.454
13 8.001
14 4.887
15 4.655
16 4.602
17 4.531
18 3.999 !
19 3.645 |
20 2.746
21 2.710
R 2.251
22 1.620
23 1.245
24 1.198
25 0.978
26 0.917
27 0.844
28 0.640
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Figura 1. Spettri '"H (@) e "C (b) di un olio di oliva effettuati su uno spetirometro che lavoro alla fre-
quenza di risonanza protonica di 600.13 MH:z.

a b

Tabella 1. Segnali NMR 'H e "°C di un campione di olio di oliva che vengono utilizzati per ['analisi sta-
tistica: (1-10) segnali B (11-28) segnali 'H. Viene riportato per ogni segnale il chemical shift e I'as-
segnazione chimica.

N Segnali NMR (ppm) Assegnazione Chimica
1 173.50 Carbonile degli acidi grassi saturi sn 1,3
2 173.48 Carbonile degli acidi eicosenoico e vaccenico sn 1,3
3 173.46 Carbonile dell'acido oleico sn 1,3
4 173.45 Carbonile dell'acido linoleico sn 1,3
5 173.06 Carbonile dell'acido oleico sn 2
6 173.05 Carbonile dell'acido linoleico sn 2
7 14.36 Metile degli acidi grassi palmitico e stearico
8 14.35 Metile dell’acido oleico
9 14.34 Metile dell'acido eicosenoico e vaccenico
10 14.31 Metile dell'acido linoleico
11 9.704 Esanale
12 9.454 Trans 2-esenale
13 8.001 Formaldeide
14 4.887 Terpene 4
15 4.655 Terpene 3
16 4.602 Terpene 2
17 4.531 Terpene 1
18 3.999 Protoni metilenici in a al glicerolo nei digliceridi sn 1,3
19 3.645 Protoni metilenici in o al glicerolo nei digliceridi sn 2
20 2.746 Protoni diallilici dell'acido linolenico
21 2.710 Protoni diallilici dell’acido linoleico
R 2.251 Picco di riferimento dovuto ai protoni metilenici in a rispetto al carbonile
22 1.620 Squalene
23 1.245 Protoni metilenici di tutte le catene sature
24 1.198 Protoni metilenici degli acidi palmitico e stearico
25 0.978 Cere
26 0.917 Metile dell’acido linolenico
27 0.844 Metile dell'acido linoleico
28 0.640 Metile in posizione 18 del B-sitosterolo
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Analisi statistica

I dati vengono inizialmente organizzati in
matrici “brute” nelle quali le righe corri-
spondono ai vari campioni ¢ le colonne
corrispondono alle variabili.

Il protocollo statistico che si applica

sulle intensita dei segnali NMR selezionati
prevede:

4

1. Un’Analisi esplorativa (Box Plot) per

rilevare I’eventuale presenza di dati a-
nomali (outliers).

Nel box plot i dati che hanno un valore
compreso tra il primo e terzo quartile
(Q; e Q3), vengono collocati in un ret-
tangolo. Si calcola la differenza Q;-Q;
e si indica con H. A una distanza Q; +
1,5H e Q; — 1,5H vengono tracciati i
limiti, detti baffi. I dati che cadono al
di fuori dei baffi sono outliers. Si defi-
niscono estremi i dati che cadono oltre
ilimiti Q; +3H e Q,— 3H.

. L’ Analisi della Varianza (ANOVA) sul-

’intensita di tutte le variabili per sele-
zionare le variabili con il maggiore po-
tere discriminante; variabili con p level
(diminuizione dell’indice di ripetibilita
di un risultato) maggiore di 0.05 ¢ con
basso valore di rapporto F (rapporto tra
la variabilita nel gruppo e la variabilita
tra i gruppi) vengono infatti scartate
perché poco discriminanti.

. Analisi delle Componenti Principali

(PCA) elo I’ Analisi di agglomerazione
ad Albero (TCA) entrambe effettuate,
senza alcuna ipotesi a priori, sulle va-
riabili selezionate grazie all’ ANOVA.

La PCA si propone di identificare delle
“direzioni” privilegiate lungo le quali
si concentra la massima informazione.
Il campione pud essere pensato come
un punto a » dimensioni nell’iperspazio
delle variabili. Una rappresentazione
completa del problema richiedercbbe
quindi una visualizzazione in uno spa-
zio con un numero di dimensioni pari

al numero di variabili, ma se si hanno
piu di tre variabili tale rappresentazio-
ne risulterebbe impossibile. La PCA
permette di ottenere nuove variabili a-
stratte, combinazioni lineari delle va-
riabili originarie, dette componenti prin-
cipali (PC) che sono significativamen-
te minori del numero di determinazioni
iniziali, riducendo percio le dimensioni
del problema. Si costruisce cosi una
matrice di dati dalla quale si ottiene il
grafico degli scores, relativi ad ogni
campione o dei loadings, relativi a o-
gni variabile. Ogni campione si trovera
posizionato nel grafico in relazione al
peso delle variabili discriminanti che
lo caratterizzano.

La TCA invece si propone di verificare
la presenza di raggruppamenti, sempre
senza ipotesi a priori, utilizzando 1l
concetto di similarita tra i campioni u-
tilizzando una misura di distanza. Il
grafico che si ottiene prende il nome di
dendrogramma.

. Analisi Discriminante Lineare (LDA)

con le ipotesi a priori suggerite dalla
TCA e/o PCA.

E un’analisi di classificazione ¢ come
tale ha quindi I’obiettivo di costruire
un modello in grado di individuare la
classe di appartenenza di ciascun cam-
pione sulla base di un certo numero di
variabili indipendenti. I metodi di clas-
sificazione richiedono che le classi sia-
no note a priori. L’LDA fa uso di com-
binazioni lineari delle variabili origina-
rie. L’LDA ¢& un metodo statistico mul-
tivariato che permette di determinare
quali variabili discriminano tra due o
pitl gruppi definiti a priori. Il potere di-
scriminate delle variabili viene misura-
to con il valore Lambda di Wilk che
puod assumere valori da 0.00 (massimo
potere discriminante) a 1.00 (nessun
potere discriminante).
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Caratterizzazione Geografica degli oli di
oliva

La Denominazione di Origine Protetta
(DOP) & un marchio di tutela giuridica del-
la denominazione che viene attribuito per
legge a quegli alimenti le cui peculiari ca-
ratteristiche qualitative dipendono essen-
zialmente o esclusivamente dal territorio in
cui sono prodotti. L’ambiente geografico
comprende fattori naturali (clima, suolo,
caratteristiche ambientali, ecc.) e fattori
umani (tecniche di produzione tramandate
nel tempo, artigianalita, ecc.) che nel loro
insieme consentono di ottenere un prodotto
inimitabile al di fuori di una determinata
zona produttiva. Affinché un prodotto sia
DOP, le fasi di produzione, trasformazione
ed elaborazione devono avvenirc in un’a-
rea geografica dclimitata. Nel caso degli
oli di oliva le DOP permettono di identifi-
care alcuni oli extra vergine con i nomi
delle aree geografiche di produzione. Que-
sta certificazione aumenta il valore degli
oli italiani, greci e spagnoli ¢ del resto del

bacino del Mediterraneo, assicurandone
alta qualita e origine definita.

Per valutare le potenzialita della tecnica
NMR nella caratterizzazione geografica
degli oli di oliva, sono stati effettuati di-
versi studi. In questo conteso vengono ri-
portati i risultati pit significativi.

Effetti dell’area geografica e delle culti-
var: il caso degli oli Toscani

Per poter distinguere I’effetto della cultivar
da quello dell’area geografica di prove-
nienza, ¢ stato effettuato uno studio siste-
matico su oli di oliva della Toscana: sono
stati analizzati seguendo il protocollo
NMR-statistico campioni provenienti da
tre Comuni (Lucca, Arezzo e Seggiano).
Gli oli di oliva provenienti da Arezzo ¢
Lucca provenivano alle stesse cultivar,
mentre i campioni di Seggiano erano mo-
novarietali della cultivar Seggianese. I ri-
sultati della TCA sono riportati in Figura 2
in forma di dendrogramma che puo esscre
tagliato a diversi livelli.

Figura 2. TCA di oli di oliva toscani provenienti da diverse aree geografiche: S=Area di Seggiano;
A=Lucca; Ar=Arezzo. Sono riportati i livelli in cui il dendrogramma pud essere tagliato per ottenere i

diversi raggruppamenti.
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Si vede molto chiaramente che tagliando il
dendrogramma ad un alto livello, 1 cam-
pioni di Seggiano, diversi da tutti gli altri
sia per cultivar che per arca geografica, so-
no ben raggruppati tra di loro e separati
dagli altri. Comunque, tagliando il dendo-
gramma ad un secondo livello, anche i due
gruppi di Arezzo ¢ Lucca che differiscono
solo per area geografica sono distinti com-
pletamente. Si pud quindi concludere che
entrambi gli effetti (cultivar e area geogra-
fica) sono presenti e sono additivi. L’effet-
to della cultivar & molto forte e porta quin-

di ad una netta separazione di oli prove-
nienti da cultiva diverse ma anche I’ effetto
pedoclimatico ¢ importate ¢ campioni pro-
venienti da aree geografiche molto vicine
possono essere distinti.

Un ulteriore studio ha riguardato oli di
oliva dell’annata 1998 provenienti da To-
scana, Lazio e una zona del lago di Garda.
Applicando tutto il protocollo statistico, il
risultato finale espresso dalla LDA (Figu-
ra 3) mostra un completo raggruppamento
dei campioni in base all’area geografica di
provenienza.

Figura 3. LDA di oli di oliva toscani, laziali della zona del Lago di Garda.
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1l caso degli oli di oliva della regione Lazio
Il Lazio puo essere diviso in tre aree geo-
grafiche ben definite. La zona nord si puo
individuare con la provincia di Viterbo, la
zona centrale con le province di Roma e
Rieti, mentre la zona sud con quelle di La-
tina ¢ Frosinone. Queste aree sono caratte-
rizzate da condizioni pedoclimatiche diffe-
renti; ad esempio la zona sud del Lazio
presenta un clima molto pit umido delle
altre. Questo studio (D’Imperio M., 2007)

ha previsto lo studio di 72 campioni (11
della zona nord, 41 della zona centro ¢ 20
della zona sud). 1 risultati della PCA, con i
campioni etichettati secondo le tre arce ge-
ografiche, sono mostrati in Figura 4.

Le componenti PC1 ¢ PC2 consentono
una buona separazione delle tre aree geo-
grafiche. La PCI contribuisce maggior-
mente a discriminare i campioni del centro
da quelli del sud, e le variabili pit discri-
minanti in questo caso sono I’acido linole-
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nico, il B sitosterolo, ’acido oleico e lo
squalene. Infatti i campioni del centro del
Lazio hanno un contenuto piu alto di acido
linolenico e B sitosterolo, mentre i cam-
pioni della zona sud sono caratterizzati da
alti valori di acido oleico ¢ squalene. La
PC2 contribuisce invece maggiormente al-
la separazione tra i campioni provenienti
dal nord del Lazio e quelli provenienti dal
centro. Le variabili piu discriminanti in
questo caso sono i terpeni ¢ le cere, che

sono presenti in valori alti nei campioni del
centro, ¢ I’acido linolenico piu alto nei
campioni del nord.

Si puo notare inoltre come il contenuto
di acido oleico diminuisca salendo da sud
verso nord; questo andamento pud essc-
re dovuto a differenti fattori come la pre-
senza di differenti cultivar, ’utilizzo di
pratiche agronomiche diverse o la fre-
quenza di precipitazioni che irrigano i ter-
reni.

Figura 4. PCA di oli di oliva del Lazio: caratterizzazione geografica.
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Caratterizzazione degli oli di oliva in base
all’altitudine

Un interessante aspetto del fattore pedo-
c!imatico ¢ il possibile effetto dell’ altitu-
dine sulla composizione dell’olio di oliva,
Per questo tipo di studio ¢ stato utilizzato
un database contenente campioni della re-
gione Lazio di cui era nota I’altitudine del-
le piante di provenienza. E stata scelta come

altitudine caratterizzante i 400 metri s.l.m.
(s.l.m. = sopra il livello del mare). I risulta-
ti della PCA mostrano chiaramente che i
campioni sono distribuiti in due zone ben
separate, vedi Figura 5.

Sul lato sinistro sono presenti tutti i
campioni provenienti da coltivazioni poste
ad altitudini superiori ai 400 metri ¢ carat-
teristici quindi dei paesaggi collinari, men-
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tre sul lato destro del grafico PCA sono
presenti solamente i campioni provenienti
da pit basse altitudini. La separazione ¢
presente solo lungo la PCI. I terpeni e le
cere, con alti valori nei campioni relativi
alle basse altitudini, ¢ lo squalene, con un
alto valore negli oli di oliva provenienti da
coltivazioni a pil alte quote, sono le varia-

bile che contribuiscono maggiormente alla
separazione dei due gruppi.

Questi risultati sono in accordo con i
precedenti studi sulla capacita di conserva-
zione degli oli di oliva provenienti da col-
tivazioni poste a quote collinari, contenentl
un alto tasso di squalene che ¢ un buon an-
tiossidante.

Figura 5. PCA di oli di oliva del Lazio: caratterizzazione altimetrica.
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Caratterizzazione agronomica. il fattore
irrigazione

E noto come I’itrigazione possa influenza-
re sia la produzione che la qualita di un o-
lio di oliva. Gli effetti della presenza e dei
differenti metodi di irrigazione dell’olivo,
sono stati argomento di molti studi che
hanno spesso portato a risultati controversi.

Per analizzare questo effetto il protocollo
statistico descritto & stato anche utilizzato

su campioni provenienti da coltivazioni ir-
rigate e non irrigate. L’effetto maggiore

dell’irrigazione riguarda l’incremento nel
contenuto di acido oleico e la diminuzione
degli acidi grassi saturi. In Figura 6 & rap-
presentata la PCA relativa questo studio.
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Figura 6. PCA di oli di oliva del Lazio provenienti da olivi irrigati (0) e non irrigati (m):
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Si nota la netta separazione tra gli oli di
oliva ottenuti da coltivazioni irrigate da
quelli provenienti da coltivazioni in cui il
suolo non ¢ stato irrigato. Questa separa-
zione si osserva principalmente sulla PC1
che spiega il 64% della varianza totale. I
campioni provenienti da coltivazioni irri-
gate sono caratterizzati da piu alti valori di
acido oleico e da piu bassi valori di acidi
grassi saturi. Una piu attenta analisi del-
Porigine dei campioni ¢i ha suggerito di
evidenziare una zona nel grafico compresa
tra la linea intera ¢ la linea tratteggiata. Le
coltivazioni da cui si ottengono i campioni
che ricadono entro questa zona del grafico
(campioni della zona di Neroli) sono carat-
terizzate da una particolare condizione del
suolo che risulta infatti argilloso. L’argilla
ha la caratteristica di assorbire I’acqua ¢ di
rilasciarla molto lentamente ed il suolo si
comporta come se fosse irrigato. Questi
campioni possono esscre considerati come
derivanti da coltivazioni irrigate cd infatti

nella mappa PCA si trovano dalla stessa
parte.
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Caratterizzazione in base alla cultivar

Come ¢ stato spiegato nei paragrafi prece-
denti, sia I’effetto geografico che quello
dovuto alle cultivar sono presenti e additivi
nella classificazione degli oli di oliva. La
spettroscopia '>°C NMR ha consentito di ot-
tenere importanti risultati riguardanti la
classificazione degli olio di oliva di diversa
cultivar derivanti dalla stessa area geogra-
fica.

Caratteristiche dello spettro >C NMR

Lo spettro °C NMR di un olio di oliva &
mostrato nella figura 1b, mentre le asse-
gnazioni sono riportate nella Tabella 1. Lo
spettro °C di un campione di olio di oliva
permette di avere informazioni sulla quan-
tita complessiva degli acidi grassi presenti
e soprattutto sulla distribuzione degli acidi
grassi nelle posizioni sn1,3 o sk2 del glice-
rolo. L’analisi della distribuzione della cate-
ne grasse sul glicerolo mostra (Mannina L.,
1999) che negli oli di oliva gli acidi grassi
saturi sono presenti solo in posizione sn 1,3
mentre le catene insature sono piu abbon-

9




danti in posizione sn 2, con I’eccezione del-
I’acido eicosenoico ¢ vaccenico che si tro-
vano prevalentemente in posizione sn 1,3.
Va ricordato che le tecniche di analisi cro-
matografiche forniscono la totale composi-
zione delle catene grasse, ma senza dare al-
cun tipo di informazione sulla loro posizio-
ne sulla catena del glicerolo. Percio la gas-
cromatografia e la spettroscopia "C NMR
possono essere considerati due metodi ana-
litici complementari e non alternativi.

Il caso degli oli monovarietali della regio-
ne Sicilia

Per studiare I’effetto delle cultivar sulla
composizione chimica degli oli di oliva,
sono state scelte piante di quattro cultivar
monovarietali (Nocellara, Biancolilla, Ce-
rasuola e Tonda Iblea) cresciute nella stes-
sa limitata area geografica ovvero la Sicilia
sud occidentale, 1’area intorno a Trapani.
Questa zona ¢ caratterizzata da condizioni
microclimatiche molto omogenee: in que-
sto modo 1'effetto pedoclimatico e geogra-
fico sulla composizione degli acidi grassi
pud considerarsi trascurabile. Sono stati a-
nalizzati, tramite °C NMR al carbonio-13,
60 oli di oliva extra vergine prodotti da
queste coltivazioni. Sono stati considerare
tutti i 77 segnali presenti nello spettro °C
NMR. Queste risonanze, opportunamente

normalizzate, sono state sottoposte ad anali-
si statistiche (ANOVA, TCA, PCA ¢ LDA).
I risultati sono stati anche paragonati con
le analisi convenzionali gas-cromatografi-
che. I risultati della LDA sono mostrati
nella Figura 7. La LDA ¢ stata applicata
ipotizzando come gruppi a priori le quattro
cultivar, La figura 7a mostra la rappresen-
tazione tridimensionale su tre roots, € evi-
dente che la separazione risulta completa
senza alcuna sovrapposizione tra i gruppi.
Scegliendo opportunamente le roots, € pos-
sibile ottenere anche in due dimensioni un
grafico con le stesse informazioni (figura
7b). Per testare la validita del modello, il
metodo & stato applicato a campioni di cui
si conosceva la cultivar, ma che sono stati
inseriti nella statistica come incogniti. In
particolare tre diversi campioni, scelti in
maniera casuale, per ogni cultivar sono stati
tolti dal database e inseriti successivamen-
te, dopo aver ricalcolato il modello, come
incogniti. Ognuno di questi campioni ¢ ri-
caduto all’interno del gruppo di apparte-
nenza. | risultati combinati di spettroscopia
NMR e gas-cromatografia sono risultati in
grande accordo e provano come la compo-
sizione in acidi grassi sia molto utile per
raggruppare, tramite analisi statistica, gli
oli di oliva in base alla cultivar.

Figura 7. LDA di oli di oliva siciliani: a) rappresentazione in 3 roots. b) rappresentazione in 2 roots.
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1l caso dell’Argentina

Recentemente |’interesse per ’olio extra
vergine di oliva prodotto nel bacino del
Mediterraneo, grazie alle sue proprieta nu-
trizionali, si ¢ esteso anche in altri paesi
come Argentina, USA, Messico, Sud Afri-
ca e Giappone. Il problema che spesso si
pone in questi casi ¢ la scelta della giusta
cultivar da poter coltivare in aree cosi dif-
ferenti dal Mediterraneo. Lo scopo dello
studio che viene presentato di seguito era
selczionare la migliore cultivar mediterra-
nea che potesse portare ad un olio di buona
qualita nella regione argentina della Cata-
marca. Questa regione ¢ caratterizzata da
condizioni climatiche secche ¢ alta tempe-
ratura che pud anche raggiungere 1 45°C,
con forti escursioni termiche tra il giorno e
la notte. Il terreno ¢ di tipo arenoso e argil-
loso, vi persiste molta vegetazione sponta-
nea consistente in arbusti e boscaglie. Re-
centemente ¢ stato fatto un tentativo di so-
stituire queste vegetazioni con piante di
olivo. Sono stati quindi sottoposti al proto-
collo NMR-statistico oli di oliva monova-
rietali di alcune cultivar mediterranee pro-
venienti da coltivazioni sperimentali cre-
sciute sia in Italia che in Catamarca per
monitorare gli effetti delle condizioni pe-
doclimatiche sulla composizione chimica
dei prodotti finali. Le cultivar utilizzate
sono state le seguenti:

— Arbequina, molto diffusa in Argentina,
¢ considerata essere identica all’omo-
nima varieta che cresce in Catalogna
(Spagna).

— Frantoio e Leccino, tipiche del centro
Italia.
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— Biancolilla, Cerasuola, Coratina e Pe-
ranzana, tipiche del sud Italia.

— Kalamata, tipica della Grecia e molto
nota per le sue caratteristiche di adat-
tabilita tanto da essere coltivata anche
in Sud Africa.

Gli oli in esame sono dunque della stessa
cultivar cresciute in differenti condizioni
climatiche. Sono stati effettuati spettri
NMR 'H e "*C NMR. Dalla semplice ana-
lisi delle intensita dei segnali nella zona
metilica, & risultato subito evidente che gli
oli di oliva provenienti da coltivazioni con
cultivar mediterranee cresciute in Italia ¢ in
Catamarca avevano differente composizio-
ne in acidi grassi. Gli oli di oliva argentini
presentano, rispetto a quelli italiani, un
maggior contenuto di acidi grassi saturi (in
particolare palmitico e stearico) e di acido
linoleico, ma hanno un minor contenuto di
acido oleico. D’altro canto 1’olio della cul-
tivar Arbequina ¢ di bassa qualita in quan-
to ha un valore estremamente alto di acidi
grassi saturi (linoleico e linolenico) ¢ un
basso contenuto di acido oleico. Per queste
ragioni la cultivar Arbequina non puo esse-
re proposta come specie colonizzatrice nel-
la regione di Catamarca.

Osservando la zona dello spettro di car-
bonio dove risuonano 1 carbonili, si otten-
gono informazioni sulla distribuzione di
questi acidi grassi sulla catena del glicero-
lo. La TCA applicata alle sole sei risonan-
ze relative ai carbonili nello spettro di car-
bonio e alle risonanze protoniche dovute
all’acido linolenico, mostra una buona se-
parazione tra gli oli italiani e quelli argen-
tini (Figura 8).




Figura 8. TCA di oli di oliva prodotti in ltalia e in Argentina.
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Tagliando il grafico al piu alto livello si
ottengono due gruppi: il primo contiene
I’olio della cultivar Arbequina e I'altro i
rimanenti campioni. Tagliando il dendro-
gramma a un secondo livello, si identifica-
no tre gruppi: uno con il solo olio della
cultivar Arbequina, il secondo con gli oli
argentini e ’ultimo con gli oli italiani piu
un unico campione argentino della cultivar
Cerasuola. Questo risultato quindi ha sug-
gerito che la cultivar Cerasuola cresciuta in
Catamarca ha prodotto un olio con la com-
posizione in acidi grassi simile agli oli ita-
liani. La cultivar Cerasuola puod essere
quindi proposta come pianta colonizzatrice
di questa area geografica. '

Conclusioni

L’olio di oliva come ogni alimento ¢ una
matrice complessa le cui caratteristiche di-
pendono da molti fattori quali I’area geo-
grafica di provenienza, la cultivar, i metodi

di produzione, i fattori agronomici ecc. Per
caratterizzare e conoscere una matrice cosi
complessa ¢ necessario utilizzare diverse
analisi sia quelle definite convenzionali
(gas-cromatograﬁche, spettroscopiche €
sensoriali) sia quelle non convenzionali
come la Risonanza Magnetica Nucleare;
infatti nel loro insieme le diverse metodo-
logie servono a fornire ’impronta digitale
del prodotto. Si tratta quindi di analisi im-
portanti, utili e soprattutto complementari..
In questa review sono stati riportati 1 i
sultati piu significativi che abbiamo otte:
nuto analizzando gli oli di oliva con la
spettroscopia NMR. Da un punto di vistd
analitico questa tecnica ha il vantaggio di
non richiedere alcun trattamento del cam
pione, che potrebbe comunque portare a
alterazioni dell’alimento, e di permettere i
un unico esperimento di ottenere informa
zioni sulle diverse classi di composti (acid
grassi, terpeni, aldeide, steroli ecc).
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I dati NMR trattati con una appropriata
analisi statistica permettono di raggruppare
oli della stessa arca geografica dando quin-
di una risposta al problema molto dibattuto
della certificare le DOP. 11 protocollo NMR-
statistico permette inoltre di raggruppare e
di caratterizzare oli della stessa cultivar
permettendo cosi di valorizzare oli mono-
varietali con particolare caratteristiche sa-
lutistiche. Il protocollo ha dato anche delle
riposte interessanti riguardanti 1’influenza
dell’irrigazione e dell’altitudine sulle carat-
teristiche chimiche del prodotto.
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Condizioni di frittura
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Riassunto. L’obiettivo principale di questo lavoro & stato quello di studiare le migliori condizioni di frittura finaliz-
zate a minimizzare il contenuto in acrilammide (AA) e ad ottenere patate fritte con buone caratteristiche qualitative.
| A tal scopo & stato investigato ’effetto di alcune condizieni di processo sul contenuto in AA ed al contempo su alcune
caratteristiche qualitative di bastoncini di patate pre-fritte surgelate (French fries). 1 bastoncini di patate sono stati
fritti ad una temperatura iniziale dell’olio fissata a 180°C, utilizzando due differenti friggitrici, una di tipo domesti-
co ed una da catering, e duc diversi rapporti prodotto/olio. Sono stati effettuati differenti cicli di frittura per tempi
diversi, durante i quali le temperature dell’olio e della superficie delle patate sono state registrate a mezzo di termo-
coppie. Sulle patate fritte sono state effettuate le analisi del contenuto in acqua e olio, colere, consistenza e AA.

L’incremento delle temperature dell’olio e della superficie delle patate & risultato pinn veloce nella friggitrice di
tipo domestico che, per le sue peculiari caratteristiche costruttive, induceva un pit efficiente trasferimento di calore.
1 migliori risultati in termini di minor contenuto in AA e migliore qualith dopo cottura sono stati ottenuti per i ba-
stoncini di patate fritti nella friggitrice con la minore potenza termica per entrambi i rapporti prodotto/olio utilizza-
ti. Tl minor livello di AA registrato & risultato pari a 250 pg/kg, valore che per questo tipo di prodotto pud essere
definito non elevato. I risultati di tale lavoro evidenziano che le caratteristiche costruttive delle friggitrici, influen-
zando la loro reale efficienza termica, costituiscono un fattore chiave nel controllo del contenuto in AA nel prodotto
al pari della quantita di patate utilizzata.

Abstract. The main object of this work was o study the best frying conditions (o minimize the amount of acrylamide (A4)
and to obtain fried potatoes with a good culinary quality of. The effect of processing conditions on the AA content was in-
vestigated together with some quality characteristics of commercially frozen pre-fried French fries, fried at fixed initial
frying temperature (180°C), using two different equipments, a domestic and a catering fryer, and two different potato o oil
ratios. Several batches were fried at different fixed times and for each batch oil and sticks surface lemperatures were ac-
guired by thermocouples. Analysis of water and oil content, color, texture and A4 Jevel were carried out on the final prod-
uct.

The increase of oil and potato surface temperature was faster in fiver that lead fo more efficient heat transfer do (o its
peculiar manufacturing characteristics. Despite the potato quantity used, the best results in terms of the lowest A4 content
and good culinary quality of French fries for both potato to oil ratios were obtained using the fryer with the lowest heating
power. The lowest AA content detected was around 250 ugfkg, that for this type of product could be defined not an extreme
degree. Our findings evidenced that the manufacturing characteristics of the fryer influencing its real heating power is a
key factor in order to control the AA content of the product like as the potato quantity used.

Parolc chiave: Acrilammide, Patate, Frittura, Qualita.
Keywords: Acrylamide, Potatocs, Frying, Quality.

Introduzione possono contenere fino a pin di 2000 ng/ke
Gli alimenti cotti a base di patate come di questo composto tossico (Gokmen et al.,
French fries, chips, patate arrosto o griglia- 2006; Pedreschi et al., 2006).

te rappresentano le categorie di cibi che E generalmente riconosciuto che FAA
incidono maggiormente sul livello di acri- si forma durante la reazione di Maillard a
lammide (AA) assunto. Le French fries partire dai suoi principali precursori, aspa-
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ragina e zuccheri riduttori (Mottram et al.,
2002; Stadler et al., 2002; Becalski et al.,
2003; Rydberg et al., 2003; Yaylayan et
al., 2003).

In particolare, le patate contengono ecle-
vate quantita di zuccheri riduttori ed am-
minoacidi liberi (Williams, 2005), che co-
stituiscono 1 precursori responsabili, nel
corso della reazione di Maillard, della pro-
duzione di aroma, di composti colorati ma
anche di AA (Whitfield, 1992). Le concen-
trazioni di asparagina e zuccheri riduttori
presenti nelle patate crude risultano, infatti,
strettamente corrclate con le quantita di
AA che si formano nel prodotto dopo cot-
tura (Matth3us et al., 2004; De Wilde et al.,
2005; Takada et al., 2005). In particolare
I’asparagina, rispetto agli zuccheri riduttori
¢ presente nelle patate in quantitd molto
piu elevate e per questo viene considerata
il fattore limitante (Amrein et al., 2003).

E piuttosto verosimile che la totale eli-
minazione di AA dai prodotti fritti non puo
cssere ottenuta, dovrebbe dunque essere a-
dottato il criterio ALARA (“as low as rea-
sonably or technically achievable™), ov-
vero cercare di ottenere un livello di tale
composto il pii basso possibile, limita-
tamente alle possibilita (Morales et al.,
2008).

Al fine di contenere la formazione di
AA durante la frittura dovrebbero essere
adottate alcune misure precauzionali, come
ad esempio la selezione di varieta di patate
adeguate. Risulta tuttavia altrettanto im-
portante tenere in considerazione fattori
chiave come tempi e temperature di frittu-
ra, tipologia di friggitrice utilizzata, rap-
porto tra quantita di prodotto e olio e uti-
lizzo di patate fresche o bastoncini pre-
fritti (Friedman, 2003; Grob, 2007).

In particolare tempi e temperature di
frittura risultano fattori chiave nell’influen-
zare il contenuto di AA nelle patate fritte
(Pedreschi ct al.,, 2006; Romani ect al.,
2008) cosi come lo sviluppo di composti

aromatici desiderati. L’utilizzo di basse o0 effetto d
temperature in frittura (inferiori a 160°C) 4 he da altrd
riduce la concentrazione di AA (Pedreschi gmen et ol 2
et al., 2006), ma le caratteristiche culinarie port ot al,, 50(]
del prodor_to come consistenza, colore e Djversi sono ¢
contenuto in olio risultano negativamente riqyrre e/ m
influenzate e di conseguenza ne risente ' AA nelle patal
accettabilitd da parte dei consumatori. E delle nostre o
necessario dunque, durante il processo dicerche in cui vi
cottura, tenere in considerazione allo stess¢ confronto al my
tempo la riduzione di AA ed il manteni- {jyi 5 pa.ramei:i
mento di buoni attributi qualitativi e senso: A A in questa i
riali nel prodotto finito (Zhang and Zhang Scopo del |
2007; Pedreschi, 2007). di studiare le i
Risulta inoltre molto importante consi: finalizzate a o
derare non solo la temp_el'ra'tura cui la frig o crilammide (A
gitrice ¢ impostata all’inizio del processq qualita in cottt
ma anche la reale temperatura raggiunt dunque investig
dall’olio caldo dopo I’immersione delle pa dizioni di proct
tate ¢ durante tutta la durata del processa 5| contempo su
Infatti, nella maggior parte dell_e fnggﬁrlc':i ative di bastod
la temperatura iniziale dell’olio diminui gelate (French
sce, a \-fo‘lte.conmderevolmentp, quan_do 5'temperatura i3
bastoncini di Patgte Yengono\ 1mmersi nefverse friggitrici
bagno. Tale diminuzione pud essere del Hotto/olio
I’ordine di 70-90°C se si utilizzano pataf ’
pre-fritte congelate. Sono spesso necessat
alcuni minuti prima che il bagno d’olio ri Materiali e met
torni alla temperatura iniziale; la lunghezztMateriali e cong
di tale periodo ¢ strettamente dipendenttPer le prove s
dalla quantiti di prodotto immersa nekpre-fritte surgele
I’olio e dall’efficienza termica della friggicm) acquistate i
trice (Fiselier et al., 2006). L’ AA si forméaventi un conte
quando la temperatura dell’olio e della supari a 0.70+1.5 ¢
perficie delle patate raggiungono 120°(ta effettuata usa
circa; cio dimostra che il punto critico dedifferenti fn'ggitj
processo di frittura non & solo rappresenta(friggitrice A) %
to dalla temperatura iniziale dell’olio miF989 (DeLonghi
anche e soprattutto dalle reali temperaturt50/60 Hz, equipg
dell’olio e della superficie del prodotto dutico, un termome
rante I'intera durata del processo (ijkmella temperatura |
et al., 2006; Fiselier et al., 2006). chiuso durantezj
L’effetto dell’input termico (ad es. I’effriggitrice utiliz
fetto combinato di tempo e temperature (Striale, da ristor:
frittura) sulle cinetiche di formazione ELT4+4B (BOIOé
AA ¢ stato studiato da diversi ricercato0/60 Hz, equipa
(Amrein et al., 2006); i risultati dimostranfico, senza cope
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L’utilizzo di basse
\ (inferiori a 160°C)
ne di AA (Pedreschi

che I’effetto di tali parametri ¢ dipendente
anche da altre condizioni di processo (Go-
kmen et al., 2006; Grob et al., 2003; Tau-
ratteristiche culinarie pert et al., 2004; Fiselier and Grob, 2003).
onsistenza, colore € Diversi sono dunque gli studi finalizzati a
Jitano negativamente ridurre e/o minimizzare la formazione di
sguenza ne risente I AA nelle patate fritte. Tuttavia, sulla base
dei consumatori. E delle nostre conoscenze, non esistono ri-

urante il processo di cerche in cui vengono considerati € messi a
iderazione allo stesso confronto al medesimo tempo risultati rela-
li AA ed il manteni- tivi a parametri qualitativi ¢ contenuto in
1ti qualitativi € senso- AA in questa tipologia di prodotto.

to (Zhang and Zhang,  Scopo del nostro lavoro ¢ stato quello
7). di studiare le migliori condizioni di frittura
slto importante consis finalizzate a minimizzare il contenuto in
mperatura cui la frig- acrilammide (AA) e ad ottenere una buona
Il’inizio del processo gualita in cottura di patate fritte. E stato
remperatura 1aggiuntd qynque investigato ’effetto di alcune con-
I’immersione delle pa: 4izioni di processo sul contenuto in AA e
a durata del processo. 5] contempo su alcune caratteristiche quali-
r parte delle friggitriCl ya¢ive di bastoncini di patate pre-fritte sur-
ale dell’olio diminul yojate (French fries), fritte ad una stessa
revolmente, quando | temperatura iniziale dell’olio, con due di-
Vengono immerst nel orse friggitrici e due diversi rapporti pro-
zione pud essere del 4 il

se si utilizzano patate

Sono spesso necessar e

che il bagno d’olio ri- Materiali e metodi

- iniziale; la lunghezzd Materiali e condizioni di frittura
trettamente dipendente Per le prove sono state utilizzate patate
srodotto immersa nel- pre-fritte surgelate in sticks (0,7 x 0,7 x 6/8
za termica della friggi- cm) acquistate in un supermercato locale,
12006). L’AA si formdaventi un contenuto in zuccheri riduttori
ura dell’olio e della su:pari a 0.70+1.5 g kg™ p.f. La frittura & sta-
te raggiungono 120°Cta effettuata usando olio di arachidi e due
che il punto critico del differenti friggitrici: una di tipo domestico
non & solo rappresenta- (friggitrice A) “Easy clean system” Mod.
ra iniziale dell’olio maF989 (DeLonghi, Italy) 1800 W, 230 V,
. dalle reali temperatur¢50/60 Hz, equipaggiata con un cestello sta-
serficie del prodotto dutico, un termometro per la regolazione del-
a del processo (Gokmet la _temperatura ed un coperchio sempre
r et al., 2006). chiuso durante il processo. La seconda
iput termico (ad es. Pef friggitrice utilizzata era di tipo semi-indu-
tempo ¢ temperature dstriale, da ristorazione (friggitrice B), Mod.
stiche di formazione dELT4+4B (Bologna, Italy) 1800 W, 230 V,
to da diversi ricercato! §0/60 Hz, equipaggiata con un cestello sta-
)6); i risultati dimostranttico, senza coperchio. La quantita di olio

inserito all’interno delle friggitrici era di 2
L per la friggitrice A e di 3 L per la friggi-
trice B. In entrambe le friggitrici ¢ stata
impostata una temperatura iniziale dell’o-
lio di 180°C e sono stati utilizzati due di-
versi rapporti di prodotto rispetto al volu-
me dell’olio (1/4 ¢ 1/8 p/v). Sono stati ef-
fettuati diversi cicli di frittura per tempi
differenti in funzione del rapporto prodot-
to/olio utilizzato. Rispettivamente: 4, 7, 10,
13, 16 minuti per il rapporto 1/4 € 3, 4,7,
10, 11 minuti per il rapporto 1/8. Tali tem-
pi sono stati scelti riducendo ¢ prolungan-
do il tempo di cottura ottimale determinato
sulla base di prove preliminari.

Misura della temperatura

La temperatura dell’olio ¢ della superficie
dei bastoncini di patate ¢ stata misurata ¢
costantemente monitorata nel corso di ogni
ciclo a mezzo di un multimetro digitale
(mod. 2700, Keithley, Cleveland, USA) ¢
termocoppie (GG-30-KK, Tersid, Milano,
[taly) immerse nel bagno d’olio e inserite
nei bastoncini di patata (circa 0,1 cm sotto
la superficie). '

Analisi

Dopo ogni ciclo di frittura sui campioni di
patate sono state cffettuate le scguenti de-
terminazioni analitiche:

Umidita. Determinata in triplo per via gra-
vimetrica secondo la metodica AOAC-
925.10 (AOAC, 1990).

Contenuto in olio. Determinato in triplo
mediante metodo Soxhlet (AACC, 1986)
utilizzando per ’estrazione etere di petro-
lio.

Colore. Le misure di colore sono state ef-
fettuate su dieci bastoncini per ogni ciclo
di frittura mediante analisi di immagine.
Le immagini delle French fries sono state
ottenute utilizzando un sistema di acquisi-
zione dell’immagine come descritto da
Mendoza and Aguilera (2004) cui sono sta-
te apportate alcune modificazioni. Le im-
magini dei bastoncini sono state salvate in
formato JPG in un PC. Per il pre-proces-
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samento delle immagini, la loro segmenta-
zione ¢ la quantificazione del colore € stato
utilizzato un algoritmo specifico (MAT-
LAB 6.5, The MathWorks, Inc, USA). Il
colore dei campioni di French fries ¢ stato
espresso in termini di luminosita (L*), in-
dice di rosso (a*) e tinta (h°). I valori di a*
e b* dello spazio di colore CIE L*a*h*
sono stati convertiti in tinta utilizzando il
seguente formalismo: h® = tan' (b*/a*)
(McGuire, 1992).

Consistenza. Misurata a temperatura am-
biente a mezzo di dinamometro Texture
Analyser (TA HDi 500, Stable Micro
Systems, Surrey, UK) ed espressa come
sforzo massimo (Fmax in N) di taglio (ve-

locita di taglio di 10 mm/s; cella di carico

da 50 Kg). Per ogni ciclo di frittura sono
state analizzate 21 French fries.

Contenuto in acrilammide. 1L’AA ¢& stata
determinata scguendo le metodiche riporta-
te da Ahn et al. (2002) e Castle (1993), che
prevedono derivatizzazione del composto
prima dell’analisi al GC/MS.

La quantificazione dell’AA é stata effettua-
ta utilizzando un GC/MS Agilent (GC6900
- MS5378) (Milano, Italy) equipaggiato
con una colonna capillare DB17 (50%
phenil; 50% methylsilicone) Agilent (length
30 m x I.D. 0,25 mm x D.F. 0,25 pm).

Analisi statistica

La significativita statistica dei risultati di
AA & stata testata applicando 1’analisi del-
la varianza (ANOVA) ed il test di confron-
to tra le medie (least significant difference
- LSD) di Fisher ad un livello di significa-
tivita di 0,05. E stato utilizzato il pro-
gramma Statistica per Windows, versione
6.0 (Statsoft Inc., Tulsa, UK).

Risultati
Effetto della frittura sui profili termici e
sulla formazione di AA

In figura 1 ¢ 2 sono riportati i profili termi-
ci della superficie delle patate e del bagno
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d’olio registrati durante i1 cicli di frittura
effettuati rispettivamente nelle friggitrici A
e B utilizzando un rapporto prodotto/olig
pari a 1/4. All’inizio del processo la tempe-
ratura dell’olio & diminuita rapidamente in
entrambe le friggitrici a seguito dell’im-
mersione dei bastoncini di patate congelat]

nell’olio caldo. Col procedere della frittura
la temperatura della superficic delle patate

tendeva ad avvicinarsi a quella dell’olio,
Cio ¢ risultato piu evidente nella friggitrice
A (fig. 1) in cui il profilo termico della su:
perficie delle patate ha superato il punto d
ebollizione dell’acqua piu velocemente di
quanto avvenuto nella B. In defi. itiva nell¢
friggitrice di tipo domestico (A) sono statg
raggiunte maggiori temperature dell’olio ¢
della superficie delle patate piu veloce
mente che nella B, in cui le temperature
dopo un’iniziale diminuzione, hanno ne
cessitato di pili tempo per ritornare a valor
piu elevati.

Valori significamente pit elevati di AA
(tabella 1) sono stati ottenuti agli stess
tempi di cottura, (fatta eccezione che a 1
minuti) nelle patate fritte nella friggitrice A

verse velocita di aumento delle temperatu
re di olio e superficie delle patate raggumu
nelle due friggitrici testate.

Nelle figure 3 ¢ 4 sono mostrati i profil
termici di olio e superficie delle patate ot
tenuti durante la frittura del prodotto in en_

trambe le friggitrici (rispettivamente A (¢

B), ma con un rapporto patate/olio pari
1/8. Come ci si aspettava, utilizzando
minor quantita di prodotto, sono state ra;

giunte in minor tempo in entrambe le fri

gitrici temperature dell’olio e valori di Af,
(tabella 2) piti elevati. Anche in questo ca
so Pincremento delle temperature, si
dell’olio che della superficie delle patate, !
risultato pit veloce nella friggitrice A. P¢
cid che riguarda‘i valori di AA, riportati I
tabella 2, a parita di tempo di frittura '
sono mai state registrate differenze signifi
cative tra le patate fritte nelle due friggitrid

&
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i cicli di frittura
nelle friggitrici A
orto procllottof olio Figura 1. Profili termici dell’olio e della superficie delle patate vilevati durante la frittura effettuata
yrocesso la tempe- con la friggitrice di tipo domestico (4) e con un rapporio prodotto/olio pari a 1/4.
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Tabella 1. Valori di A4 (ug/kg) di French fries fritte nelle due friggitrici (A - B) con un rapporto pro pigyrq 4. Profili term
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“0n un rapporto pro- Figura 4. Profili termici dell’olio e della superficie delle patate rilevati durante la frittura effettuata
con la friggitrice da catering (B) e con un rapporto prodotto/olio pari a 1/8.
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Tabella 2. Valori di A4 (ug/kg) di French fries fritte nelle due friggitrici (A - B) con un rapporto pro-
dotto/olio pari a 1/8 p/v e a diversi tempi di Srittura (min)”.

Acrilammide (pg/kg)
Tempo (min) Friggitrice A Friggitrice B
0 9a 9a
3 80a 78a
4 152 a 129 a
7 300 a 260 a
10 508 a 458 a
1 662 a 582 a

a

Differenti lettere nella stessa riga indicano differenze significative tra i dati (P < 0,05)
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In particolare, le temperature dell’olio e
della superficie delle patate sono risultate
sempre piu elevate, a parita di tempo, nella
friggitrice A che nella B, in particolare fino
ad 11 minuti (660 s) quando si utilizzava
piu prodotto (1/4) e fino a 7 (420 s) minuti
quando se ne utilizzava meno (1/8). Alla
fine del processo, quando il prodotto risul-
tava sovracotto, non sono state riscontrate
sostanziali differenze tra i profili termici
registrati nelle due diverse friggitrici. Tali
risultati sono probabilmente da imputare
alle diverse caratteristiche costruttive e
modalita di utilizzo dei due apparecchi,
nonostante essi avessero una simile poten-
za termica. Infatti, la presenza di un coper-
chio durante il processo di cottura nella
friggitrice A ha sicuramente provocato un
piu efficiente trasferimento di calore ed un
pit veloce incremento delle temperature
dell’olio ¢ delle patate. Tali differenze, tut-
tavia, sono risultate meno evidenti tra le
due friggitrici quando ¢ stato utilizzato un
minor quantitativo di prodotto (1/8); con-
seguentemente sono state registrate minori
e non significative differenze anche tra 1
livelli di AA delle patate fritte nelle due
friggitrici agli stessi tempi di cottura.

Sembra, dunque, che minore ¢ il quanti-
tativo di prodotto utilizzato rispetto al vo-
lume di olio minore ¢ I"incidenza delle ca-
ratteristiche costruttive e di conseguenza
della reale velocita di trasferimento di ca-
lore delle friggitrici che si ripercuote sulle
temperature di olio e prodotto e sulla for-
mazione di AA.

Effetto della frittura sulle caratteristiche
qualitative delle French fries

Per ciascun ciclo di frittura e condizioni
tecnologiche adottate si ¢ cercato di identi-
ficare i tempi di frittura ottimali per un
prodotto tipo French fries ben cotto. Sulla
base di quanto riportato in letteratura e del-
la nostra esperienza sono stati considerati i
range di valori ottimali relativi alle princi-
pali carateristiche qualitative che identifi-
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il scure e rosse all’al accordo con altri ricercatori (Fiselier et
5 di frittura, mostranl> 2006), & possibile affermare che diversi
nei valori di luminosfantitativi di patate in rapporto al volume
| un aumento in quelli del mezzo e differenti friggitrici influenza-
_ 1o le temperature dell’olio e della superfi-
nei parametri di qual!® delle patate durante il processo, e di
stati raggiunti in tenfONS€gUENZa 1 tempi di cottura ottimali per

ottenere un prodotto finito con buone ca-
ratteristiche qualitative.

L’aumento delle temperature dell’olio ¢
della superficie delle patate ¢ risultato mag-
giore durante il processo di frittura nella
friggitrice A come conseguenza delle sue
peculiari caratteristiche costruttive che in-
ducevano un piu efficiente trasferimento di
calore. I migliori risultati in termini di pit
bassi livelli di AA e migliore qualitd in
cottura delle French fries sono stati ottenu-
ti in ogni caso utilizzando la friggitrice con
il minor potere riscaldante (B).

Infatti, anche se & noto che 1 migliori 1i-
sultati si ottengono utilizzando poco pro-
dotto in frittura, da tale lavoro si evince
che le caratteristiche costruttive delle frig-
gitrici e le modalita di utilizzo delle stesse,
influenzando il loro reale potere riscaldan-
te, risultano un fattore chiave, al pari della
quantita di patate utilizzate, per controllare
il contenuto di AA e al contempo ottenere
buone caratteristiche qualitative del pro-
dotto finito.

Per ottenere un buon prodotto fritto con
elevate qualita culinarie in termini di colo-
re, consistenza e contenuto in olio e bassi
livelli di AA, si deve dunque, considerare
sia durante la cottura a livello domestico
che nel settore del catering, non solo la
temperatura iniziale impostata nella friggi-
trice ma le variazioni che questa subisce
dopo I'immersione delle patate nell’olio e
nel corso della cottura. Durante tutto il
processo di frittura la temperatura dell’olio
dovrebbe essere compresa nell’intervallo
tra 140-170°C. Al di sotto di questo inter-
vallo di temperature si otterrebbe un pro-
dotto finito con un contenuto in olio molto
elevato e caratteristiche organolettiche non
soddisfacenti, al di sopra si favorirebbe la
formazione di elevate quantita di acrilam-
mide. I1 profilo termico dell’intero proces-
so deve essere tenuto in considerazione
poiché ¢ noto (Romani et al., 2008) che e-
levati livelli di AA si formano durante la
fase finale della frittura e che le temperatu-
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re dell’olio e della superficie delle patate
raggiunte durante la seconda metd della
frittura e la durata di questa fase del pro-
cesso risultano cruciali per la qualita del
prodotto finito. La risalita della temperatu-
ra del bagno d’olio dipende dalle caratteri-
stiche della friggitrice (dal suo potere ri-
scaldante) e dal rapporto olio/prodotto ol-
tre che dalla temperatura iniziale dell’olio.
Questi parametri sono correlati tra loro e
dunque le condizioni ottimali di frittura non
possono essere determinate considerando
ogni singolo parametro in maniera indipen-
dente. Nel caso di patate pre-fritte, il con-
sumatore o chi le cuoce deve prestare at-
tenzione alle indicazioni sull’etichetta rife-
rite al tempo ed al metodo di cottura. Spes-
so il miglior rapporto olio/prodotto da uti-
lizzare in relazione alla temperatura della
friggitrice ed i tempi di cottura da adottare
non sono specificati. Tali indicazioni sa-
rebbero molto utili se riportate sulla confe-
zione dei prodotti pre-fritti al fine di ridur-
re 1 potenziali livelli di acrilammide.

La regola pratica che dovrebbe sempre
essere applicata durante la frittura ¢ quella
di cercare sempre di evitare un prodotto
sovra-cotto, di colore bruno anziché solo
biondo e appena croccante. In questa ma-
niera si puo essere certi che il contenuto di
acrilammide dei prodotti si manterra basso.
Le autorita nazionali e locali dovrebbero
assumersi la responsabilitd di fornire indi-
cazioni precise ai cittadini. In maniera
molto semplice queste indicazioni potreb-
bero essere riassunte con il suggerimento:
“cercare di avere un prodotto che a fine
cottura sia ancora giallo-dorato e non bru-
no!” Le parti che raggiungono una colora-
zione molto scura andrebbero scartate in
quanto sicuramente con alti livelli di acri-
lammide.
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Formation and redug e
n Maillard reaction: ? robiotici I

the current state ivoluzione della ricerca e della normativa
tev. Food Sci. Nug
Lorenzo Morelli

Istituto di Microbiologia Facolta di Agraria Universita Cattolica del Sacro Cuore

Via Emilia Parmense 84, 29100 Piacenza, Italy :
telefono: +390523509248;;  e-mail: lorenzo.morelli@unicatt.it ;
‘Riassunto: Gli alimenti e gli integratori alimentari contenenti batteri vivi con effetto benefico sul benessere del con- B

‘sumatore, costituiscono un settore rilevante del mercato degli alimenti cosi detti “funzionali”, alimenti cio¢ capaci di
‘apportare al consumatore benefici non legati al contenuto in macro-nutrienti ma a specifici ingredienti “attivi” nel i
‘modulare alcune funzioni fisiologiche. Per i batteri con dimostrata attivita benefica si utilizza il termine” probioti- !
Zco”, definito a livello regolatorio da linee guida FAO/WHO nonché del Ministero della Salute italiano e da non in-
‘tendersi come sinonimo di “fermento lattico”. La recente introduzione della possibilita di utilizzare “indicazioni nu-
trizionali e sulla salute” (nutrition and health claims) da parte del Regolamento CE 1924/2006 comporta la possibili-
ta Ui comunicare al consumatore i reali benefici di questi prodotti, che perd dovranno essere sostenuti da rigorosi i
i’tudi scientifici e clinici per poter ottenere I’approvazione a livelle comunitario. i

Abstract. Foods and food supplements used to deliver viable beneficial bacteria, are a relevant part of the so-called “func-
tional-foods ™ market, foods supposed to exert positive effects on the consumers not related lo macro-nutrients bul due (o
specific “active ingredients”. Bacteria with a proven beneficial traits are named “probiotics”, a term well defined by
FAO/WHO guidelines as well as by the ltalian Department of Health; it is to note that this term is not to be used as syn-
onymous of “lactic acid bacteria”. The recently approved European Union Regulation CE 1924/2006 on nutrition and
health elaims made on food allows food companies to communicate to consumers the beneficial effects of these products,
but these claims have to be approved at the European level and , moreaver, to be supporied by scientific and clinical evi-

dences.

?Zaroie chiave: probiotici, claims salutistici, normativa curopea.
§cy words: probiotics, health claims, curopean rules.

¥

Introduzione fra le varie componenti batteriche di questo
La possibilitd di mantenere in equilibrio la ~ €cosistema, riveste una estrema rilevanza
popolazione batterica intestinale e in que- Per il mantenimento dello stato di salute
o0 modo, ridurre la presenza di batteri pa- ~ dell’'uomo, ad esempio per mantenere atti- | 4
geni o comunque non favorevoli per il VO il meccanismo della resistenza alla co-
enessere fu originalmente suggerita da E.  lonizzazione di batteri patogeni. Risulta
ctchnikoff ai primi del ‘900 in un capito- ~Pertanto essenziale poter mantencre in .
di un libro (1) in cui venivano raccolti ¢ buona cfficienza il microbiota intestinale, I
radotti in inglese alcuni suoi saggi origina-  Vero € proprio organo aggiuntivo del corpo
flamente scritti in francese per I'Istituto da nutrire e mantenere efficiente.

Pasteur, il prestigioso istituto di ricerca Da notare come non esista un consenso

dove operava. scientifico sulla composizione di un mi-

Il microbiota (termine che oggi ha so- crobiota che si possa definire “sano”; si

stituito la vecchia e denominazione “mi- hanno invece molte indicazioni sul ruolo
roflora”) dell’intestino umano ¢ un ecosi- negativo svolto da un’eccessiva presenza

stema formato da una pluralita di nicchie di alcuni gruppi batterici, a cui corrisponde

4 OIOBiC_he che a Joro volta ospitano una una ridotta presenza di altri gruppi batterici.
opolazione batterica formata da oltre I risultati clinici ottenuti da Metchni-

000 specie e da un innumerevole quantita ~ koff furono di forte stimolo all’allora na-

ceppi. Il mantenimento degli equilibri, scente industria lattiero casearia, per inizia-
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re la produzione industriale dello yogurt.

In realtd i ceppi batterici utilizzati per la
produzione industriale dello yogurt non e-
rano quelli utilizzati da Metchnikoff, effi-
caci ma incapaci di produrre un alimento
organoletticamente gradevole, tanto che I’in-
dustria fondata dal Metchnikoff stesso falli
in poco tempo, perché non aveva tenuto
conto che un alimento deve essere prima di
tutto ben accettato dal gusto del consuma-
tore.

E interessante notare, perd, come gia
negli anni *20 del secolo scorso la ricerca
microbiologica avesse dimostrato come i
batteri lattici presenti nell’intestino umano
non fossero gli stessi utilizzati per le pro-
duzioni di latte fermentato e che quindi
fosse piu razionale aggiungere batteri di
origine intestinale (ad es. L.acidophilus) ai
latti fermentati con batteri per produrre un
alimento gradevole ma anche dotate di
proprietd benefiche sul microbiota intesti-
nale.

Il concetto di Metchnikoff si &, nel cor-
so degli anni, evoluto in quello di “probio-
si”, cio¢ di quell’insieme di azioni positive
per la salute svolte da colture batteriche
vive e vitali, generalmente appartenenti ai
generi Lactobacillus e Bifidobacterium, in-
gerite in quantita sufficiente a superare la
barriera gastrica ¢ a insediarsi nel tratto in-
testinale. Qui giunti questi batteri possono
o meno riprodursi, aderire ai tessuti inte-
stinali, interagire con i tessuti stessi, con
gli alimenti ingeriti e con le altre compo-
nenti della microflora intestinale.

E passato csattamente un secolo dalla
pubblicazione del lavoro di Metchnikoff
ma solo negli ultimi venti anni, dopo molto
scetticismo ¢ molti risultati dubbi o di
scarsa qualita, si sono ottenuti dati scienti-
ficamente rilevamenti ¢ metodologicamen-
te ineccepibili, tanto da portare alla produ-
zione di circa venti meta-analisi e alla
pubblicazione di una media di circa due
articoli/ giorno sull’argomento.
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I probiotici inoltre rappresentano un by 1, [ealia il Mi
siness molto importante con un giro di algefinito i probioti
fari che, comprendendo i latti fermentati z;, . <1 0n0 in g
gli integratori, ha raggiunto in Europa Wgdeguate quantit,
2006 1 45,4 miliardi di Euro ed é tuttora ﬁbeneﬁcheper Por
continua ascesa. L’agenzia di marketin quindi impli
Frost & Sullivan ritiene che la possibiliiyacessita di dimos
di utilizzare indicazioni salutistiche circigy ¢ in grado di |
stanziate nell’etichetta dei prodotti alimeig,nsymatore, com
tari contenenti probiotici, dopo I'entrata igeminare 1a dose 1
vigore del Regolamento CE 1924/200fcficio.
aiuti ad incrementare ulteriormente I’intg
resse dei consumatori. Le previsioni riter.
gono che il fatturato complessivo del setWTapeila 1 Schema per
re possa attestarsi nel 2013 a circa 120 mda per la Valutazione-}
liardi di Euro. |

Sembra interessante quindi proporre| SR 1
seguenti tre punti di riflessione sui probift prycesso per 1a 4

1

tici: | prebiotici, alimenti|
- come definirli ;
- come valutarne I’ efficacia | 1. Probiotici: identi
- la nuova regolamentazione europea | SPecte e dfl ceppo -
| Deposito in una Ca
SR | 1.Prebiotici: identi
Definizioni

| identificazione dei |
Il termine probiotico nacque circa 50 anj
fa ad indicare “sostanze che javoriscono|
sviluppo batterico”, all’opposto degli ant’
biotici (2).

Ben presto al termine “sostanze” si s e
stituiscono “‘i microrganismi capaci di Ji Z-Cal‘atten.zzazma_

. . e ) modello animale.
vorire la salute riequilibrando i rappol
fra i vari gruppi batterici presenti nell’l |
testino” e quindi si arriva ad una “stabill
zazione” della definizione, in cui i pul
chiave sono la quantita dei batteri da sof
ministrare, la loro vitalita (non si possol
chiamare probiotici dei batteri morti) e
capacita di conferire un misurabile effef
benefico.

Da sottolineare come, a differenza
quanto comunemente si crede e si scrify
nella definizione FAO/WHO di “probithy o e ionsiibas
co” non si fa.l cenno .all.’onglr.la umana G i 4;; dua:re e,
ceppo batterico; anzi si precisa che,e 1 Eolusato, Alcuni
zione svolta che ¢ importante e non I"oflgy po 5 Tialiowad

ne (2). ichetta nomi per la

4. Dimostrazione di
efficacia (preferibi
in doppio cieco e co

a precisa collocazi
N aspetto margin




