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Premessa

Durante il triennio del dottorato di ricerca in Scienze Chimiche,
presso I’Universita degli Studi di Messina, I’interesse e stato quello
di individuare delle tecniche di valorizzazione di alcune tipologie
di biomasse inquinanti, caratterizzate, tuttavia, da un elevato
potenziale energetico. Partendo da tali presupposti, quindi, si €
scelto di articolare il testo inserendo una parte introduttiva relativa
alla definizione di rifiuti e di economia circolare, seguita da un
secondo capitolo dedicato alla descrizione delle varie tipologie di
scarti provenienti dalle filiere produttive con particolare
riferimento  agli  scarti  della  filiera  agroalimentare.
Successivamente, e stato inserito un quinto capitolo dedicato allo
scopo del lavoro. Dal sesto capitolo si passa alla parte sperimentale
della seguente tesi di Dottorato, focalizzata sulla valorizzazione di
prodotti di scarto. Tutti i risultati ottenuti sono successivamente

stati oggetto di pubblicazione scientifica in riviste indicizzate.



1. Introduzione

L’Unione Europea, attraverso le sue politiche e piani di azione si &
posta come scopo la promozione dell’innovazione industriale dei
prodotti e dei processi, in modo da poter ridurre gli impatti
ambientali ad essi associati. | 194 stati membri dell’ONU nel 2015
hanno firmato e sottoscritto I’agenda 2030 che & un programma
d’azione costituito da 17 obiettivi tutti incentrati sullo sviluppo
sostenibile su tre dimensioni (economico, sociale ed ecologico).
Un argomento chiave per la riduzione degli impatti ambientali € il
riciclo degli scarti che derivano dai processi produttivi animali e
vegetali definiti come scarti alimentari (FW). L'Organizzazione
per I'alimentazione e I'agricoltura (FAO), fornisce due definizioni
di “spreco alimentare”, una associata ad una perdita involontaria
che si riferisce, quindi, agli scarti di produzione delle varie filiere
produttive, I’altra associata allo spreco di cibo idoneo al consumo
umano ma che non viene consumato perche scartato (FAO, 2011).
La stessa FAO ha deciso di valutare successivamente e in maniera
pil accurata e precisa la quantita di cibo persa nella catena di
produzione e di approvvigionamento prima di raggiungere la fase
di vendita attraverso 1’indice FLI (Food Loss Index), producendo
in merito, nel 2019, un dettagliato rapporto. La stima accurata del
FLI consente di affermare che il 14% del cibo mondiale viene

perso nelle fasi che vanno dalla produzione alla vendita.



L'Unione Europea (UE) con la Direttiva 2018/815 definisce i rifiuti
organici o alimentari come "i rifiuti biodegradabili di giardini e
parchi, rifiuti alimentari e di cucina prodotti da nuclei domestici,
uffici, ristoranti, attivita all’in- Qrosso, mense, servizi di
ristorazione e punti vendita al dettaglio e rifiuti equiparabili
prodotti dagli impianti dell industria alimentare”

L’articolo 7, comma 1 del D.lgs. 22/97 e successive modifiche e
integrazioni, prevede la classificazione dei rifiuti, secondo
I’origine, in rifiuti urbani e rifiuti speciali e, secondo le
caratteristiche di pericolosita, in rifiuti pericolosi e rifiuti non
pericolosi.

Dal punto di vista normativo il rifiuto e definito, secondo | articolo

183, come “qualsiasi sostanza od oqggetto di cui il detentore si disfi

o abbia [’intenzione 0 abbia |'obbligo di disfarsi”. L’articolo 184

bis TUA invece recita che un sottoprodotto - e non un rifiuto — “e
qualsiasi sostanza od oggetto che soddisfa tutte le seguenti
condizioni’:

a) la sostanza o 1’0ggetto e originato da un processo di produzione,
di cui costituisce parte integrante, e il cui scopo primario non ¢ la
produzione di tale sostanza od oggetto;

b) e certo che la sostanza o 1’oggetto sara utilizzato, nel corso dello
stesso 0 di un successivo processo di produzione o di utilizzazione,

da parte del produttore o di terzi,



¢) la sostanza o 1’oggetto puo essere utilizzato direttamente senza
alcun ulteriore trattamento diverso dalla normale pratica
industriale;

d) I'ulteriore utilizzo e legale, ossia la sostanza o I’oggetto
soddisfa, per [1’utilizzo specifico, tutti i requisiti pertinenti
riguardanti i prodotti e la protezione della salute e dell’ambiente ¢
non portera a impatti complessivi negativi sull’ambiente o la salute
umana.

Il residuo di produzione, invece, non acquisisce neé il significato di
rifiuto, né di sottoprodotto, bensi subisce una legislazione
differente che era di complicata gestione per le aziende fino alla
pubblicazione del Decreto 164/2016 riportante i criteri indicativi
per agevolare la dimostrazione della sussistenza dei requisiti per la
qualifica dei residui di produzione come sottoprodotti e non come
rifiuti. Le Camere di Commercio competenti istituiscono degli
elenchi in cui si iscrivono 1 produttori e gli utilizzatori di
sottoprodotti. Oltre alle generalita e ai contatti dei soggetti iscritti,
nell’elenco viene indicata la tipologia dei sottoprodotti oggetto di
attivita. La gestione di un residuo non deve in alcun modo causare,
attraverso la sua trasformazione, un impatto ambientale negativo. |
processi idonei alla trasformazione dei sottoprodotti devono far
parte del ciclo produttivo e non rappresentare una minaccia per
I’ambiente e il consumatore (Cassa. Pen. 32207/2007). In
particolare, per il settore delle biomasse impiegate a fini energetici,

¢ consentito 1’utilizzo di sottoprodotti provenienti da attivita



alimentari ed agroindustriali che subiscono processi di lavaggio,
essiccatura, insufflazione di aria, raffinazione, triturazione,
omogeneizzazione, fermentazione naturale, centrifugazione,
disidratazione, disgregazione fisico-meccanica. Tali attivita, infatti,
per loro natura, alle medesime condizioni, potrebbero essere
qualificate come normale pratica industriale anche con riferimento
a settori e materiali diversi da quello delle biomasse destinate ad
uso energetico.

L’aumento demografico e la moltiplicazione dei beni consumati
hanno provocato nell’ambiente flussi e concentrazioni superiori
alle capacita naturali di assorbimento e degradazione degli scarti.
Le recenti strategie finalizzate alla riduzione dei rifiuti e al loro
riutilizzo, acquistano un ruolo prioritario non solo nelle politiche
ambientali, ma anche in quelle economiche. Ormai € riconosciuto
che i rifiuti sono una fonte di ricchezza se trasformati da “scarto” a
“risorsa”.

La bioeconomia o “Circular economy” é il concetto cardine sul
quale si fonda il riutilizzo degli scarti. Secondo la definizione
dell'Unione Europea, l'economia circolare e un modello di
produzione e consume che ha I'obiettivo di ridurre al minimo gli
sprechi di risorse (energia e materiali). Terminata la produzione del
bene i materiali con cui & composto vengono recuperati e
riutilizzati contribuendo a ridurre i rifiuti generati al minimo.

Questi materiali, infatti, diventeranno nuove materie prime e



potranno essere riutilizzati diverse volte all’interno dei cicli

produttivi generando ulteriore valore” (Fig 1).

aanany

......

RIFIUTI
RESIDUI

Figura 1: Rappresentazione dell’economia circolare secondo UE

| rifiuti biodegradabili contengono un ampio gruppo di rifiuti: non
solo una parte dei rifiuti solidi urbani (a volte chiamati BMW,
rifiuti urbani biodegradabili) o rifiuti verdi, rifiuti alimentari,
carta, cartone e plastica biodegradabile, ma anche rifiuti umani,
letame, fanghi di depurazione, e rifiuti di macellazione.
Rigorosamente, rifiuti organici significano rifiuti biodegradabili di
giardini e parchi, rifiuti alimentari e di cucina provenienti da

famiglie, ristoranti, ristoratori e locali di vendita al dettaglio e



rifiuti simili provenienti da impianti di trasformazione alimentare e
rifiuti  agricoli. Le tendenze nella produzione di rifiuti
biodegradabili mostrano che nella maggior parte dei paesi i volumi
di tali rifiuti prodotti aumentano ed e chiaro che la tendenza
continuera. A cio dovrebbe seguire una corretta gestione di tale
frazione in termini di qualita e quantita del flusso raccolto e
selezione di modelli gestionali sostenibili. Richiede un nuovo
approccio alla gestione e allo smaltimento, che includa non solo
I'identificazione di flussi o nuove tecnologie, ma anche la sicurezza

ambientale o I'analisi LCA.

2. Gli scarti nelle filiere produttive

2.1. La filiera lattiero-casearia

Secondo i dati ISTAT, nel 2021 In Italia, il settore lattiero-caseario
ha registrato un fatturato di circa 17 miliardi di cui 11 solo di
produzione di formaggio divisi tra i 5 miliardi delle Dop e i 6
miliardi dei formaggi non di origine. In tabella 1 sono riportati i
dati ISTAT relativi alla produzione tra il 2020 e il 2021 in Italia.



Italia

Quantita di prodotti lattiero caseari

Tipo di prodotto lattiero caseario 2020 2021

totale latte raccolto in quintali 132822276 | 137677268

materia grassa complessiva del latte raccolto in | 5339579 5461442

quintali

latte alimentare totale (latte  trattato | 24488850 | 24883147

igienicamente) in quintali

crema o panna da consumo in quintali 1454916 1483426

latte fermentato (yogurt ed altri) in quintali 2787644 2804941

burro totale in quintali 922474 929986

formaggi totale in quintali 13446944 | 13742484
formaggi a pasta dura in quintali 4931901 5024407
formaggi a pasta semidura in quintali 906883 963416
formaggi a pasta molle in quintali 1876887 1927713
formaggi freschi (a pasta filata, a pasta non| 5731273 5826948

filata, a base di crema) in quintali

formaggi fusi in quintali 540712 551810

Tabella 1: Produzione di lattiero-caseari. (dati in quintali annui). ISTAT 2021

Per formaggio si intende “il prodotto che si ricava dal latte intero

ovvero parzialmente o totalmente scremato, oppure dalla crema, in

seguito a coagulazione acida o presamica, anche facendo uso di
fermenti e di sale di cucina". (Decr. 15 ott. 1925, n. 2033, art. 32)

Gli unici ingredienti ammessi per la produzione del formaggio

sono il latte, il caglio, (i fermenti) e il sale. Il flavour e le

caratteristiche del prodotto finito dipendono fortemente dalle

caratteristiche del latte utilizzato per il processo.



http://dati.istat.it/OECDStat_Metadata/ShowMetadata.ashx?Dataset=DCSP_LATTE&Coords=%5bPROD_LATT_CAS%5d.%5bRMI_Q%5d&ShowOnWeb=true&Lang=it
http://dati.istat.it/OECDStat_Metadata/ShowMetadata.ashx?Dataset=DCSP_LATTE&Coords=%5bPROD_LATT_CAS%5d.%5bRMI_Q%5d&ShowOnWeb=true&Lang=it

La produzione di formaggio deriva principalmente da due eventi:
uno enzimatico (da parte del caglio) e uno fermentativo (da parte
dei microrganismi lattici).

Nonostante le innumerevoli varieta di formaggi, il processo di
caseificazione e costituito dalle seguenti fasi:

- preparazione del latte (pastorizzazione, stagionatura, correzione
della sostanza grassa)

- coagulazione presamica (ad opera del caglio) o acida

- rottura della cagliata

- cottura (i tempi e le temperature variano in base al tipo di
formaggio da produrre)

- estrazione della cagliata

- messa in forma

- salagione (a secco o per immersione)

- maturazione (da qualche giorno a piu di due anni)

Il latte che esce sterile dalla mammella viene contaminato dai
microrganismi presenti nell’ambiente, per tale motivo, deve essere
opportunamente trattato (pastorizzazione, trattamento a freddo) per
garantire la salubrita del prodotto. In particolare, nei formaggi
freschi & necessario il processo di pastorizzazione, in quelli
stagionati e sufficiente lavorare in condizioni rigorosamente
igieniche. Il primo passo verso produzione vera e propria del
formaggio € la correzione della frazione grassa con l'aggiunta di
crema (parte grassa del latte ottenuta dal latte fresco per

affioramento spontaneo o centrifugazione). | formaggi denominati



“grassi”, devono avere almeno il 3,4% di grassi, mentre i “semi-
magri” intorno al 2,5%. La coagulazione puo essere presamica,
quando avviene ad opera degli enzimi presenti nel caglio in
particolare le chimosine, o acida, quando la coagulazione avviene
per precipitazione acida della caseina.

Durante la rottura della cagliata viene spurgato il siero che
rappresenta il principale sottoprodotto di tale filiera. Infine, il
prodotto verra cotto, salato e fatto maturare in base al tipo di
formaggio che si vuole ottenere.

Il siero da latte € il principale sottoprodotto ottenuto, esso viene
utilizzato a scopo mangimistico e zootecnico nell’allevamento dei
suini. Non meno importante e il suo utilizzo per la produzione
della ricotta, ottenuta mediante un secondo trattamento termico del
siero. Il processo di coagulazione in questa fase avviene ad alte
temperature (80-90°C) e le proteine interessate sono soprattutto
l'albumina e la globulina. A causa della continua crescita
dell'industria lattiero-casearia, vengono prodotte grandi quantita di
siero di latte, il quale puo rappresentare un rischio per I'ambiente
se non gestito correttamente. La domanda chimica di ossigeno
(COD) del siero di latte puo variare da 50 a 80 g/L, mentre la
domanda biochimica di ossigeno (BOD) varia da 40 a 60 g/L (1).

Il carico organico del siero di latte € dato principalmente da
lattosio (70%), proteine (14%) e grassi (3%) (Blazi¢ et al., 2018).
Lo smaltimento del siero di latte, oltre a rappresentare un problema

di inquinamento ambientale, genera una notevole perdita di



nutrienti in esso contenuti; pertanto, I’interesse della comunita

scientifica e volto allo sviluppo di prodotti dal valore aggiunto a

partire da tale sottoprodotto. Esistono diversi metodi per la

gestione sostenibile del siero di latte che sono per lo piu orientati

alle applicazioni biotecnologiche e alimentari come: siero di latte

in polvere, alimenti e bevande funzionali, acido lattico, bioetanolo,

bioplastiche, biogas, ecc. Grandi quantita di siero di latte possono

essere trasformate in bioetanolo, mentre per quantita minori € piu

economico produrre bevande a base di siero di latte fermentate o

non fermentate (Papademas et al., 2019).

La produzione di siero di latte in polvere e uno dei metodi

maggiormente utilizzati e prevede le seguenti fasi:

- chiarificazione: chiarifica del siero di latte.

- separazione della panna e pastorizzazione.

- concentrazione dei solidi totali  (40-60%  mediante
evaporazione).

- cristallizzazione del lattosio.

- essiccazione del siero di latte

Se la cristallizzazione del lattosio non viene eseguita, la massa

solida della polvere sfusa formata é adatta solo per I'alimentazione

animale come fonte economica di proteine e carboidrati di alta

qualita (Papademas et al., 2019).

L'uso dei processi di digestione, per la produzione di energie

sostenibili, € diventato un‘alternativa abbastanza comune nel

trattamento dei residui agroindustriali. Inoltre, il biogas prodotto



puo essere utilizzato nella produzione di energia, con conseguenti
vantaggi sia ambientali che economici. La digestione anaerobica
del siero di latte, per I’elevato carico organico, porta a una rapida
evoluzione acida e quindi, ad una bassa produzione di biogas, per
rendere il processo piu efficiente, il siero di latte dovrebbe essere
miscelato con altri tipi di rifiuti e/o letame (Celik et al., 2016).
Quando il siero di latte viene digerito utilizzando, ad esempio, le
acque reflue dei suini come inoculo si ha una riduzione di solidi
volatili e una maggiore resa di biogas (Antonelli et al., 2016). Il
siero di latte puo essere utilizzato anche per la produzione di acido
lattico attraverso processi fermentativi. L’acido lattico esiste in due
forme o isomeri | (+) e d (-), solo il primo puo essere utilizzato
nell’industria alimentare in quanto il secondo risulta essere
dannoso per I'uomo (FAO/WHO, 1967). Il lattosio contenuto nel
siero pu0 essere convertito in acido lattico tramite processi di
fermentazione ad opera di batteri, funghi e lieviti (ldler et al.,
2015).

2.2. La filiera ittica

Secondo il Rapporto 2022 dell’Organizzazione delle Nazioni Unite
per I’alimentazione e 1’agricoltura (FAQO) su “The State of World
Fishing and Aquaculture” (SOFIA), la produzione ittica globale
totale & diminuita a causa del COVID-19. Nel 2020, la produzione
mondiale totale di cattura e acquacoltura € salita a 214 milioni di

tonnellate (MT), ma la produzione ittica globale effettiva é



leggermente diminuita a 178 milioni di tonnellate, la restante
produzione di alghe ha fornito 36 milioni di tonnellate.

Nella filiera ittica gli scarti sono stimati tra 30% e 1’85% (Al
Khawli et al., 2019) questo ampio intervallo dipende dalle varieta
di pesce e dal tipo di pesca impiegato. Una particolarita di tale
produzione é che non tutto il pescato viene poi commercializzato,
si stima che una notevole percentuale del pescato non venga
distribuito per la vendita. Inoltre, gli allevamenti generano un
accumulo di deiezioni che rappresentano un importante problema
ambientale. E importante notare che, di solito, gli scarti del pesce
(testa, pelle, viscere e ossa) vengono smaltiti nei mari e negli
oceani determinando un consumo di ossigeno da parte dei
microrganismi aerobi che comporta, in seguito alla diminuzione
del pH e del contenuto di ossigeno nell’acqua, ad un sovraccarico
di azoto, fosforo e ammoniaca, ad un aumento della torbidita e,
quindi, alla decomposizione delle alghe. Gli scarti della filiera
ittica sono eterogenei (tabella 2), costituiti da diverse componenti;
pertanto, possono generare la produzione di diverse tipologie di
prodotti dal valore aggiunto come collagene marino, acidi grassi
della serie omega-3 e numerose altre sostanze di interesse per
I’industria cosmetica, farmaceutica e nutraceutica e per la
produzione di biodiesel. La frazione proteica rappresenta una fonte
nutritiva preziosa sia per 1'uomo sia per gli animali per la

completezza del suo profilo amminoacidico.



Nutrienti

Proteine (%) 57.92+ 5.26
Lipidi (%) 19.10 + 6.06
Fibre (%) 1.19+1.21
Ceneri (%) 21.79+3.52
Calcio (%) 580+1.35
Fosforo (%) 2.04 £0.64
Potassio (%) 0.68 +0.11
Sodio (%) 0.61 +£0.08
Magnesio (%) 0.17 + 0.04
Ferro (mg/Kg) 100.00 + 42.00
Zinco (mg/Kg) 62.00 + 12.00

Manganese (mg/Kg) 6.00 +7.00
Rame (mg/Kg) 1.00 +1.00

Tabella 2: Composizione chimica media di scarti ittici. (Brooks et al., 2013)

Le componenti degli scarti sono costituite da:
+» Composti azotati

- Proteine e aminoacidi, che hanno un valore nutrizionale

maggiore rispetto alle proteine vegetali, alcuni peptidi
bioattivi hanno trovato largo impiego nell’industria
farmaceutica, cosmetica, nutraceutica ed alimentare
(Aspevik et al., 2017).



- Enzimi come pepsina, chimotripsina e tripsina,
principalmente estratti dalle viscere risultano avere una
potente attivita catalica (Ghaly et al., 2013).

- Collagene di tipo I, I, 1, IV e V che possiede una
stabilita termica inferiore rispetto all’analogo estratto da
scarti animali ma a differenza di quest’ultimo non desta
preoccupazioni di tipo sanitario (come la BSE bovina)
né di tipo etico (Silva et al., 2014)

- Gelatina di tipo A (da idrolisi acida) e di tipo B (idrolisi
alcalina). La gelatina estratta dalla pelle di pesce risulta
avere proprieta antiossidanti e antipertensive maggiori
della gelatina di origine bovina (Ghaly et al., 2013).

s Composti lipidici

- Olio, costituito principalmente da acido
eicosapentaenoico (EPA) e acido docosaesaenoico
(DHA) che, tra le altre attivita, contribuiscono al
normale funzionamento del cuore.

- Fosfolipidi, che contengono acidi grassi poli-insaturi
(PUFA) omega-3 utilizzati come emulsionanti
nell’industria alimentare e cosmetica.

- Squalene, intermedio nella sintesi di colesterolo, ormoni
steroidei e della vitamina D. Trova largo impiego sia
nell’industria cosmetica per le sue capacita antiaging e

idratanti (Korkina et al., 2018) che nell’industria



alimentare e farmaceutica per la stabilizzazione di
emulsioni.

- Vitamina A e Vitamina D, in particolare la vitamina D e

presente soprattutto in pesci grassi come aringa, tonno,
sardina e salmone.

+ Chitina e chitosano

La chitina e il secondo polimero naturale piu abbondante, €

costituita chimicamente da piu unita di glucosammina e N-

acetilglucosammina legate tra loro da un legame di tipo [-1,4.

La deacetilazione parziale della chitina porta alla formazione del

chitosano. Le possibili applicazioni della chitina e dei suoi

derivati spaziano dall’utilizzo in prodotti alimentari a valore
aggiunto (es. ingrediente di integratori alimentari), alla
conservazione degli alimenti, alla formazione di pellicole

biodegradabili (Bofei et al., 2021)

*» Pigmenti naturali come Luteina, Beta-carotene, Alfa- e
Beta-doradexantine, Zeaxantina, Cantaxantina, Astaxantina. |
carotenoidi hanno importanti proprieta antiossidanti, inoltre
nell’industria cosmetica sono impiegati come additivi 1n

creme e lozioni solari (Ashraf et al., 2020)

2.3. La filiera delle carni

La filiera della carne é quella che produce piu scarti rispetto alle
altre filiere alimentari. La FAO (Organizzazione delle Nazioni

Unite per I’alimentazione e 1’agricoltura) ha stimato che circa



1,3 miliardi di tonnellate annue di cibo potenzialmente
disponibile per il consumo viene scartato e buttato durante le
varie fasi di lavorazione. La tabella 3 riporta 1 dati ISTAT
relativi alle macellazioni (in quintali) in italia relativi gli anni
2020/ 2021.

Tipo allevamento 2020 2021
totale bovini 2590724 2666586
totale bufalini 103566 107949
totale equini 20163 21251
totale ovini 2838689 2757909
totale caprini 149948 149350
totale suini 10607632 10943687

Tabella 3: Macellazioni (in quintali) di diversi tipi di allevamenti in Italia

La produzione di bestiame ha un impatto considerevole
sull’ambiente in quanto richiede ingenti quantita di beni come
acqua e suolo, e necessario, quindi, rendere maggiormente
sostenibile la produzione con il recupero degli scarti della
filiera. Nonostante la ricerca in corso ed i diversi sviluppi
commerciali per nuove fonti proteiche, le proteine animali sono
ancora ampiamente utilizzate, infatti, forniscono una fonte ricca
e completa di proteine contenenti tutti gli aminoacidi essenziali

necessari. Resta il fatto, tuttavia, che gran parte del peso vivo



degli animali macellati e composto da parti non consumabili,

che I'industria chiama spesso il “quinto quarto”.

Il quinto quarto comprende parti commestibili e non

commestibili e puod rappresentare rispettivamente il 55% e il

48% del peso vivo di bovini e suini (Mullen et al., 2015)

| regolamenti dell'Unione Europea definiscono specificamente i

sottoprodotti di origine animale come "qualsiasi parte della

carcassa animale o qualsiasi materiale di origine animale non
destinato per il consumo umano”. Cio esclude categoricamente
tali materiali dalla catena alimentare umana e include parti
dell'animale che possono presentare un rischio per la sicurezza,
materiale non commestibile o materiale che I'operatore ha
deciso di indirizzare a scopi diversi dal consumo umano. Tale
decisione, una volta presa, sara irreversibile (Regolamento CE,

1069/2009). Nei regolamenti sono definite tre categorie di

sottoprodotti di origine animale, in base al livello di rischio

presentato per la salute pubblica e animale:

- Categoria 1 e la categoria di rischio piu elevata e comprende,
ad esempio, materiali specifici a rischio associati a malattie
trasmissibili come I'encefalopatia spongiforme bovina (BSE);
nonché sottoprodotti di origine animale contenenti residui di
alcune sostanze specificate e contaminanti ambientali;

- Categoria 2 € considerata ad alto rischio e comprende

materiali animali come carcasse infette o contaminate nonché



materiali dichiarati non idonei al consumo umano per la
presenza di corpi estranei;

- Categoria 3 e considerata a basso rischio e comprende, ad
esempio, materiali di carcasse non commestibili e privi di
infezioni, come pellami e pelli, nonché materiali animali
idonei ma non destinati al consumo umano per motivi
commerciali.

Le proteine, contenute nei sottoprodotti della filiera, delle carni
sono sicuramente la componente piu richiesta.

Tali scarti possiedono un’ampia varieta di proprieta
biotecnologiche per le formulazioni di prodotti alimentari, ad
esempio come schiumogeni ed emulsionanti da impiegare nelle
formulazioni alimentari. D'altra parte, il collagene, che é il
componente principale del tessuto connettivo e dei tendini, € una
proteina molto resistente alla solubilizzazione e di solito rimane
come frazione insolubile dopo [I'estrazione, quando non si
utilizzano estrazioni idrolitiche. Il collagene, se opportunamente
lavorato, e un'ottima fonte di gelatina, molto utilizzata
nell'industria alimentare per le sue proprieta gelificanti. Infine, sia
le proteine solubili che il collagene sono potenziali fonti di peptidi
bioattivi di interesse per applicazioni nutraceutiche, biomediche e
cosmetiche (Gomez-Guillén et al., 2011; Lafarga et al., 2017).

La pelle e i tendini dei suini e dei bovini sono una buona fonte di
collagene fibroso di tipo I, mentre il collagene di tipo Il pud essere

ottenuto dalle cartilagini articolari. Questi tipi di collagene fibroso



sono utilizzati in biomedicina per la produzione di una varieta di
materiali (fibre, spugne, film, ecc.) (Mullen et al., 2017).

Dopo l'estrazione, il collagene puo subire un'idrolisi acido/alcalina
controllata 0 un processo enzimatico, per generare rispettivamente
gelatina o peptidi. Sebbene la pelle/pelli e le ossa di suini e bovini
siano la principale fonte di collagene per la produzione di gelatina,
molti altri sottoprodotti di carne ricchi di tessuto connettivo
potrebbero essere impiegati per la produzione di gelatina o come
fonti di collagene idrolizzato, come ad esempio i polmoni (Gomez-
Guillén et al., 2011; Roy et al., 2017).

Dall’ abomaso di bovini, capre da latte si puo produrre un caglio
per la formulazione di formaggi costituito da enzimi quali
chimosina (EC 3.4.23.4), pepsina A (EC 3.4.23.1) e triacilglicerolo
lipasi (triacilglicerolo acilidrolasi, EC 3.1.1.3), tale sottoprodotto e
stato verificato per la salubrita dal’EFSA in un rapporto
pubblicato nel 2021 (EFSA 2021).



3. La filiera agroalimentare

L’ Iltalia € un paese caratterizzato da caratteristiche pedo-
climatiche eterogenee, cio si traduce nello sviluppo di sistemi
colturali molto diversificati che generano prodotti agroalimentari a
elevata specializzazione. Il cibo non & piu considerato solamente
come un bene di prima necessita ma la vocazione in tale settore €
influenzata da diversi fattori, tra i quali psicologici, edonistici e
culturali. Circa il 50% della superficie del territorio & destinata ad

uso colturale (Figura 2) (Tabella 4).
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Figura 2: Copertura e uso del territorio italiano (ISPRA)



IT: Italia

Periodo 2020 2021
. Produzione Produzione Produzione
Produzione
. . raccolta - totale - raccolta -
totale- quintali L o T
quintali quintali quintali
Tipo di coltivazione
COMMEAT: 26871402 26686443 30722016 30532650
frumento tenero
WHEATCErimmemO 39966919 38852168 41373262 40650069
RICE: riso 15130575 15130575 14647000 14647000
CEREAOG: altri 1077252 1070296 943272 937902
cereali
BEANK: fagiolo 134009 132011 125571 124235
secco
LENTIL: lenticchia 49779 48945 50858 50084
CHICS: cece 334984 331697 310522 304394
POTA: patata 11316784 11103469 10875014 10669249
comune
TOBAC: tabacco 378306 378306 410117 410117
HEMP: canapa 47460 46694 48042 47097
FIG: fico 127416 121806 133166 127616
LOTU: loti o kaki 481146 462666 474284 455373
POMETES: 157179 152261 192485 186972
melograno
PRICKLYPEAR:
[CKLYPE, 1511824 1503865 1547280 1533445
fichi d'india
ALMO: mandorla 846672 805164 756468 716211
PISTS: pistacchi 40717 40496 40840 40729
WINEE;‘V& da 72315423 71539749 71947263 71061274
TABLEGRAPES: uva 10635933 10398417 10410319 10146567
da tavola
OLIVTAB_OIL: olive 23041308 22071547 23657511 22706277
da tavola e da olio
ORANGE: arancia 17995714 17727697 17934681 17709096
LEMON: limone 4790130 4726763 4727469 4663926

Tabella4: Produzione in quintali in Italia nel 2020 e 2021

La filiera agroalimentare estesa rappresenta il primo settore
economico in ltalia, con un fatturato di oltre 500 miliardi di euro e
quasi 4 milioni di occupati. Concentrando I’analisi sulla filiera

agroalimentare core (comparto agricolo e industria di
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trasformazione), 1’Italia ¢ uno dei leader europei per valore
aggiunto. Nel 2019, infatti, nel nostro Paese 1’agroalimentare ha
generato quasi 71 miliardi di dollari in valore aggiunto reale, pari a
oltre il 4% del totale nazionale, posizionandosi nel gruppo di testa
tra le economie europee: Germania (quasi 76 miliardi di dollari)
Francia (75 miliardi di dollari); Spagna (75 miliardi di dollari)
(Oxford Economics, 2021). L’elevata produzione di prodotti si
traduce in altrettanti rifiuti. Il 18 settembre 2021 QU Dongyu,
Direttore Generale della FAO, ha sottolineato I'importanza
dell'innovazione per accelerare la trasformazione dei sistemi
agroalimentari a livello nazionale. 1l 14% circa del cibo prodotto in
tutto il mondo va perso tra il momento della raccolta e quello della
vendita al dettaglio. Il che equivale ad una perdita di 400 miliardi
di dollari all'anno in valore alimentare, mentre va sprecato un 17%
stimato della produzione alimentare globale. Una riduzione delle
perdite e degli sprechi alimentari si tradurrebbe in un uso piu
efficiente del suolo e in una migliore gestione delle risorse idriche,
con effetti positivi sui cambiamenti climatici e sui mezzi di
sussistenza.

La FAO distingue tra Food loss e Food waste, il primo termine
indica la perdita in quantitd/qualita di alimenti risultante da
decisioni ed azioni degli operatori alimentari ad esclusione della
vendita e dei consumatori; il secondo, invece, la perdita in

quantita/qualita di alimenti risultante da decisioni ed azioni degli



operatori alla vendita, alla ristorazione ed ai consumatori. La
dislocazione della filiera determina che ci siano perdite di prodotti
ad ogni livello produttivo dalla raccolta alla vendita e infine, al

consumatore.

3.1. Gliscarti della filiera agroalimentare

Non esiste una vera definizione del termine “rifiuto” in ambito
agroalimentare, in generale, secondo I’articolo 3 della Waste
Framework Directive (Direttiva 2008/98/EC) e¢: ‘qualsiasi
sostanza od oggetto di cui il detentore si disfi o abbia [’intenzione
o ['obbligo di disfarsi”. Secondo la direttiva 2009/28/EC la
“biomassa” proveniente dal settore agroalimentare € “la frazione
biodegradabile di prodotti, rifiuti e residui di origine biologica
provenienti dall’agricoltura, silvicoltura e industrie correlate,
comprese la pesca e l'acquacoltura, nonché la frazione
biodegradabile dei rifiuti industriali e urbani.”

Le biomasse derivate dal settore agroalimentare sono eterogenee
ma tutte hanno la caratteristica di essere ricche in sostanze
organiche; quindi, gli approcci tradizionali di smaltimento in
discarica e dell'incenerimento potrebbero causare la generazione di
gas tossici che si tradurrebbero in gravi rischi per I'ambiente e la
salute umana. E ormai noto come le biomasse possono essere
trasformate in prodotti dal valore aggiunto come health food,

probiotici o biocarburanti.



3.2. Scarti di frutta e verdura

Frutta e verdura sono alimenti caratterizzati da un ricco profilo
nutritivo costituito da carboidrati solubili (glucosio, fruttosio),
vitamine, minerali, fibre, polifenoli e altri composti bioattivi
(Schieber et al., 2017). Frutta e verdura sono classificate nella
categoria dei rifiuti solo quando il grado di accettazione é
diminuito. Cio puo verificarsi a causa di diversi fattori come
reazioni biochimiche (enzimi, antiossidanti, composti fenolici e
0ssigeno), trattamento termico, attacco microbico (marciume,
rammollimento e crescita superficiale) e grado di maturazione.
L'amido, la cellulosa e/o le emicellulose dei rifiuti di frutta e
verdura vengono idrolizzati a zuccheri solubili e ulteriormente
fermentati da microrganismi per produrre etanolo e idrogeno (Diaz
et al.,, 2017). La fermentazione microbica di scarti di frutta e
verdura ha aperto nuovi orizzonti per lo sviluppo di prodotti dal
valore aggiunto e utilizzare i “food waste” (FW) come bevande
fermentate, proteine unicellulari (Saccharomyces sp., Candida
utilis, Endomycopsis fibuligera e Pichia burtonii), oli cellulari,
polisaccaridi,  fibre  alimentari,  polifenoli,  biopigmenti
(carotenoidi), fragranze, aromi (vanillina), oli essenziali,
biopesticidi, fitoregolatori, enzimi (cellulasi, amilasi, proteasi,
fitasi, ecc.), bioidrogeno, bioetanolo e biogas (Panda et al., 2016;
Schieber et al., 2017). La fermentazione acidogenica dei rifiuti di

frutta e verdura produce acido lattico (Wu et al., 2015).



3.2.1. Scarti di agrumi

Gli agrumi sono consumati, principalmente, allo stato fresco o
trasformati in succo. Dopo l'estrazione del succo, circa la meta la
massa di frutta viene miscelata con la polpa essiccata e venduta
come foraggio per mucche (Damian, 2018; Mahato et al., 2018;
Sharma et al., 2017). | rifiuti di agrumi (CW), che includono
bucce, succo e polpa, sono composti principalmente da pectine e
fibre alimentari (Dimopoulou et al., 2019), la composizione fisico-
chimica delle scorze di agrumi varia in base al metodo di
coltivazione dei frutti, alla fase di maturazione e al tempo di
raccolta. (Sharma et al., 2017). | rifiuti generati dagli agrumi sono
una risorsa praticamente inesauribile dai quali possono essere
prodotti composti fenolici, oli essenziali, metanolo, etanolo e gas
di sintesi (Rivas et al., 2013).
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Figura 3: Anatomia degli agrumi (Shweta et al., 2022).

Questi rifiuti includono bucce (50-55% della massa totale del
frutto), semi (20-40% della massa totale del frutto), polpa e acque
di vegetazione. La lavorazione globale degli agrumi genera circa
10 milioni di tonnellate di rifiuti ogni anno (Zema et al., 2018),
creando un serio problema ecologico. Le bucce di agrumi
contengono circa 1'80% di acqua che favorisce lo sviluppo di
batteri, parassiti, muffe che possono produrre micotossine, ecc. Il
corretto smaltimento dei rifiuti di agrumi richiede investimenti
significativi poiché lo smaltimento non autorizzato porta

all'inquinamento del suolo e dell'acqua, distruggendo ulteriormente



I'ecosistema acquatico (Zema et al., 2018). Al contrario, gli scarti
di agrumi, le bucce (flavedo e albedo), i semi e le vinacce sono
potenziali risorse biotecnologiche, infatti, i componenti bioattivi
possono essere impiegati nelle industrie alimentari come additivi,
nella preparazione di prodotti canditi per le industrie
dolciarie/panetteria o come fonte di pectine, coloranti e
aromatizzanti. Le bucce contengono alte concentrazioni di oli
essenziali con proprieta antiossidanti, antimicrobiche e
fitotossiche. Gli usi non alimentari dei rifiuti di agrumi includono
il loro utilizzo come substrato per la produzione di bio-adsorbente,
bio-carburante, bio-fertilizzante, materiale da imballaggio e
carbone attivo (Sharma et al., 2017).

| carboidrati rappresentano la proporzione maggiore (fino al 70 %,
p/p) di composti CW e quindi fungono da principale fonte di
zuccheri per i1 processi di fermentazione (Jeong et al., 2021).
Cellulosa, emicellulosa e pectina, che sono principalmente presenti
nelle frazioni di buccia e polpa, sono i principali componenti della
parete cellulare degli agrumi (Negro et al., 2017). Sebbene vi siano
variazioni a seconda della cultivar, I'ordine generale del contenuto
di carboidrati (p/p) in CW ¢ il seguente: pectina (13-42,5%) >
cellulosa (9,21-37,08%) > emicellulosa (4,28-31,13%) (Jeong et
al., 2021). Uno dei vantaggi nell’utilizzo degli scarti di agrumi € il
basso contenuto di lignina (da 0,8 a 8,6%), rispetto a quello della
maggior parte dei mangimi cellulosici, compresi i residui agricoli e

forestali, che contengono dal 15 al 30% di lignina e pectina



limitata. La lignina € una grande molecola recalcitrante che
conferisce rigidita alla parete cellulare e, quindi, deve essere
degradata per idrolizzare efficacemente e utilizzare il complesso
polisaccaridico (Pocan et al., 2018). Nel caso di CW, il basso
contenuto di lignina consente un pretrattamento delicato come
I'esplosione di vapore, che utilizza il 74% in meno di energia
rispetto al pretrattamento acido/alcali (Coral Medina et al., 2018).

La pectina e principalmente composta da acido galatturonico
(60%-70%) e L-arabinosio (6%-16%), che non vengono
fermentati da microrganismi industriali come S. cerevisiae (Jeong
et al., 2020; Sabater et al., 2021). Pertanto, i recenti sforzi di
ricerca si concentrano sullo sviluppo di ceppi di lievito
ingegnerizzati in grado di fermentare gli zuccheri della pectina. |
trattamenti enzimatici consentono di scindere i carboidrati
complessi presenti nei CW in zuccheri fermentescibili, utilizzabili
dai microrganismi impiegati per la produzione di biocarburanti e

bioetanolo.

3.3. Biomasse lignocellulosiche

La produzione globale di biomassa vegetale, di cui oltre il 90% é
lignocellulosa, ammonta a circa 200 x 10° tonnellate/anno, dove
rimangono potenzialmente accessibili circa 8-20 x 10° tonnellate
di biomassa primaria. Negli ultimi anni un crescente interesse €
stato rivolto allo sviluppo di nuovi processi per la produzione di

energia utilizzando fonti rinnovabili, come le biomasse



lignocellulosiche (BLC). Le BLC, derivanti da coltivazioni
dedicate, scarti agricoli e rifiuti organici, sono la piu versatile tra le
fonti rinnovabili; ricoprono un ruolo chiave per una transizione
energetica sostenibile e sono in linea con un modello di “economia
circolare” basato sulla valorizzazione dei prodotti di scarto e rifiuti
ed il loro reintegro nel ciclo produttivo. Nell’analisi della
composizione organica delle matrici vegetali i carboidrati risultano
I componenti quantitativamente piu abbondanti e di maggiore
interesse nei processi di trasformazione biochimica perché
altamente degradabili, ma un rilievo importante ha anche la
presenza di lignina che complessa parte di tali carboidrati
rendendoli indisponibili nei processi fermentativi.

| carboidrati presenti nelle matrici vegetali sono principalmente:
amido, cellulosa, emicellulosa e pectina.

L’amido é costituito da due unita polisaccaridiche, amilosio e
amilopectina. L’amilosio € un polisaccaride con una struttura
lineare derivante dall’unione di centinaia di molecole (da 300 a
3000) di a-D (+) -glucosio che si legano con legami glicosidici a
(1—4). L’amilopectina e, invece, un polimero del glucosio
altamente ramificato costituito da a-D-glucosio. | glicosidi sono
legati in modo lineare tra loro per mezzo di legami di tipo o
(1—4); le ramificazioni avvengono con legami di tipo a (1—6). La
formazione  dell'amido, cioé [l'unione dell'amilosio e
dell'amilopectina, e catalizzata da un enzima chiamato amido

sintetasi.



La cellulosa e un polisaccaride molto abbondante in natura,

essendo il componente principale del tessuto fibroso delle pareti
cellulari vegetali. Strutturalmente € un polimero di unita di D-
glucosio unite con legami di tipo B-1,4 in cui le catene polimeriche
sono disposte fianco a fianco mediante un numero elevatissimo di
legami idrogeno formando fibrille, catene molto lunghe, ordinate
che formano una parte cristallina idrofoba.

Le emicellulose sono polisaccaridi ramificati di varia struttura,

strettamente associati alla formazione delle fibre ma in
contrapposizione alla cellulosa, la cui molecola lineare e formata
da unita di solo glucosio, le emicellulose sono costituite da
zuccheri differenti, in particolare zuccheri a cinque atomi di
carbonio (pentosi come l'arabinosio e lo xilosio) e zuccheri a sei
atomi di carbonio (oltre al glucosio anche mannosio e galattosio).
L’emicellulosa maggiormente presente nelle pareti cellulari
vegetali €& lo «xiloglucano; altre emicellulose sono il
glucuronoxilano, [D’arabinoxilano, 1l glucomannano e il
galattomannano.

La pectina e un eteropolisaccaride composta dall’unione, tramite

legami glicosidici, di diversi monosaccaridi ed e costituita
essenzialmente da unita di acido galatturonico unite da legami o
(1-4) esterificata in prevalenza da gruppi metossi —OCHs;. La
pectina ha proprieta gelificanti ovvero, forma con lo zucchero, un

reticolo tridimensionale stabile.



La lignina e il polimero piu abbondante in natura dopo la cellulosa
(Crawford et al.,1981) ed e costituito da diversi monomeri fenolici
strettamente condensati che la rendono piuttosto complesso dal
punto di vista molecolare. I monomeri principali costituenti la
lignina sono 3 (alcol p-cumarilico, alcol coniferilico (alcol 4-
idrossi-3-metossicinnamilico), alcol sinapilico (alcol 4-idrossi-3,5-
dimetossicinnamilico). La lignina costituisce la parete secondaria
delle cellule vegetali, la quale si sviluppa sopra la parete cellulare

primaria dopo che la cellula si e completamente distesa.

3.3.1. Cibi funzionali da biomasse lignocellulosiche

Le biomasse provenienti dagli scarti agroalimentari oltre a
contenere un’altissima concentrazione di carboidrati complessi,
sono ricche di sostanze bioattive come polifenoli, oli essenziali,
vitamine e proteine, acidi grassi o probiotici che rappresentano
delle risorse per la produzione di cibi destinati al consumo animale
0 umano. Obiettivo al centro di numerosi studi scientifici e quello
di recuperare e sfruttare al meglio queste tipologie di scarti
alimentari producendo categorie di alimenti dal valore aggiunto
chiamati appunto functional foods (alimenti funzionali). Negli
anni, sono stati molteplici i modi per esprimere il concetto di
“alimento funzionale”; bensi quello che 1o riassume meglio,
riconosciuto tutt’oggi, risale al 1999, frutto del lavoro di una
commissione esperta in nutrizione ¢ medicina per 1’European Food

Information Council (EUFIC): “un alimento pud essere



considerato funzionale se dimostra in maniera soddisfacente di
avere effetti positivi su una o piu funzioni specifiche
dell’organismo, che vadano oltre gli effetti nutrizionali normali, in
modo tale che sia rilevante per il miglioramento dello stato di
salute e di benessere e/o per la riduzione del rischio di malattia.
Gli alimenti funzionali devono comunque restare “alimenti” e
dimostrare la loro efficacia nelle quantita normalmente consumate
nella dieta. Gli alimenti funzionali non sono pillole o pastiglie, ma
prodotti che rientrano nelle normali abitudini alimentari”.
(EUFIC, 1999) In particolare, la produzione di prodotti che
migliorano la qualita del metabolismo degli alimenti & uno degli
ambiti di maggior interesse. Dagli scarti agricoli, ad esempio, €
possibile produrre acque fermentate che possono essere impiegate
nella panificazione dando vita a panificati con ricchissime
caratteristiche organolettiche. Esistono pero altri modi per
impiegare le parti inutilizzate dei vegetali, uno di questi é la
produzione di farine destinate al consumo umano ricche di acidi
grassi, fibre e antiossidanti. Gli scarti dai residui agricoli possono
essere utilizzati come substrato di fermentazione per la produzione

di probiotici da microrganismi come i Lattobacilli.



3.3.2. Bioetanolo da scarti lignocellulosici

Le biomasse lignocellulosiche rappresentano una risorsa che puo
sostituire I’utilizzo di combustibili fossili (Manikandan et al.,
2021). Ad oggi le biomasse che meglio si prestano alla produzione
di etanolo sono quelle ricche di amido e carboidrati, ma queste
sono le stesse che possono trovare un utilizzo nell’alimentazione
umana e animale. Pertanto, il focus della ricerca e stato spostato
sulla trasformazione della biomassa lignocellulosica come paglia,
foglie e altri rifiuti agricoli o forestali con enormi rese ogni anno
(Boshoff et al., 2016; Chen et al., 2021). Poiché la fonte e
abbondante, rinnovabile e non commestibile, la biomassa
lignocellulosica € una delle potenziali materie prime per la
produzione di bioetanolo (Xu et al., 2021; Baeyens et al., 2015).
La procedura convenzionale di produzione di bioetanolo
lignocellulosico puo essere suddivisa in quattro fasi e ciascuna fase
e cruciale per I'efficienza finale e il costo della conversione. Il
pretrattamento € il primo passo che mira a distruggere la struttura
recalcitrante della biomassa lignocellulosica e ad aumentare la
superficie della cellulosa, nonché a diminuire la cristallinita della
cellulosa e il contenuto di lignina (Kim et al., 2016).

Dopo il pretrattamento, la cellulosa viene trattenuta il piu possibile
mentre l'emicellulosa e la lignina vengono eliminate, il che
aumenta la disponibilita di cellulosa e garantisce il regolare
svolgimento delle fasi a valle (Huang et al.,, 2019). L'idrolisi

enzimatica e la fermentazione del lievito sono le due fasi



successive, possono essere condotte simultaneamente o
separatamente per convertire la lignocellulosa pretrattata in
zucchero fermentabile, quindi in bioetanolo. I lieviti impiegati
durante la conversione degli zuccheri fermentescibili in bioetanolo
possono essere svariati, la diversita delle specie di lievito e
determinata dalla loro capacita di utilizzare diverse fonti di
carbonio e dalla loro selettivita nutrizionale (Phaff et al., 1987).
Alcuni ceppi di lievito come Pichia stipitis (NRRL-Y-7124), S.
cerevisiae (RL-11) e Kluyveromyces fagilis (Kfl) sono stati
segnalati come buoni produttori di etanolo da diversi tipi di
zuccheri (Mussato et al., 2012)

La distillazione € la fase finale della produzione di bioetanolo e lo
scopo della distillazione é separare e purificare il bioetanolo dal
brodo di fermentazione. Le fasi per la produzione di etanolo sono
tutte caratterizzate da un consumo energetico elevato, cio crea dei
limiti nella loro applicazione in quanto i costi potrebbero essere
troppo elevati. Fortunatamente possono essere applicate delle
tecniche di riciclaggio per ridurre i costi di produzione. |l
riciclaggio puo avvenire nelle diverse fasi come mostrato nella
figura 3; ad esempio, riciclare gli additivi ad alto costo, come gli
enzimi, i microrganismi di fermentazione e le costose sostanze
chimiche utilizzate nel pretrattamento o il riciclaggio delle acque
reflue. Ad esempio, il liquido di scarto dopo il pretrattamento puo

essere riciclato per un nuovo lotto di pretrattamento.



Water
Chemicals

* Solid-bound cellulase
* Free cellulase

Water
Enzymes

Lignocellulosic
biomass

—" Pretreatment H Solid fraction .—>

e Wild type strain
¢ Engineered strain

Yeast

-

Enzymatic
hydrolysis

‘ e Black liquor
— * Waste water
’ ¢ Chemical solution

—>| Hydrolysate ‘—'I Fermentation ‘—>| Distillation ‘—* Bioethanol

| Solid residue

Stillage

Figura 3: Processi di riciclo nelle fasi del processo di conversione delle biomasse lignocellulosiche in

etanolo (Chen et al., 2021).
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5. Scopo della tesi

Secondo I'Organizzazione delle Nazioni Unite per I'alimentazione
e l'agricoltura (FAO), circa un terzo di tutti gli alimenti prodotti nel
mondo va perso o sprecato in una qualche fase della filiera
alimentare, fra il produttore e il consumatore. Nell'UE cio
corrisponde a circa 87,6 milioni di tonnellate di alimenti I'anno. In
Italia, si stima una perdita di circa il 14% del cibo prodotto e uno
spreco del 17% della produzione alimentare (11% nelle famiglie,
5% nei servizi di ristorazione e 2% nella vendita al dettaglio), due
fattori che stanno contribuendo ad aumentare la fame nel mondo.
Inoltre, la ricerca di energie sostenibili risulta essere di maggiore
interesse soprattutto in periodi come questo, in cui il costo dei
combustibili fossili rischia di mettere in ginocchio [I’intera
economia mondiale. L’obiettivo, pertanto, alla base del lavoro del
mio Dottorato di ricerca e stato volto alla caratterizzazione e
valorizzazione di scarti, animali e vegetali, e specie endemiche
diffuse nel Mediterraneo con particolare attenzione a quelle
siciliane, per lo sviluppo di prodotti dal valore aggiunto. Le

tecniche analitiche impiegate sono state:



- Gas cromatografia con rivelatore a ionizzazione di fiamma
(GC-FID) per la determinazione degli acidi grassi e la

quantificazione dell’etanolo e dell’acido lattico prodotto dai

substrati derivati dalle matrici oggetto di studio;

- Cromatografia liguida ad alte prestazioni accoppiata alla

spettrometria di _massa (HPLC-MS) per [I’analisi quali-

quantitativa dei polifenoli e degli zuccheri presenti nelle
matrici;

- Spettometria di massa con ionizzazione DART Direct

Analisys Real Time per le analisi dei composti organici;

Spettrometria di massa a plasma accoppiato induttivamente
(ICP-MS) per I’analisi del contenuto in minerali.

Le tecniche utilizzate per la valorizzazione degli scarti:

- Fermentazione per la produzione di etanolo e acido lattico

- Liofilizzazione per la produzione di estratti con attivita

antimicrobica



6. Parte sperimentale

Le matrici utilizzate per il progetto di dottorato sono state

principalmente:

- Cladodi di Opuntia ficus indica, siciliani e tunisini,
provenienti da scarti di potatura.

- Pastazzo e succo di agrumi.

- Rhus coriaria 0 sommacco.




6.1. Riciclaggio dei rifiuti di potatura di
Opuntia-ficus indica: Recupero e
Caratterizzazione delle Mucillagini da
Cladodi

6.1.1. Introduzione

Il mercato globale degli idrocolloidi € cresciuto notevolmente negli
ultimi anni, raggiungendo 7,9 miliardi di dollari nel 2019 con un
valore previsto di 8,5 miliardi di dollari entro il 2022 (Market and
Market, 2018). La mucillagine di Opuntia ficus-indica (OFI) € un
polimero naturale prodotto nelle cellule della mucillagine del
parenchima, all'interno dei tessuti di diversi organi (frutti e
cladodi) con il ruolo principale di trattenere l'acqua. La
mucillagine OFI e un eteropolisaccaride ad alto peso molecolare
(2,3 x 10* - 3 x 10° g-mol™!) costituito principalmente da sei
zuccheri (arabinosio, galattosio, ramnosio, xilosio, acido uronico e
acido galatturonico), proteine e biomolecole. Recentemente Salehi
et al, (2019) hanno descritto alcune applicazioni attuali
dell'idrocolloide OFI nell'industria alimentare, come l'uso di
mucillagini come rivestimento e film commestibile per prolungare
la durata di conservazione dei prodotti agricoli. Altri studi hanno
dimostrato il suo utilizzo come nuovo idrocolloide naturale in
applicazioni industriali multiuso (Séaenz et al., 1998; EI-Samahy et
al., 2009; Saenz et al.,, 2004; Inglese et al., 2017). Il nostro

obiettivo principale era caratterizzare la qualita e le proprieta della



mucillagine OFI come sottoprodotto da utilizzare in applicazioni

alimentari/cosmetiche/farmaceutiche.

6.1.2. Materiali e metodi

| cladodi di Opuntia-ficus indica sono stati raccolti nel febbraio
2019 presso I’azienda agricola, ad agricoltura biologica e
specializzata, Bubbonia, L’azienda di circa 120 ettari si trova nel
comune di Mazzarino (Sicilia). Dopo la raccolta, i cladodi sono
stati lavati e igienizzati con acqua e Sanilyte®, un disinfettante a
base di acido ipocloroso alla concentrazione finale di 95 mg-L ™! e
un potenziale di riduzione dell'ossido (ORP) di +850 mV,
attraverso una linea di lavaggio meccanica, per eliminare le
impurita e ridurre la carica batterica. La concentrazione finale di
cloro libero e I'ORP dell'acqua di lavaggio sono state misurate
rispettivamente utilizzando il fotometro Hanna Instruments Hi
83399 con il kit HI 93701-01 e il pHmetro Hanna Instruments Hi
98121. Seguendo i limiti normativi stabiliti dalla Food and Drug
Administration (FDA), le concentrazioni di cloro libero e ORP
nell'acqua di lavaggio erano rispettivamente di 60 mg-L-1 a pH 6,5
e 830 mV. Dopo la fase di lavaggio, i cladodi sono stati lavorati
nella linea di estrazione, dotata di un trituratore industriale con
adattamenti specifici da parte di partner industriali. La linea di
estrazione e stata precedentemente igienizzata spruzzando Sanilyte
a 200 mg-L™' per evitare processi di contaminazione delle

mucillagini. La mucillagine é stata ottenuta attraverso un processo



meccanico-fisico che permette l'estrusione della mucillagine dai
cladodi e il suo stoccaggio in cisterne da 1000 litri. Cingue litri del
campione sono stati imbottigliati e spediti tramite corriere al
Laboratorio di Bioprodotti e Bioprocessi del'lENEA (PROBIO) in
Centro Casaccia (RM). Il campione e stato quindi aliguotato in
provette Falcon da 50 mL e conservato a -20°C, mentre una parte ¢
stata liofilizzata (LIO SPDGT 5PASCAL, 230 volt, 1ph, 50H2)

fino a peso stabile.

6.1.2.1. Sostanze chimiche e reagenti

Tutti 1 prodotti chimici sono stati acquistati da R&M Chemicals
(Essex, Regno Unito). 2,4,6-tris (2-piridil) -s-triazina (TPTZ) e
2,2-difenil-1-picrylidrazyl (DPPH. 90%), albumina sierica bovina
e trolox (6-idrossi-2,5 ,7,8-tetrametilcroman-2-carbossilico) sono
stati acquistati dalla societa Fluka (Svizzera). Tutti gli standard
sono stati forniti da Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA).

6.1.2.2. Analisi fisiche e chimiche

Il pH é stato determinato utilizzando Hanna Instruments-HI5000 e
I'acidita libera e stata determinata mediante titolazione automatica
con NaOH 0,5 N (pH Burette 24 CRISON). La densita é stata
stimata con un picnometro di vetro. La viscosita dei campioni
(soluzione al 10% in acqua) € stata misurata con un viscosimetro
capillare in vetro Cannon-Fenske calibrato (Cannon Instrument
Co., State College, PA, USA). E stato seguito il metodo dell'acido



fenolo-solforico per il contenuto totale di carboidrati, misurato a
480 nm (Monrroy et al.,2017). In breve, 100 mg di polvere di
mucillagine di estratto e 5 mL di HC1 2,5 N sono stati miscelati in
una provetta e posti a bagnomaria a 95°C per 3 ore. La soluzione €
stata neutralizzata con carbonato di sodio, diluita con 5 mL di
acqua e centrifugata. 1l surnatante € stato portato ad un volume di
100 ml. Quindi, una porzione del campione (0,1 mL) e stata
aggiunta a 1 mL di fenolo al 5% e 5 mL di acido solforico
concentrato e posta in un bagno dacqua a 30°C per 20 minuti.
Infine, il contenuto totale di carboidrati e stato determinato
mediante spettrofotometro UV Vis a una lunghezza d'onda di 480
nm e quantificato rispetto a una curva di calibrazione utilizzando lo
xilosio come standard. Gli acidi uronici totali sono stati determinati
seguendo il metodo descritto da Bacchetta et al. (2019). Il metodo
Lowry (1951) con lievi modifiche e stato utilizzato per determinare
le proteine totali. Il contenuto totale di polifenoli e stato
determinato utilizzando il metodo Folin-Ciocalteu (Proestos et al.,
2013). Un'aliquota di 250 pl dell'estratto (40 mg in 1 ml di
metanolo 80%) e stata miscelata con 250 pl di reattivo Folin-
Ciocalteau, precedentemente diluito con acqua bidistillata (1:10).
La miscela é stata lasciata a riposo per 7 minuti; quindi, alla
miscela sono stati aggiunti 500 pL di carbonato di sodio (20%
p/v). Infine, la miscela ¢ stata lasciata riposare al buio per circa 40
minuti e l'assorbanza (Abs) e stata misurata a 725 nm contro una

soluzione in bianco (250 pL di acqua + reagente) utilizzando uno



spettrofotometro  UV/Visibile. Tutte le misurazioni sono state
eseguite in triplicato ei risultati sono stati espressi come
milligrammi di acido gallico equivalente per grammo di peso secco
(mg GAE g dw-1). La capacita antiossidante e stata determinata
mediante il metodo DPPH: 100 pL di campione sono stati aggiunti
a 2,9 mL di soluzione DPPH 0,06 mM. | campioni triplicati sono
stati agitati in un vortice e tenuti al buio per 60 minuti, prima di
leggere l'assorbanza a 517 nm. | risultati sono stati espressi come
milligrammi di Trolox equivalente per grammo di peso secco
(umoli TE g dw-1). La percentuale di inibizione e stata ottenuta
per interpolazione di una curva di calibrazione (Abs vs uM
Trolox). Per massa secca si intende la massa di residuo presente
dopo l'essiccamento in stufa a 105°C fino a quando la massa
rimane invariata (24 h) mentre la % di ceneri e stata determinata
mediante incenerimento a secco in una muffola Heraeus a 550°C
per 8 h. La determinazione del contenuto relativo di Ca, K, P, Mg e
S e stata eseguita in una scansione al microscopio (SEM) (JEOL,
Giappone; modello JSM6390LV/LGS; software INCA® Suite
4.08) dotata di una sonda elettronica a dispersione di energia X-
sistema a raggi (EDX) (LK-IE250 Oxford INCA Energy 250) per
microanalisi qualitativa e quantitativa. In breve, sono stati pesati
2,5 mg di estratto di mucillagine liofilizzato; la polvere € stata
accuratamente montata su un moncone di metallo utilizzando del
nastro di carbonio biadesivo prima dell'analisi mediante SEM-

EDX. Il tempo di scansione EDX e stato impostato su 70 secondi,



la superficie di scansione copriva un‘area di 3,01 mm x 2,32 mm e

I'energia di scansione era di circa 20 Kv.

6.1.2.3. Analisi DART-MS

Gli  zuccheri neutri puri (saccarosio, glucosio, galattosio,
mannosio, arabinosio, xilosio e ramnosio), gli acidi uronici
(galaturonico e glucoronico), gli antiossidanti polifenolici (acido p-
cumarico, isorhamnetina, isoquercetina e iperoside), gli aminoacidi
e lI'idrocolloide naturale OFI sono stati analizzati come solidi. Per
ogni campione, un tubo capillare é stato immerso negli standard
e/o nella mucillagine liofilizzata e quindi il tubo capillare é stato
posizionato tra il flusso di elio della sorgente ionica DART e
I'interfaccia del vuoto per ottenere spettri di massa (MS). Ogni
campione ¢ stato rilevato almeno da tre a cinque volte per 1 min.
L'analisi di massa € stata eseguita su uno spettrometro AccuTOF
LC-PLUS JMS-T100LP (JEOL, Tokyo, Giappone) con una
sorgente ionica DART SVP100, (lonsense, Saugus, MA, USA). La
sorgente di ioni DART é stata utilizzata con elio per l'analisi e
azoto per la modalita standard, la temperatura del gas era di 300
°C, la pressione di ingresso era di 0,55 MPa e la tensione era di
+600 V é stata utilizzata per la modalita di ioni negativi.
L'acquisizione degli spettri di massa e stata registrata con il
software Mass Center System versione 1.5.0k un range di massa di

m/z 50 - 1000 Da in modalita negativa.



6.1.2.4. Analisi statistica

Le analisi statistiche sono state utilizzate per confrontare i risultati
ottenuti nei replicati ei dati sono stati espressi come media *
deviazione standard (DS). Tutte le analisi sono state eseguite dal
software SPSS. Utilizzando I'analisi della varianza (ANOVA), le
differenze tra le medie sono state determinate per la significativita
a P <0,05. La microanalisi EDX e stata valutata mediante analisi
della varianza unidirezionale (Sigma Plot ver. 12.0, Software).

Tutti i test sono stati esequiti in triplicato.

6.1.3. Risultati e discussioni

| cladodi come materia prima sono regolarmente consumati come
ortaggi o foraggi (rispettivamente il 16% o il 22% delle terre
produttive) in Messico, mentre negli Stati Uniti e in Canada é stata
documentata una crescente domanda di consumo (Bacchetta et al.,
2019). In altri paesi come I'ltalia, il riutilizzo e il riciclaggio degli
assorbenti possono essere considerati una diversificazione del
reddito per gli agricoltori. La potatura nei frutteti specializzati
italiani, compresa la “scozzolatura” per l'induzione di produzioni
frutticole aggiuntive, mettono a disposizione cladodi o frutti
Immaturi, che possono essere materia prima preziosa per
bioprodotti di alto valore. Opuntia ficus-indica colloide naturale
puo essere ottenuto dalla matrice (cladodi o bucce di frutta),
mediante macerazione in acqua (Bacchetta et al.,, 2019) o

utilizzando diversi solventi (Saenz et al.,2004), tuttavia si possono



adottare altre tecniche come la pressatura meccanica o la
macinazione (Sepulveda et al.,, 2007). In generale, le rese di
estrazione sono basse (<2%) in peso fresco e vicine al 19% in peso
secco (Salehi et al., 2019). Nel nostro lavoro, il processo di
lavorazione, che si basa su un metodo meccanico, aumenta
notevolmente I'efficienza nell'estrazione delle mucillagini OFI, con
una resa di oltre il 30% in peso secco. Inoltre, la capacita di lavoro
effettiva dei processi di estrazione meccanica era di 0,5 - 0,6 ton/h.
Monrroy et al. (2017) hanno riportato una resa di circa il 24% =
1% da cladodi freschi di Opuntia cochenillifera trattati con
processo termico (80°C e 44°C). Tuttavia, l'alta temperatura
influisce sulle proprieta dell'idrocolloide come le prestazioni
reologiche, come riportato da diversi autori (Bacchetta et al.,
2019). Pertanto, un'estrazione meccanica che lavora a bassa
temperatura offre alcuni vantaggi, tra cui la riduzione dei tempi di
lavorazione e dei consumi energetici, inoltre questo processo evita
l'utilizzo di solventi dannosi e costosi e aumenta le rese di

estrazione.

6.1.3.1. Caratterizzazione fisica dell’idrocolloide

La tabella 1 riporta le proprieta fisiche della mucillagine OFI
estratta dai cladodi. Come previsto, il pH era subacido (4,50 *
0,30), come conseguenza del ritmo diurno e stagionale basato sulla
CAM che caratterizza questa specie. Il valore di pH riscontrato nei

nostri campioni era inferiore a quello riportato da Gebresamuel et



al. (2012) per O. ficus-indica (5,5 - 6), ma paragonabile a quelli
riportati per la gomma arabica (4,5 - 5,6), che ¢ il tipo di gomma
piu utilizzato negli alimenti e in altre applicazioni industriali
(Daoub et al., 2016). Allo stesso modo l'acidita libera della
mucillagine siciliana é stata trovata 1,40 £ 0,20 g-L-1 equivalente
di acido tartarico. Tuttavia, questi parametri possono variare in
base ai diversi tempi di raccolta con l'acidita piu alta nei cladodi
raccolti durante l'inverno rispetto ai cactus raccolti durante la
primavera. Questa differenza puo essere spiegata dalla ridotta
esposizione alla luce del giorno durante l'inverno, ma sembra
anche essere dipendente dal genotipo (Stintzing et al., 2001). Tra
le proprieta fisiche, la viscosita € uno dei parametri di qualita
desiderati degli eccipienti per applicazioni sia in formulazioni
alimentari che farmaceutiche, in particolare per preparazioni
liquide. La viscosita € stata trovata 4,84 = 0,20 mPa s in una
soluzione al 10% in acqua; risultati simili sono stati riportati per
una soluzione al 4% di gomma arabica. La densita dei campioni
sperimentali ¢ stata stimata 1,01 £ 0,01 (g-cm—3), in accordo con

altri autori (Gebresamuel et al., 2012).



Parametri Risultati

Colore Giallo senza clorofilla
pH 4.50+0.30
Acidita libera (gL eq. acido tartarico) 1.40+0.20
Viscosita mPa s 4.84+0.20
Densita (g-cm™3) 1.01 +£0.01

Tabella 1: Colore, pH, acidita libera, viscosita e densita della mucillagine di Opuntia ficus-indica. | dati

sono riportati come media * deviazione standard (n = 3).

6.1.3.2. Composizione chimica

| carboidrati sono i componenti piu tipici della mucillagine
naturale di Opuntia ficus-indica in un intervallo compreso tra il
13% e il 64% (Gebresamuel et al., 2012). Abbiamo trovato un
valore del 53% di carboidrati totali (Tabella 2). Elnaz Salehi et al.,
(2019) hanno suggerito una quantita approssimativa del 90% di
carboidrati totali con una composizione strutturale di zucchero in
arabinosio, ramnosio, xilosio e galattosio (in rapporti di
1,0:1,7:2,5:4,1) (Matsuhiro et al., 2006). A causa dell'elevata
quantita  di  galattosio e  xilosio, il  polisaccaride
ramnogalacturonano é classificato nella classe della gomma di
galattossilano (Salehi et al., 2019). L'ampia gamma nella
determinazione dei carboidrati e probabilmente dovuta ai diversi
metodi di estrazione, in particolare alla bassa efficienza e
precisione della fase di idrolisi che potrebbero influenzare
negativamente i risultati finali. Tuttavia, i tipi e il contenuto di
carboidrati possono variare con la stagione e l'eta dei cladodi;

Ribeiro et al. (2010) hanno trovato campioni raccolti in estate



caratterizzati da un maggior contenuto di carboidrati in particolare
glucosio, fruttosio, galattosio, xilosio e arabinosio, con il cladode
terziario (vecchio cladode) caratterizzato da un doppio contenuto
di zuccheri rispetto ai cladodi quaternari (giovani cladodi). Tra i
componenti polisaccaridi piu reattivi, gli acidi uronici sono in
grado di determinare alcune importanti caratteristiche delle
mucillagini come la viscosita, la capacita di incorporare acqua nei
tessuti, la chelazione degli ioni Cax+ nonché le condizioni di pH.
La loro quantita in polimeri naturali € comunemente considerata
una misura della loro natura polielettrolitica, essendo un fattore
critico nei processi di coagulazione/flocculazione. Il contenuto di
acidi uronici determinato spettrofotometricamente nei campioni
siciliant ¢ risultato pari a 2,1 £ 0,6 mg'g—1 con una quantita
inferiore a quella riportata da altri autori (Goycoolea et al.,2003;
Madjdoub et al., 2001). Forse il processo di decarbossilazione
durante l'idrolisi potrebbe aver influito negativamente su questa
determinazione analitica; d’altra parte, il processo meccanico
potrebbe non essere cosi efficiente per estrarre i componenti della
pectina dal tessuto di clorenchima verde dei cuscinetti. In accordo
con gli autori precedenti (Salehi et al., 2019; Espino-Diaz et al.,
2010), abbiamo trovato il valore medio del contenuto proteico
totale 24,54 + 15,00 mg di ABS g—1dw. Il contenuto proteico ¢ un
altro fattore importante per determinare le proprieta funzionali
delle mucillagini. Le interazioni che avvengono tra proteine e

specifici gruppi funzionali idrofili di polisaccaridi possono infatti



influenzare la capacita filmogena, emulsionante e stabilizzante,
nonché le proprieta schiumogene. Lecaros et al. (1997) ha trovato
principalmente glutammina, leucina e lisina come componenti
principali delle proteine. La tabella 2 riporta anche il contenuto
totale di polifenoli e [l'attivita antiossidante dei campioni di
mucillagine. Nel complesso, i risultati attuali hanno mostrato che
OFI é una specie di preziosa fonte di molecole antiossidanti con
proprieta che promuovono la salute (Inglese et al., 2017; Rocchetti
et al., 2018). Recentemente Boutakiout et al. (2018) hanno
analizzato il succo dei cladodi centrifugati e hanno confermato il
contenuto totale di polifenoli come fattore dipendente dalla
stagione, in ogni caso hanno documentato una quantita in molecole
antiossidanti superiore a quelle riportate per mela (296,3 £+ 6,4 ug
GAE), banana (90,4 £ 3,2 ug GAE), ananas (94,3 + 1,5 ug GAE) o
fragola (160,0 = 1,2 ug GAE). Il contenuto totale di polifenoli é
fortemente correlato alla capacita antiossidante contro i radicali
liberi. Nel presente studio il contenuto totale di polifenoli & stato
trovato di circa 19,40 £ 0,02 mg GAE g-1 di peso secco e la
capacita antiossidante di 22,5 £ 0,5 pmol TE g-1. Rocchetti et al.
(2018) hanno riscontrato un valore del contenuto totale di
polifenoli intorno a 2600 mg GAE/kg di peso fresco nei cladodi di
pera cactus di San Cono (ltalia), che era paragonabile a quello di
altri autori; gli stessi campioni possedevano valori GAE di 1040
mg/kg di peso fresco considerando lo scavenging dei radicali

DPPH. Pertanto, i composti antiossidanti principalmente legati nei



globuli verdi esterni dei cuscinetti (clorenchima) (Bensadon et al.,
2010), sono inferiori nella mucillagine che appartiene dalla parte
interna (cellule mucillaginose del parenchima); questo e il motivo
per cui i metodi di estrazione, o l'uso dell'estrazione assistita
(Bacchetta et al.,, 2019), possono contribuire attivamente a
migliorare la qualita del sottoprodotto. La materia organica totale,
ceneri e sedimenti (massa secca), erano rispettivamente 3,30% =+
0,20% fw e 29,30% =+ 4,00% fw. Questo valore e
considerevolmente alto rispetto a quelli riportati per gomme
commerciali come la gomma di semi di locus (0,7% - 1,5%), la
gomma di xantano (1,5%) e la gomma di acacia (1,2%) (Salehi et
al., 2019), con interessanti implicazioni sull'Opuntia come fonte
importante di nutrienti minerali che potrebbero essere riciclati e
riutilizzati (Do Nascimiento et al., 2016).

In questo lavoro, la composizione minerale della polvere di
mucillagine OFI e stata determinata utilizzando la spettroscopia a
raggi X a dispersione di energia, come riportato nella Tabella 3.
L'alto contenuto di carbonio e ossigeno indica una composizione
principalmente organica dei campioni.,

In percentuale, il calcio (Ca, 4,85% £ 0,13%) era il minerale piu
abbondante nelle mucillagini, seguito dal potassio (K, 3,84% =+
1,22%). Questi risultati sono in accordo con quelli riportati per le
comuni gomme commerciali e con quelli riportati per la
mucillagine liofilizzata di Opuntia spp (Dick et al., 2019) o la
farina di cladodi (Dick et al., 2020) Si trovano anche



macrominerali di magnesio, fosforo e zolfo, anche se in guantita

minore (Tabella 3).

Composizione chimica Risultati
Carboidrati totali (mg eq xilosio g™ dw) 532.06 £ 0.33
Acidi uronici totali (mg acidi uronici g dw) 21+0.6
Proteine totali (mg eq ABS g1 dw) 24.54 +15.00
Polifenoli totali (mg GAE g dw) 19.40 £ 0.02
Capacita antiossidante (umol TE g dw) 225+0.5
Massa secca (% fw) 3.30+0.20
Cenere (% dw) 29.30 +£4.00

Tabella 2: Caratterizzazione chimica dell'idrocolloide di Opuntia ficus-indica. | dati sono riportati come
media + deviazione standard (n = 3).

Elementi (%) Risultati
Carbonio 394+1.6
Ossigeno 48.46 +3.10
Calcio 4.85+0.13
Potassio 3.84+1.22
Magnesio 0.88 +0.05
Zolfo 0.27 +£0.03
Fosforo 0.22+0.03

Tabella 3: Microanalisi minerale mediante spettroscopia a raggi X a dispersione di energia. | dati sono

riportati come media + deviazione standard (n = 3).

6.1.3.3. lIdentificazione dei composti organici mediante
DART-MS

L'analisi diretta in tempo reale (DART) consente la valutazione
rapida (da 10 a 15 secondi) di campioni o oggetti nel loro stato
nativo in ambiente aperto. Campioni o grandi molecole possono

scomporsi in piccoli frammenti caratteristici nella sorgente



DART tramite pirolisi e i prodotti vengono quindi rilevati
mediante spettrometria di massa (MS) ad alta risoluzione
(Hajslova et al. 2011). Qui abbiamo applicato DART-AccuTOF
LC-PLUS per studiare diversi tipi di monosaccaridi e altre
molecole naturali nella mucillagine di Opuntia liofilizzata senza
pretrattamento del campione. Gli ioni molecolari (addotti) degli
standard sono presentati nella Tabella 4. Lo spettro di massa
DART della mucillagine OFI a 300°C in modalita ionica
negativa e mostrato nella Tabella 5 e nella Figura 1. L'addotto di
arabinosio o xilosio, a causa della perdita di una molecola
d'acqua, [M-H20] — ione con m/z 132, era lo ione molecolare
pit abbondante e lI'addotto esoso deprotonato, [M-H] — ione con
m/z 179 era lo ione piu debole nello spettro del dardo in
modalita negativa. Altri ioni molecolari ad alta intensita erano
m/z 214 e m/z 215, che corrispondono all'addotto esoso [M-H +
Cl] — e [M + CI] — che si formano legando uno ione cloro agli
esosi come menzionato da Gross et al., (2014). Altri addotti
monosaccaridici presenti nello spettro DART-MS sono gli ioni
molecolari m/z 114 e m/z 89. Questi ioni molecolari
corrispondono all'addotto monosaccaridico di peso molecolare
150 (arabinosio e xilosio) che perdono due molecole d'acqua
[M-2H20] —, cosi come 1'addotto deprotonato di esosi senza
cinque molecole di H20 [M-H-5H,0], rispettivamente. In MS-
DART, 1 polisaccaridi subiscono una decomposizione termica

durante la ionizzazione ambientale, generando impronte o



profili caratteristici, costituiti da frammenti piu piccoli (Ma et
al., 2018). Molte impronte digitali corrispondenti a mono e
oligosaccaridi sono state riportate per standard ed estratti di
ginseng (Wang et al., 2014), estratti di erbe della medicina
tradizionale cinese (Yang et al., 2017) e glicosidi di piante con
attivita di importanza biologica (Ma et al., 2018). Questi profili
o impronte digitali di saccaridi sono stati acquisiti in modalita
jonica negativa e positiva in DART. L'analisi in modalita
positiva consente di identificare facilmente i monosaccaridi
come addotti di ammonio (NH+4) negli spettri DART (Wang et
al., 2014); tuttavia, queste molecole ammoniacali (addotti) sono
deboli o assenti negli estratti vegetali ricchi di oligosaccaridi. Al
contrario, gli ioni monosaccaridi o oligosaccaridi (de-
protonazione) e gli ioni molecolari (ioni radicali) sono stati
facilmente rilevati negli spettri di massa DART negativi (Wang
et al., 2014; Yang et al., 2017); come l'impronta digitale del
monosaccaride del nostro idrocolloide naturale (Figura 1)
(Huang et al., 2019; Zeng et al., 2012).



Standard sample Adduct ion m/z value

Disaccharides
Sucrase [GlusFruc-Hatd] [Hex-H-3H. 0] 84
MW M2 [Hex-H-H.J| 161
[Hex-H] 17
Sucrose = M [%-H] 341
Glu ar Frue = Hex [IHex-H| 300
[3Hex-H-H.0] a2
Monosaccharides
{ilucose, mannose. galaciose [M-H-5H3] ag
MW 18] [%-H-H.0| 161
[M-H] 179
[M+01] 115
[21M-H] 1594
[2M-H] 239
Rhamnoss [%-H] 163
MW 164 [IM-H-CH,-CHO-CH.0 1654
[IM-H] 327
Xylosz, arabinase [%-H] 14%
MW 150 [IM-H] Jok#
[3M-H] 449
Uronic acids
{ialacturonic, gluceronic [M-H-H.0| 75
MW 194 [M-H] 122
[1M-H] 157
Amino acids
Glutamic acid [¥-H-H.O| 128
MW 14T [%-H] 145%
[AM-H-HA-NH;| or [2M-H-2H.0 157
[IW-H-H.t3] 175
[IM-H] i
Polyphenolic antioxidants
I-cowmaric acid [%-H] 163%
MW 164 [2M-H] 327
Isorhamnetin [M-1H] 313
MW: ile [%-2H] EE!
[M-H] 1154
[1M-H] 631
lsoguercetin 1900 [Glu-H-H:0] 161
15000 =M [(-H] 334
Quzreetin + glucese - H.O [G-H+ ] 317
[Clu-H 0] [M-2H-1{3H] 445
MW 46d [M-1H] 41
[23-H| a3
[2¢}-H-0] 619
Huperaoside Hyp [Cral-H-Hi] 161
Hyp = M [Gal-H] 179
Quercetin + galactose - H.0O [-H] W
[3+05al-Ha] [M-IH+D ] 457
MWW 40d [23-H| Rl

* Mozt abundant ion.

Tabella 4: Elenco dei monomeri negativi osservati e degli ioni cluster rilevati negli standard analizzati in
modalita negativa da DART-MS.



[dentification |#1-H] [%-H + 2] [A-Hax] [A-ZH-0] [M-5H:0|

Six-carbon 1790099 2144524 H3 03110
Five-carhon 13198627 1149734

*MMost abundam ion

Tabella 5: Frammenti principali per monosaccaridi generati nell'estratto di mucillagine OFI (liofilizzato)

da DART-MS e formule chimiche proposte.

x10° Intensity (78550)
Hexose
N 132.9862 —214.9824 [MH+CI]
[M-H,OJ
Arab-Xyl
60 Y 241.9936 [M+M-OH-4H, O]
40
Arab-Xyl Hexose
i M+M-OH]J
[M-2H,0] [ OH]
204 . oA .
90,0010 1149734 | 1133.9839 179.0099 Sloiple
] Hexose
[M-5H,0]
04 - AL i L 1L o0 ; i
LN A B L RO N R R LN R LN BN B B BN B B B BB N L BN LR R B L L B B B R R B R B B N
50 100 150 200 250 300 350 400

m/z

Figura 1: Spettri di massa DART dell'estratto di mucillagine di Opuntia ficus-indica con una temperatura
del gas argon riscaldato di 300 °C in modalita di ioni negativi. I principali ioni molecolari per i
monosaccaridi a cinque atomi di carbonio (M in blu) e sei di carbonio (M in rosso) sono rappresentati come
addotti [M-nH20] -, [M-H], [M-OH], [M-H + CI] - o [M + CI]-.]-. Il rapporto massa/carica (m/z) di

ciascun anione € rappresentato dal valore dei picchi.



6.1.4. Mucillagine: potenziali applicazioni industriali

La mucillagine di cactus é un interessante biopolimero funzionale
che puo essere utilizzato nell'industria alimentare, cosmetica e
farmaceutica grazie alle sue caratteristiche fisiche e funzionali,
quali: viscoelasticita (rivestimento edibile), capacita di formare una
rete molecolare (trattengono l'acqua), capacita di formare film
(filtrazione), ecc. Nella tabella 6 é riportato un elenco di possibili
applicazioni industriali dell'idrocolloide, che ne evidenzia la
multifunzionalita. Oltre agli usi discussi nelle industrie
cosmetiche/farmaceutiche/alimentari, possono essere esplorate
altre filiere produttive. Ad esempio, nell'ambito del Programma di
cooperazione bilaterale tra Italia e Messico, ENEA e Collegio di
Michoacan, Colmich ha studiato I'applicazione della mucillagine
come consolidante di vernici a strati sottili e additivi organici per
migliorare le proprieta delle biomalte per il restauro dei beni
culturali. I risultati incoraggianti suggeriscono sue possibili
applicazioni anche in questo settore economico di nicchia (Persia
et al., 2016). Tra le ricerche in corso le plastiche biodegradabili e
compostabili. Pertanto, una sfida tecnologica futura é la capacita di
ottimizzare le tecniche di estrazione e purificazione, l'essiccazione
e altre condizioni di lavorazione per ottenere bioprodotti di diverse

applicazioni.



Settore industriale

Applicazione

Riferimento

Cibo

Trattamento delle

acque reflue

Industria
cosmetica e

farmaceutica

Beni

culturali/edilizia

Agricoltura

pellicola edibile per aumentare la shelf-
life di frutta e vegetali/film edibile.
agente incapsulante per preservare i
composti bioattivi, colorante naturale
(tecnica di spray-drying).

addensante, stabilizzante, gelificante.
Ingrediente gluten-free

Flocculante per rimuovere la
contaminazione batterica, membrane
utilizzate per la rimozione di diversi
metalli pesanti (spin nano- o microfibre)
effetto gastroprotettivo, idratante,
cicatrizzante, antiossidante

eccipiente farmaceutico: agente
gelificante per la somministrazione di
farmaci a rilascio prolungato
Consolidante per vernici a strati sottili e
additivi organici per migliorare le
proprieta delle biomalte

Ammendante del suolo

Tabella 6: Applicazioni industriali della mucillagine di Opuntia-ficus indica.
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6.2. Caratterizzazione chimica del nopal secco
siciliano [Opuntia ficus-indica (L..) Mill.]

6.2.1. Introduzione

L'Opuntia ficus-indica (L.) Mill., comunemente nota come fico
d'India, é originaria del Messico e si € successivamente diffusa in
molte aree del mondo, come il Sud America, il Sud Africa e, non
ultimo, il bacino del Mediterraneo. In lItalia, la sua diffusione si ha
soprattutto nella Sicilia Orientale. In particolare, il territorio di San
Cono (Sicilia sud-orientale) possiede i piu grandi frutteti italiani,
costituiti da tre principali cultivar autoctone e commerciali, come
Sanguigna, Surfarina e Muscaredda (Albergamo et al.,2018;
Albergamo et al., 2021). L’impatto economico di Opuntia-ficus
indica ha un ruolo di maggiore rilievo in territori come il Messico
dove, oltre alla commercializzazione dei frutti, i cladodi vengono
consumati freschi crudi o cotti per I’alimentazione (Andreu et al.,
2018; Andreu-Coll et al., 2019; Angulo-Bejarano et al., 2014;
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Contreras-Padilla et al., 2011; Figueroa-Perez et al., 2018;
Guevara-Figueroa et al., 2010; Hernandez-Urbiola et al., 2010;
Lopez-Cervantes et al., 2011; Ramirez-Moreno et al.,
2011;Rodriguez-Garcia et al., 2007; Santos-Zea et al., 2011). Ci
sono, invece, pochi studi riguardanti I’uso degli scarti di potatura
in altre zone, per tale motivo lo scopo del presente studio e stato
quello di effettuare per la prima volta una caratterizzazione
chimica esauriente del nopal siciliano (O. ficus-indica) disidratato
mediante un processo di essiccazione solare. Inoltre, il nopal
siciliano é stato studiato in relazione alla cultivar (es. Sanguigna,
Surfarina e Muscaredda) e alla stagione della potatura (gennaio-
febbraio e giugno-luglio 2019) per sfruttarne al meglio le

potenzialita in ambito alimentare e nutraceutico.

6.2.2. Materiali e metodi

Cladodi freschi di tre cultivar autoctone di fico d'India (Opuntia
ficus-indica L., cv. Sanguigna, Surfarina e Muscaredda), sono stati
raccolti da piantagioni biologiche situate nel territorio di San Cono
(Sicilia, Italia), comprendenti i comuni di San Cono, San Michele
di Ganzaria (provincia di Catania), Piazza Armerina (provincia di
Enna), e Mazzarino (provincia di Caltanissetta), ad un'altitudine
compresa tra 200 e 600 m s.I.m. (Figura 1). L'identificazione
tassonomica del fico d'India e stata effettuata dai botanici
dell'Universita di Messina. Nello specifico, per ogni cultivar sono

stati raccolti 12 campioni, ciascuno composto da ~100 kg di



cladodi freschi (lunghezza circa 30-50 cm), comprendenti 6
campioni provenienti dalla potatura effettuata nel periodo gennaio-
febbraio 2019 (stagione invernale) e 6 campioni dalla potatura
eseguita in giugno-luglio 2019 (stagione estiva). Pertanto, durante
lo studio sono stati presi in considerazione un totale di 36 campioni
di cladodi. Per ogni campione, i cladodi sono stati lavati, pelati,
tagliati a fettine e disidratati da un essiccatore solare installato a
San Cono. Come gia descritto da Ciriminna et al. (2019), il sistema
di essiccazione solare composto da sei collettori solari di forma
rettangolare (1,05 m x 6,0 m) rivolti direttamente a sud senza
ombreggiamento e inclinati di 60 °. Tale sistema & stato
posizionato davanti ad un forno di essiccazione convenzionale (De
Cloet, Italia) in modo che l'aria calda proveniente dai collettori
solari venisse immessa nel forno tramite un unico ventilatore
alimentato dall'energia elettrica recuperata dalla rete. La
temperatura all'interno del forno era di ~45 °C, mentre la
temperatura dell'aria proveniente dai collettori solari durante le ore
centrali del giorno solare, e prima della miscelazione con l'aria
all'interno del forno, era di ~65 °C. Quindi, la disidratazione si ¢
verificata a ~55 oC per 5 giorni.

L'umidita e le temperature sono state costantemente misurate
durante questo periodo fino a quando i valori di umidita relativa
sono scesi a <10%. Infine, i campioni essiccati sono stati macinati

e passati al setaccio da 150 mesh per ottenere polveri fini. Tutte le



polveri di nopal sono state quindi conservate a 18 °C fino a

ulteriori analisi.
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Figura 1: Carta geografica che illustra i siti di campionamento all'interno dell'area di San Cono (Sicilia,
Italia) considerati per lo studio

6.2.2.1. Materiali e reagenti

Tutti i solventi (reagente e grado HPLC) sono stati forniti da
PanReac AppliChem (Barcellona, Spagna) e J.T. Baker
(Phillipsburg, NJ, USA). L'acqua ultrapura (resistivita 18 mQ cm e
TOC <5 ppb) é stata ottenuta da un sistema di purificazione
dell'acqua Barnstead Smart2Pure 12 (Thermo Scientific, Milano,
Italia). Gli standard di riferimento degli esteri metilici degli acidi
grassi (FAME) (C4-C24) e le soluzioni standard di stock degli
elementi inorganici studiati (1000 mg/L in 2% HNO3) sono stati

acquistati da Supelco (Bellefonte, USA). Gli standard commerciali



di zuccheri e polifenoli sono stati ottenuti da Sigma-Aldrich (St.
Louis, MO, USA) ed Extrasynthese (Genay, Francia). Il

catalizzatore Kjeldahl e stato fornito da Carlo Erba (Milano, Italia).

6.2.2.2. Composizione prossimale

I carboidrati e l'umidita sono stati eseguiti su polveri nopali
secondo i protocolli di analisi ufficiali dellAOAC (AOAC, 2012).
Il TDF e stato determinato secondo il Metodo Ufficiale AOAC
991.43 e il Metodo AACC 32 07.01. Per ogni campione, il TDF é
stato misurato in duplicato utilizzando il kit di analisi Megazyme
(International Ireland Ltd., Wicklow, Ireland). In breve, due
aliquote di campione (1,0 g ciascuna) sono state gelatinizzate in
parallelo a 80 °C da a-amilasi e quindi digerite a 60 °C con
proteasi e amiloglucosidasi. Le soluzioni sono state raffreddate a
~40 °C e trattate con 4 vol. di etanolo per precipitare la fibra e
rimuovere le proteine depolimerizzate e il D-glucosio (dall'amido).
| residui derivati sono stati filtrati, lavati (in sequenza, con etanolo
(78 %, vlv), etanolo (95 %, v/v) e acetone), essiccati ed e stato
calcolato il peso medio. In questa fase, un residuo € stato incubato
a 500 C fino a peso costante (~12 h) per la determinazione delle
ceneri, mentre l'altro residuo & stato analizzato per la proteina
grezza. La proteina grezza € stata determinata utilizzando il
metodo ufficiale AOAC 976.05. In breve, il residuo e stato digerito
con acido solforico (98%), rame (1I) selenite diidrato e solfato di

potassio mediante SpeedDigester K-439 (Biichi, Svizzera) e quindi



analizzato mediante KjelMaster System K-375 (Biichi, Svizzera)
dotato di scrubber di gas e vapori (Scrubber K-415, Biichi,
Svizzera). La soluzione risultante e stata trattata con idrossido di
sodio (40%), per sviluppare ammoniaca, che € stata
successivamente distillata e raccolta in 50 mL di acido borico
(1%). Quindi, la quantita di azoto e stata determinata mediante
titolazione con acido cloridrico (0,1 N). Per il calcolo della % di
proteine, la % di azoto ottenuta € stata moltiplicata per un fattore di
conversione di 6,5. Il TDF e stato calcolato come il peso medio del
residuo essiccato meno il peso delle proteine e delle ceneri. Per la
determinazione del grasso totale e stato utilizzato il metodo AOAC
920.39. In breve, un‘aliquota (15,0 g) di ciascun campione e stata
estratta con n-eptano per 6 ore, mediante un apparato Soxhlet.
Quindi, l'estratto lipidico totale & stato evaporato a secco con un
evaporatore rotante, modello P/N Hei-VAP Precision ML/G3
(Heidolph Instruments GmbH & Co., Schwabach, Germania) e la
resa di estrazione € stata determinata gravimetricamente. L'umidita
e stata determinata dalla perdita di peso del campione dopo
l'essiccazione in forno a 110 °C per 4 h (metodo AOAC 925.09);
mentre i carboidrati totali sono stati determinati per differenza.

Tutte le misurazioni del campione sono state condotte in triplicato.

6.2.2.3. Composizione di acidi grassi (FA)

La composizione degli acidi grassi del Nopal é stata eseguita

mediante un protocollo di preparazione e analisi del campione



gia riportato in Lo Turco et al. (2016). Ogni estratto lipidico
essiccato ottenuto dall'apparato Soxhlet e stato recuperato
mediante l'aggiunta di 1 mL di n-esano e transmetilato con
acido solforico al 2% in metanolo a 80°C per 10 min. Quindi, lo
strato organico contenente FAME e stato decantato e analizzato.
La composizione dell'FA e stata chiarita da un gascromatografo
(GC) dotato di un iniettore split/splitless e un rivelatore a
ionizzazione di fiamma (FID) (Dani Master GC1000, Dani
Instrument, Milano, lItalia). E stata impiegata una colonna
capillare Supelco SLB-1L100, 60 m x 0,25 mm ID, spessore del
film 0,20 um, (Supelco, Sigma Aldrich, USA). Sono state
utilizzate le seguenti condizioni operative: programma di
temperatura del forno da 130 °C a 210 °C (mantenimento 10
min) a 2 ‘C/min; le temperature dell'iniettore e del rivelatore
erano rispettivamente di 220 °C e 240 °C; elio ad una velocita
lineare di 30 cm/s (costante). Il volume di iniezione era di 1 pL,
con un rapporto di divisione di 1:100. L'acquisizione e la
gestione dei dati sono state eseguite utilizzando il software di
cromatografia Clarity v4.0.2. Tutti i campioni sono stati
analizzati in triplicato insieme a bianchi analitici. Le FAME di
interesse nutrizionale sono state individuate mediante confronto
diretto con i tempi di ritenzione di riferimento dei composti
presenti nella miscela standard. La percentuale di FAME
individuale e stata calcolata rispetto all'area totale del

cromatogramma.



6.2.2.4. Elementi minerali

Aliquote di polvere di Nopal da 0,5 g ciascuna sono state
mineralizzate con 7 mL di HNO3z e 2 mL di H2O; sfruttando il
sistema di digestione a microonde Ethos 1 (Milestone, Bergamo,
Italia). Sono stati impiegati un programma di temperatura di 0-200
‘C in 10 min (passaggio 1) e 200 °C mantenuto per 15 min
(passaggio 2) e una potenza del microonde di 1500 W. Dopo il
raffreddamento a temperatura ambiente, i campioni digeriti sono
stati diluiti fino a 50 ml con acqua ultrapura. Per I'analisi e stato
impiegato un quadrupolo ICP-MS iCAP Q (Thermo Scientific,
Waltham, MA, USA). Lo screening di minerali (es. Na, Mg, Ca e
K), tracce di elementi essenziali (es. Mn, Fe, Cu e Zn) ed elementi
potenzialmente tossici (es. Ni, Cr, Al, As, Cd e Pb) é stato eseguito
secondo il nostro metodo ottimizzato gia utilizzato per diverse
matrici alimentari (Di Bella et al., 2015; Lo Turco et al., 2020;
Potorti et al., 2013, 2017, 2018, 2020, 2021). | parametri di
funzionamento sono stati: radiofrequenza incidente (rf) potenza
1500 W; portata del gas plasma [argon (Ar)] 15 L/min; portata del
gas ausiliario (Ar) 0,9 L/min; e portata del gas di trasporto (Ar)
1,10 L/min. Lo strumento é stato utilizzato con elio (He) come gas
della cella di collisione (4 ml/min) ed é stato dotato di una camera
di nebulizzazione impostata a 2 °C. Il volume di iniezione e la
portata di introduzione del campione erano rispettivamente pari a
200 uL e 1 mL/min. L'acquisizione degli spettri € avvenuta in

modalita scansione completa (tempo di permanenza 0,5 o 0,1



s/punto, in base all'analita). Tutti i campioni sono stati sottoposti a
screening in triplicato insieme ai bianchi analitici e l'acquisizione
dei dati e avvenuta tramite Qtegra™ Intelligent Scientific Data
Solution (Thermo Scientific™). Per la quantificazione, e stata
creata una curva di calibrazione a sei punti per ciascun analita (r2
compreso tra 0,9991 [Mg] e 0,9998 [Pb]). Le determinazioni di
mercurio sono state eseguite mediante analizzatore di mercurio
automatico DMA-80 (Milestone S.r.l., Bergamo, lItalia), basato sul
principio della spettrofotometria ad assorbimento atomico a
decomposizione termica (TDA-AAS), secondo il nostro metodo
ottimizzato (Di Bella et al., 2016, 2020). Un'aliquota di campione
(100 mg) e stata introdotta in una navicella campione, essiccata a
200°C per 3 min e decomposta termicamente a 650°C per 2 min. Ii
contenuto di Hg e stato determinato misurando l'assorbanza a
253,7 nm e utilizzando una curva di calibrazione a sei punti (r2 =
0,9997). Per ogni campione sono state eseguite misurazioni
triplicate insieme a bianchi analitici. Sia le procedure ICP-MS che
quelle DMA sono state validate analiticamente in termini di
linearita, limite di rilevabilita (LOD) e quantificazione (LOQ),
accuratezza, variabilita intra e inter-saggio, come riportato in
dettaglio nel nostro recente studio (Ben Amor et al., 2021) (per

ulteriori dettagli, vedere il materiale supplementare).



6.2.2.5. Polifenoli

Un‘aliquota di polvere di nopal (3,0 g) e stata sospesa in 10 mL di
metanolo acquoso (80%) e agitata per una notte in ghiaccio.
Quindi, la miscela é stata centrifugata a 10.000 g per 15 minuti a 4
°C e il surnatante risultante e stato raccolto e filtrato
consecutivamente attraverso filtri in politetrafluoroetilene (PTFE)
da 0,45 um e 0,20 um. Ogni estratto ¢ stato analizzato mediante
HPLC accoppiato a diode-array detection e spettrometria di massa
(HPLC-DAD-MS), seguendo il protocollo gia riportato da
Albergamo et al. (2020). Le analisi sono state condotte su un
apparato LC (sistema Prominence UFLC XR, Shimadzu, Kyoto,
Giappone), composto da controller (CBM-20A), pompe binarie
(LC-20AD-XR), degasatore (DGU-20A3R), rilevatore PDA (SPD
M20), forno a colonna (CTO-20AC) e autocampionatore (SIL-20A
XR). Per l'analisi cromatografica e stato utilizzato un Ascentis
Express C18 (250 x 4,6 mm di diametro interno x2,7 pum di
diametro delle particelle; Supelco) e le fasi mobili erano
acqua/acido  formico  (99,9:0,1, wv/v) (solvente A) e
acetonitrile/formico acido (99,9:0,1, v/v) (solvente B). L'eluizione
del gradiente era: 0 min, 5% B, 5 min, 5% B, 15 min, 30% B, 40
min, 60% B, 45 min, comprese le fasi di lavaggio e riequilibratura
della colonna finale. La velocita di flusso della fase mobile era di
1,0 mL/min, mentre la temperatura del forno e il volume di
Iniezione sono stati impostati rispettivamente a 30 °C e 5,0 uL. Gli

spettri PDA sono stati acquisiti nell'intervallo 190400 nm e |



cromatogrammi sono stati estratti con lunghezze d'onda comprese
tra 280 nm e 370 nm (costante di tempo 0,60 s; frequenza di
campionamento 1,5625 Hz). Una sorgente di ionizzazione
elettrospray (ESI) ha interfacciato il sistema LC con uno
spettrometro di massa (MS) a triplo quadrupolo (LCMS-8040,
Shimadzu, Kyoto, Giappone). Un dispositivo di divisione (VICI
AG International, Schenkon, Svizzera) assicurava che solo un terzo
del flusso totale fosse diretto dal sistema LC all'interfaccia ESI.
L'acquisizione MS e stata eseguita utilizzando I'interfaccia ESI in
modalita negativa, oltre a operare in modalita full-scan (m/z 100—
800) e monitoraggio ionico selezionato (SIM) in base alle
condizioni: intervallo, 1,0 s; velocita di scansione, 715 amu/sec;
flusso del gas di nebulizzazione (N2) 1,5 L/min; flusso gas
essiccante (N2) 10 L/min; Temperatura ESI, 350 °C; blocco
termico, 300 °C e temperatura della linea di desolvatazione (DL),
300 °C. Ogni misurazione & stata condotta in triplicato insieme a
bianchi analitici. La raccolta e la gestione dei dati e stata eseguita
da LabSolution, versione 5.53 (Shimadzu). | composti studiati
appartenevano alle classi degli acidi fenolici, dei flavoni e dei
flavonoli. Sono stati selezionati in base alla disponibilita standard e
alla loro peculiare presenza in nopal (Guevara-Figueroa et al.,
2010; Lanuzza et al., 2017; Rocchetti et al., 2018). Ai fini della
quantificazione, é stata condotta una procedura di calibrazione
esterna mediante curve di calibrazione a sei punti (r2 compreso tra
0,9998 [luteolina] e 0,9959 [acido sinapico]). Il metodo LC-MS é



stato convalidato in termini di linearita, LOD, LOQ, accuratezza,

variabilita intra- e intertest.

6.2.2.6. Zuccheri

Gli zuccheri sono stati determinati secondo il metodo ISTISAN
96/34 proposto da Baldini et al. (1996). Un'aliquota di polvere di
nopal (10,0 g) e stata miscelata con 100 ml di acetonitrile/acqua
(60:40, v/v) e agitata, prima, per 30 minuti mediante un bagno ad
ultrasuoni e poi, per 3 ore mediante un agitatore magnetico. Il
supernatante ottenuto e stato risciacquato in una bottiglia da 100
ml attraverso carta da filtro per rimuovere i solidi sospesi ed e stato
successivamente passato attraverso una cartuccia Sep-Pak C18
(Waters, Milford, MA). Ogni estratto e stato analizzato per gli
zuccheri mediante cromatografia liquida ad alte prestazioni
accoppiata a un rivelatore di indice di rifrazione (HPLC-RI)
sfruttando un sistema Shimadzu LC10A (Shimadzu, Kyoto,
Giappone) dotato di una colonna a base di propilammina in fase
inversa (Supelcosil LC-NH2, 25 cm x 4,6 mm, 5 um ID, Supelco,
Bellefonte, USA) e accoppiato a un rivelatore Rl Shimadzu RID-
6A (Shimadzu, Kyoto, Giappone). L'eluizione isocratica €
avvenuta con una fase mobile costituita da acetonitrile/acqua
(50:50) ad una portata di 1 mL/min; mentre il volume di iniezione
e la temperatura del forno della colonna erano rispettivamente di
10 uL e 25 °C. Tutti i campioni sono stati analizzati in triplicato

insieme a bianchi analitici. Per la quantificazione, sono state



costruite curve di calibrazione a sei punti per ogni zucchero

studiato (r2 compreso tra 0,993 [arabinosio] e 0,998 [glucosio]).

6.2.2.7. Analisi statistica

| dati sperimentali sono stati espressi come media + deviazione
standard di tre misurazioni replicate per campione. Le analisi
statistiche sono state eseguite utilizzando SYSTAT versione 13
(Systat Software, San Jose, CA, USA). In particolare, e stata
eseguita un‘analisi della varianza unidirezionale (ANOVA) per
determinare il significato delle differenze nelle variabili studiate in
dipendenza della cultivar. La differenza onestamente significativa
di un Tukey (HSD) e stato applicato il test per un confronto post
hoc quando sono state rilevate differenze significative (p <0,05). E
stato eseguito un test t di Student a due code per dati spaiati per
studiare il significato delle differenze nelle variabili analitiche
quando si considerano le diverse stagioni di potatura. La

significativita statistica e stata accettata a p < 0,05.

6.2.3. Risultati e discussioni

| risultati sulla composizione prossima e fitochimica di tutti i
campioni sono stati discussi facendo riferimento anche a variabili
quali cultivar (indipendentemente dalla stagione di potatura
invernale o estiva) e stagione di potatura (indipendentemente dalla

cultivar), nel tentativo di indagare, anche da una statistica base,



quale delle due variabili ha maggiormente influenzato Ila

composizione del nopal secco siciliano.

6.2.3.1. Composizione prossimale

Proteina grezza, lipidi, ceneri, carboidrati, TDF e umidita dei
campioni esaminati sono riportati in Tabella 1. Nel complesso, la
cultivar ha influenzato significativamente la proteina grezza,
presentando rispettivamente i livelli piu bassi e piu alti nei
campioni appartenenti ai cvs Sanguigna e Muscaredda. (1,48 % vs.
2,18 %, p < 0,05), TDF e carboidrati, che mostravano il contenuto
piu basso in Surfarina (rispettivamente, 41,10 % e 25,64 %, p <
0,05), e lipidi, che variavano da 0,76 % (Sanguigna) a 2,46 %
(Muscaredda, p < 0,05). Al contrario, la cenere era simile in tutti i
campioni considerati (12,81-15,23 %, p > 0,05). La stagione della
potatura ha avuto un effetto significativo sul TDF, che era piu alto
in estate rispetto all'inverno (49,55 % contro 44,11 %, p < 0,05),
carboidrati totali (29,91 % contro 25,54 %, p < 0,05) e lipidi (1,95
% contro 0,05). 1,05 %, p < 0,05), che erano significativamente piu
abbondanti in inverno che in estate. D'altra parte, contenuti simili
di proteine (1,83 1,85 %, p>0,05) e ceneri (12,92-14,73 %, p >
0,05) sono stati rilevati durante entrambe le stagioni di potatura.
Indipendentemente dalla cultivar e dal periodo di potatura,
I'essiccazione solare ha assicurato un basso livello di umidita
(5,43-7,25 %, p > 0,05) e puo migliorare efficacemente la shelf-

life del nopal stesso, evitando la proliferazione microbica e



preservandone le proprieta nutritive (Tabella 1). Inoltre, il nopal
siciliano puo essere etichettato come “fonte naturale di fibra”,
perché naturalmente caratterizzato da oltre il 3% di TDF, secondo
il Regolamento (CE) 1924/2006 (Commissione Europea, 2006).

Per quanto a conoscenza degli autori, la composizione prossima
del nopal essiccato siciliano non é stata ancora delucidata altrove.
Nel complesso, i campioni esaminati hanno mostrato proteine e
carboidrati piu bassi e TDF piu elevati, rispetto al nopal messicano,
a cui la letteratura si riferiva principalmente. In effetti, il nopal
liofilizzato ha mostrato un contenuto proteico significativamente
variabile dal 6,7% al 19%, carboidrati dal 55,1 al 66,5% e TDF dal
6,2 al 15% a seconda della cultivar studiata (cioé Blanco, Manso,
Amarillo e Cristalino). Allo stesso modo, lipidi e ceneri
oscillavano rispettivamente tra 0,1-1,5% e 14,8-18,8% (Guevara-
Figueroa et al., 2010). Il nopal essiccato sottovuoto (cv. Redonda)
da due studi separati ha mostrato proteine negli intervalli 5,85-
8,99 % e 11,39-14,42 %, lipidi 1,42-2,38 % e 1,96-3,00 % e
ceneri 17,65-24,30 % e 18,41-23,24 % a seconda dello stadio di
maturita dei cladodi (Hernandez-Urbiola et al., 2010; Rodriguez-
Garcia et al., 2007). | cladodi liofilizzati delle cultivar Milpa Alta e
Atlixico hanno mostrato contenuti di cenere (22,81-25,23%) e
TDF (47,48-51,14%) non significativamente diversi. Tuttavia,
entrambe le cultivar avevano livelli di TDF molto piu alti del TDF
generalmente rivelato nel nopal messicano (Ramirez-Moreno et

al., 2011). Il nopal ottenuto mediante essiccazione per convezione



era in linea con la tipica composizione prossima del nopal
messicano (proteine: 7,24-7,52 %, grassi: 2,30-2,38 %, ceneri:
20,12-20,78 % e TDF: 6,00-6,15 %, Lopez-Cervantes et al.,

2011).

Componenti Cultivar Stagionalita
Sanguigna Surfarina Muscaredda  Invernale Estiva
Proteine 1.48 £0.182 1.86 £0.13° 2.18 +0.22¢ 1.83+0.29 1.85+0.41
TDF 46.72+2.26>  41.10+2.04>  45.01+£3.45*  44.11+1.80*  49.55+1.47*
Ceneri 12.81+1.64¢  1523+3.512  13.3+2.95° 12.92 +1.88 14.73 +3.35
Carboidrati  29.62+1.87>  25.64+1.61>  30.62+2.18  29.91+1.19%  24.54+1.99*
Lipidi 0.76 +0.392 1.55 £ 0.35° 2.46 +0.58¢ 1.95+0.58* 1.05+0.31*
Umidita 6.58 +1.032 7.25+1.182 543+0.732  7.02+0.93 6.15+1.11

Tabella 1: Composizione prossimale (%, dw) di nopal siciliano da diverse cultivar di O. ficus-indica,
proveniente dalla potatura invernale ed estiva. | risultati sono espressi come media + deviazione standard di
12 campioni per cultivar e come media + deviazione standard di 18 campioni per stagione, in cui ogni
campione € stato analizzato tre volte. TDF = fibra alimentare totale. A seconda della cultivar: diverse
lettere in apice (a—c) nella stessa riga indicano valori significativamente diversi (p <0,05 secondo il test
HSD post hoc di Tukey); le stesse lettere in apice nella stessa riga indicano valori non significativamente
diversi (p> 0,05 secondo il test HSD post hoc di Tukey). A seconda della stagione di potatura: * indica

valori significativamente differenti (p < 0,05 secondo il test t di Student).

6.2.3.2. Acidi grassi (FA)

La composizione FA del nopal siciliano € mostrata nella Tabella 2.
Indipendentemente dalle variabili studiate, il nopal siciliano era
caratterizzato dalla marcata presenza di acidi grassi saturi (SFA,
43,61-47,41%), seguiti da acidi grassi polinsaturi (PUFA, 36,61—
39,22%) e livelli piu bassi di acidi grassi monoinsaturi (MUFAs ,
13.80-16.73 %). La composizione FA del nopal siciliano e stata

influenzata sia dalla cultivar che dalla stagione della potatura, con



I'influenza della stagione della potatura piu pronunciata.
L'influenza della cultivar e stata particolarmente osservata sui
principali AF. Ad esempio, I'acido palmitico era piu abbondante in
Muscaredda e Surfarina cvs. di Sanguigna cv. (C16:0, 32,07 36,40
%, p < 0,05), lI'acido oleico era a un livello piu alto nel nopal di
Surfarina rispetto ad altri campioni (C18:1n-9, 13,00-15,47 %, p <
0,05), il linoleico era piu concentrato nel nopal da Muscaredda cv.
(C18:2n-6, 21,43-24,27 %, p<0,05) e l'acido linolenico si e
distinto nei campioni appartenenti a Sanguigna e Surfarina cvs.
(C18:3n-3, 11,02 15,61 %, p < 0,05) (Tabella 2). E interessante
notare che tutti i campioni sono risultati essere una fonte discreta
di FA a catena corta, con l'acido caprilico predominante nel nopal
di Sanguigna e Muscaredda cvs. (C8:0, 4,38-6,78 %, p<0,05). E
stato riportato che questi FA, non cosi rari nelle piante, migliorano
la sensibilita all'insulina e riducono la produzione di glucosio
epatico nei consumatori umani (Higgins, 2012). La stagione della
potatura ha influenzato in modo significativo il contenuto della
maggior parte degli AF. Ad esempio, C8:0 e C18:3n-3 erano piu
alti in estate che in inverno (rispettivamente, 3,48 % contro 7,65 %
e 13,46 % contro 16,83 %, p < 0,05). Al contrario, l'acido stearico
(C18:0) e C18:1n-9 erano piu abbondanti in inverno che in estate
(rispettivamente, 3,95% contro 1,68% e 12,75% contro 15,66%, p
<0,05) (Tabella 2). Per quanto a conoscenza degli autori, la
composizione FA del nopal essiccato siciliano non é stata ancora

riportata altrove. Infatti, la letteratura riporta solo pochi studi sulla



composizione AF del nopal messicano e spagnolo, a causa della
maggiore attenzione data alla composizione AF dell'olio ottenuto
da semi o polpa di fico d'India (Angulo Bejarano et al., 2014).
Rispetto al nopal di questo studio, il nopal messicano essiccato con
un forno a convezione aveva grasso caratterizzato da acido
palmitico inferiore (20,5-30,7%) e acido linolenico piu elevato
(21,58-26,4%) e livelli comparabili di oleico (9,48-11,03%) e
acidi linoleici (25,05-28,61%) (Figueroa-Perez et al., 2018).
D'altra parte, il nopal spagnolo liofilizzato di sei cultivar ha
mostrato una composizione di AF molto variabile a seconda della
cultivar studiata (acido palmitico: 30,1-50,0%; acido oleico: 9,22
22,3%; acido linoleico: 12,8-27,9%; acido linolenico: 5,31-
11,5%) (Andreu-Coll et al., 2019).



Acidi grassi Cultivar Stagionalita
Sanguigna  Surfarina Muscaredda Invernale Estiva
C4:0 0.42+0.03+ 0.52+0.022 0.64+0.072  0.40+0.05* 0.70+0.06*
Cé6:0 0.13+0.01= 0.11+0.01= 0.12+0.01= 010+0.03  0.14+0.04
C8:0 6.52+0412 438+086> 6.78+0972  3.48+1.05* 7.65+0.67*
C14:0 0.13+0.01= 0.14+0.05= 0.12+0.01=  0.02+0.01 0.02 +£0.01
C16:0 32.07+£0.890 36.40+2.01> 35.61+1.50> 35.65+1.93 32.41+1.31
C17:0 1.08+0.19¢  1.16+0.18 1.15+0.19a 1.29+0.06* 0.97 + 0.06*
C18:0 457+1.072  1.93+0.71> 295+128%> 395+0.61* 1.68+0.22*
C22:0 0.03+0.01= 0.02+0.01= 0.02+0.01=  0.02+0.01 0.02+0.01
C24:0 0.02+0.01=  0.02+0.01= 0.02+0.01=  0.02+0.01 0.02 +£0.01
SFAs 44.97 +1.23¢ 44.68 +0.86* 47.41+0.81¢ 44.93+1.39 43.61+1.30
C16:1n-7 0.44+0.13+ 043+0.09 040+0.03= 049+0.06* 0.35+0.03*
C17:1n-7 0.51+0.14> 0.39+0.04= 052+0.13=  0.56+0.12*  0.39 +0.03*
C18:1n-9 13.00+1.01= 1547 +0.61°> 13.74+0.90@ 12.75+1.01* 15.66 +0.82*
C20:1n-9 0.24+0.13+ 049+0.11= 033+0.102  0.37+0.11 0.34+0.19
MUFAs 14.09 £2.08* 16.78+0.71¢ 14.99+1.79« 13.80+1.69* 16.73 +0.73%
C18:2n-6 2297 +1.382 21.43+191= 2427+055> 23.97+0.96 20.81+241
C18:3n-3 14.82+1.73= 15.61+2992 11.02+1.15> 13.46+1.05* 16.83+1.88*
C20:4n-6 143+0.33+ 1.07+0.11= 1.32+0.192 1.21+0.33 1.33+0.17
PUFAs 39.22+2.72¢ 3811+130¢ 36.61+2.08 38.64+0.73* 37.64+1.00*

Tabella 2: Composizione in acidi grassi (FA) e acidi grassi saturi totali (SFA), acidi grassi monoinsaturi
(MUFA) e acidi grassi polinsaturi (PUFA) del nopal siciliano provenienti da diverse cultivar di O. ficus
indica e dalla potatura invernale ed estiva. | dati sono espressi come percentuale media dell'area del picco
GC-FID = deviazione standard (%, dw) di 12 campioni per cultivar e come percentuale media dell'area del
picco GC-FID + deviazione standard (%, dw) di 18 campioni per stagione, dove ogni campione & stato
analizzato tre volte. A seconda della cultivar: diverse lettere in apice (a—c) nella stessa riga indicano valori
significativamente diversi (p <0,05 secondo il test HSD post hoc di Tukey); le stesse lettere in apice nella
stessa riga indicano valori non significativamente diversi (p> 0,05 secondo il test HSD post hoc di Tukey).
A seconda della stagione di potatura: *indica valori significativamente differenti (p<0,05 secondo il test t di
Student).



6.2.3.3. Zuccheri

La composizione zuccherina del nopal siciliano e riportata nella
Tabella 3. In tutti i campioni testati, glucosio (9,30-12,00 g/100 g),
acido galatturonico (6,51-8,78 g/100 g) e galattosio (3,41-4,83
g/100 g) erano gli zuccheri predominanti, con i livelli piu alti
rilevati nel nopal di Muscaredda (p < 0,05), mentre I'arabinosio
(1,47-2,06 g/100 g, p > 0,05), lo xilosio (1,90-2,01 ¢g/100 g, p >
0,05) e ramnosio (0,35 0,79 g/100 g, p > 0,05) sono stati osservati
a livelli inferiori, con contenuti simili nei campioni delle tre
cultivar autoctone. D'altra parte, la stagione della potatura ha
influenzato maggiormente il profilo zuccherino, poiché la maggior
parte dei monosaccaridi studiati era significativamente piu alta in
inverno che in estate. Ad esempio, il glucosio variava da 11,13
9/100 g a 9,37 9/100 g (p <0,05), I'acido galatturonico variava da
7,90 g/100 g a 6,16 g/100 g (p <0,05) e il galattosio era compreso
tra 4,55 e 2,52 ¢g/100 g (p <0,05, Tabella 3). La composizione
zuccherina del nopal di O. ficus-indica & stata poco e
frammentariamente chiarita e la letteratura ha dedicato maggiore
attenzione al succo estratto dal nopal piuttosto che al nopal stesso
(Andreu et al., 2018; Zenteno-Ramirez et al., 2015). Solo Ginestra
et al. (2009) hanno analizzato gli zuccheri monomerici di campioni
di cladodi liofilizzati della O. ficus-indica calabrese (Sud lItalia),
costituiti da un mix di Surfarina, Muscaredda e Sanguigna cvs.

Hanno riportato un profilo simile a quello ottenuto in questo



studio, confermando cosi I'abbondanza di glucosio (15,3 g/100 g),
acido galatturonico (9,62 g/100 g) e galattosio (3,36 g/100 g). La
somiglianza puo essere spiegata non solo dall'osservazione delle

stesse cultivar ma anche dal simile scenario di crescita

geopedoclimatico.
Zucchero Cultivar Stagionalita
Sanguigna Surfarina Muscaredda Invernale Estiva
Glucosio 9.30+0.37 10.27+0.41> 12.00+0.60c 11.13+1.60* 9.37 +1.66*

Acido galatturonico 6.51+1.41> 6.81+0.88 8.78+0.85> 790+0.84* 6.16+0.84*

Galattosio 379+£0.86° 341+124> 483+149> 455+1.01* 2.52+0.33%
Mannosio 291+040* 0.67+0.12> 3.49+0.73¢ 1.44+0.72*  4.09 £0.23%
Arabinosio 2.06+043* 147+0.62= 152+1.23* 297+0.51* 1.73+0.33*
Xilosio 190+0.34= 192+0.592 2.01+0.822 241+047% 1.44+0.18*
Ramnosio 0.58+0.24> 035+0.15¢ 0.79x£0.13= 0.76 £0.21 048 +0.17

Tabella 3: Zuccheri (g/100 g, dw) di nopal siciliano da diverse cultivar di O. ficus-indica e recuperati dalla
potatura invernale ed estiva. | risultati sono espressi come media + deviazione standard di 12 campioni per
cultivar e come media + deviazione standard di 18 campioni per stagione, in cui ogni campione & stato
analizzato tre volte. A seconda della cultivar: diverse lettere in apice (a—c) nella stessa riga indicano valori
significativamente diversi (p <0,05 secondo il test HSD post hoc di Tukey); le stesse lettere in apice nella
stessa riga indicano valori non significativamente diversi (p> 0,05 secondo il test HSD post hoc di Tukey).
A seconda della stagione di potatura: *indica valori significativamente diversi (p<0,05 secondo il test t di
Student).

6.2.3.4. Elementi minerali

Il profilo degli elementi inorganici del nopal siciliano € riportato in
Tabella 4. La cultivar non ha avuto un impatto significativo
sull'impronta digitale di minerali e tracce di metalli, come i cladodi
di Sanguigna, Surfarina e Muscaredda cvs. erano generalmente
caratterizzati da livelli simili di elementi inorganici. Le eccezioni

erano rappresentate da K, l'elemento piu abbondante, che era



significativamente piu alto in nopal da Surfarina (6736,62 mg/100
g, p < 0,05 rispetto a Sanguigna e Muscaredda cvs.
(rispettivamente, 5785,38 mg/100 g e 5745,84 mg/100 g, p > 0,05)
e Ca, il secondo minerale piu abbondante, che e risultato con il
livello piu alto nei campioni di Muscaredda cv. (5932,57 mg/100
g, p<0,05).

Notoriamente, i cladodi sono caratterizzati da un contenuto di Ca
molto elevato dovuto alla necessita della pianta di far fronte allo
stress da calore, poiché tale minerale regola quei processi cellulari,
inclusa la funzione stomatica, in grado di mitigare gli effetti
negativi dell'elevata temperatura ambientale.

Tuttavia, il Ca si accumula nel nopal sotto forma di cristalli di
ossalato che possono compromettere la sua bioaccessibilita finale
(Angulo-Bejarano et al., 2014). Quando si considerano gli
oligoelementi, Mn era significativamente piu alto (p <0,05) in
nopal da Surfarina e Muscaredda cvs. (57,32 mg/Kg e 55,76
mg/Kg) rispetto a Sanguigna cv. (45,12 mg/Kg); Zn era
significativamente piu concentrato (p <0,05) nei campioni
appartenenti a Sanguigna e Surfarina cvs. (13,23 mg/Kg e 11,86
mg/Kg) rispetto a Muscaredda cv. (7,87 mg/Kg); mentre Fe era
simile in tutti i campioni considerati (15,82-17,09 mg/Kg, p >
0,05). I metalli in traccia potenzialmente tossici, come Ni, Cr, Cd,
Pb e Hg, erano a livelli bassi e sicuri (0,02circulato 0,03 a causa
della natura organica dei frutteti da cui proviene il nopal (Tabella

4). La stagione della potatura é stata maggiore effetto della cultivar



sul  profilo elementare, molti  elementi  risultavano
significativamente piu alti in estate che in inverno, ad esempio Mg
era pari a 210,06 mg/100 g e 283,77 mg/100 g rispettivamente in
inverno e in estate (p < 0,05), e K variava da 4899,25 mg/100 g a
6612,95 mg/Kg nelle stesse stagioni (p < 0,05).Tra gli
oligoelementi, anche il contenuto di Fe e Zn era significativamente
diverso tra inverno ed estate (rispettivamente, 14,21 contro 18,80
mg/Kg, e 16,12 contro 5,54 mg/Kg, p < 0,05, Tabella 4).

In letteratura sono stati studiati minerali e oligoelementi di nopal
rispetto al messicano O. ficus-indica, risultando, in generale, a
contenuti molto variabili e non confrontabili con il nopal siciliano.
Il nopal essiccato sottovuoto (cv. Redonda) é stato caratterizzato da
Mg variabile da 880 a 1120 mg/100 g, Na da 30 a 550 mg/100 g, e
Mn da 290 a 300 mg/Kg a seconda degli stadi di maturazione
(Hernandez-Urbiola et al., 2010). Contreras-Padilla e collaboratori
(2011) hanno valutato il contenuto di Ca dei cladodi essiccati
sottovuoto (cv. Redonda) e hanno scoperto che il Ca nel nopal
essiccato aumentava in funzione della maturita. Tuttavia, hanno
riportato livelli di Ca piu bassi rispetto a quelli osservati in questo
studio (da 1740 mg/100 a 3440 mg/100 g). Analogamente al nostro
studio, il nopal liofilizzato di due cultivar messicane (cioé Milpa
Alta e Atlixico) ha mostrato profili elementari non
significativamente diversi l'uno dall'altro. Tuttavia, il nopal
messicano era caratterizzato da livelli di Mg piu elevati (1016,68
724,93 mg/100 g) e da contenuti di Ca piu bassi (1966,36 1701,10



mg/100 g) rispetto alla controparte siciliana; mentre elementi come
K (5469,16-5648,15 mg/100 g), Na (83,12-112,45 mg/100 g) Mn
(35,4 30,3 mg/Kg) e Fe (34,3 31,6 mg/Kg) sono stati trovati a

livelli simili a quelli descritti in questo lavoro (Ramirez-Moreno et

al., 2011).
Elemento Cultivar Stagionalita
Sanguigna Surfarina Muscaredda Invernale Estiva
Minerali
(Mg/100g, dw)
Na 80.28 £ 10.912 79.28 £ 10.322 79.93 £ 9.562 80.89 + 0.69* 110.05 + 0.81*
Mg 241.16 +43.122 247.37 +40.122 252.22 +48.242 210.06 + 12.61* 283.77 + 11.96*
K 5785.83 +105.042  6736.62 + 93.632 5745.84 £ 100.78*  4899.25 +95.40*  6612.95 + 83.81*
Ca 4876.15 + 87.992 4941.33 £ 101.022 5932.57 + 95.65P 4780.31 £95.40* 5041.47 £91.43*
Elementi in
traccia  (Mg/Kg,
dw)
Mn 4512 + 6.212 57.32 + 4.26° 55.76 £ 5.192 53.56 +11.01 52.33 +9.08
Fe 17.09 £ 3.12 16.63 £ 2.5 15.82 £2.72 14.21 + 1.50* 18.80 + 0.96*
Zn 13.23 +2.172 11.86 +1.617 7.87 £0.59° 16.12 +1.86* 5.54 +1.02*
Ni 0.02 +£0.012 0.02 £0.012 0.03 £0.012 0.03+0.01 0.02+0.01
Cr 0.03 £0.012 0.03 £0.012 0.03 £0.012 0.02+0.01 0.01£0.01
As <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ
Cd 0.02 +0.012 0.03 +0.012 0.01 +£0.012 0.02+0.01 0.02+0.01
Pb 0.02 +0.002 0.02 +0.012 0.02 +0.012 0.02+0.01 0.02+0.01
Hg 0.03 +£0.012 0.03 +£0.022 0.03 +0.012 0.02 +£0.00 0.04 +0.00

Tabella 4: Minerali (mg/100 g, dw) e oligoelementi (mg/Kg, dw) di nopal siciliano provenienti da diverse
cultivar di O. ficus-indica e bonificati dalla potatura invernale ed estiva. | dati sono espressi come media £
deviazione standard di 12 campioni per sito e come media *+ deviazione standard di 18 campioni per
stagione, in cui ogni campione & stato analizzato tre volte. LOQ di As = 0,246 nug/Kg. A seconda della
cultivar: diverse lettere in apice (a—c) nella stessa riga indicano valori significativamente diversi (p <0,05
secondo il test HSD post hoc di Tukey); le stesse lettere in apice nella stessa riga indicano valori non
significativamente diversi (p> 0,05 secondo il test HSD post hoc di Tukey). A seconda della stagione di

potatura: *indica valori significativamente diversi (p<0,05 secondo il test t di Student).



6.2.3.5. Polifenoli

| singoli polifenoli del nopal siciliano sono riportati nella Tabella
5. Un totale di 17 composti -tra cui 10 acidi fenolici e 7 flavonoidi-
sono stati identificati e quantificati in modo affidabile in tutti i
campioni con l'aiuto di standard di riferimento. Nel complesso, il
contenuto di composti fenolici e stato influenzato sia dalla cultivar
che dalla stagione di potatura, con un‘influenza piu pronunciata
della stagione di potatura. Sebbene non statisticamente significativi
(p > 0,05), i campioni di Muscaredda cv. ha mostrato il piu alto
contenuto di polifenoli indagati (9,05 g/Kg), con flavonoidi (4,85
g/Kg) rivelati a livelli piu elevati rispetto agli acidi fenolici (4,20
g/Kg). Il contenuto piu basso di polifenoli é invece stato
riscontrato nel nopal da Sanguigna cv. (7,91 g/Kg), con gli acidi
fenolici rivelati (4,10 g/Kg) piu abbondanti dei flavonoidi rilevati
(3,81 g/Kg). Tra gli acidi fenolici, gli acidi p-cumarico (1,03-1,33
9/Kg, p <0,05), ferulico (1,24-2,33 g/Kg, p <0,05) e sinapico
(730,05-916,22 mg/Kg, p > 0,05) erano gli acidi fitochimici trovati
ai livelli piu alti per ogni cultivar studiata. Considerando i
flavonoidi, kaempferol-3-O-rutinoside (872,42-1110,69 mg/Kg, p
<0,05), isorhamnetin-3-O-rutinoside (1,02-1,33 g/Kg, p > 0,05) e
kaempferol (1,21-1,90 g /Kg, p < 0,05) sono stati rilevati alle
quantita piu elevate in tutti i campioni (Tabella 5). Rispetto alla
stagione della potatura, I'estate ha fornito al nopal un contenuto di
polifenoli significativamente piu elevato rispetto all'inverno (10,00

vs. 8,06 g/Kg, p <0,05). In particolare, la stagione della potatura ha



avuto un effetto maggiore sugli acidi fenolici (estate: 5,36 g/Kg;
inverno: 4,25 g/Kg, p < 0,05) che sui flavonoidi (estate: 4,64 g/Kg;
inverno: 3,80 g/Kg, p > 0,05). Analogamente a quanto discusso per
la cultivar, gli acidi fenolici piu abbondanti erano p-cumarico
(1,09-1,45 g/Kg, p <0,05), ferulico (1,96-2,09 g/Kg, p>0,05) e
sinapico (654,07-1019,00 mg/Kg, p<0,05) acidi; considerando che
kaempferol-3-O-rutinoside (898,69-1031,33 mg/Kg, p <0,05) e
isorhamnetin-3-O-rutinoside (1,00-1,03 g/Kg, p > 0,05 e
kampferolo (1,37-1,69 g/Kg, p < 0,05) rappresentavano i
flavonoidi piu concentrati (Tabella 5). Nel complesso, il nopal
siciliano essiccato al sole e risultato una preziosa fonte di
polifenoli caratterizzati da una rilevante attivita biologica. Secondo
la letteratura, fornirebbe una maggiore quantita di polifenoli,
soprattutto in termini di acidi fenolici, rispetto ad altre matrici
siciliane commestibili, come Pistacia e olio extravergine di oliva
(Saitta et al., 2009 e 2014). Per quanto a conoscenza degli autori, il
nopal secco siciliano (O. ficus-indica) non ha ancora delucidato in
modo esaustivo i singoli polifenoli. infatti, Rocchetti et al., (2018)
hanno quantificato le classi di fenolici, anziché singoli composti,
del nopal siciliano fresco in termini di equivalenti per la relativa
classe fenolica e, per evidenti ragioni, hanno ottenuto risultati non
confrontabili. In un altro studio, solo 7 composti, inclusi 3 acidi
fenolici e 4 flavonoidi, sono stati determinati nel nopal siciliano
omogeneizzato e liofilizzato a livelli molto inferiori rispetto a

quelli ottenuti nel presente studio. Pochi studi sono stati invece



dedicati alla caratterizzazione del profilo polifenolico del nopal
essiccato di origine messicana e spagnola. Figueroa-Perez et al.,
(2018) hanno rivelato 15 acidi fenolici e 13 flavonoidi in nopal (O.
ficus-indica, Milpa Alta cv.) trattati mediante essiccazione per
convezione e hanno scoperto che il profilo era influenzato dalla
fase di maturita di cladodi. E interessante notare che molti di questi
composti (ad esempio acido p-cumarico, acido 4-idrossibenzoico,
acido ferulico, rutina, kaempferol-3-O-rutinoside e isorhamnetin-3-
O-rutinoside ecc.) sono stati rilevati anche nel nopal siciliano,
anche se a livelli molto piu bassi. Guevara-Figueroa et al. (2010)
hanno affermato che il profilo fenolico del nopal messicano é stato
influenzato dalla cultivar. Hanno evidenziato pochi acidi fenolici
In quantita inferiori a quelle trovate nel nostro studio (es. acido 4-
idrossibenzoico: 5,0-47,2 mg/Kg; acido ferulico:5,6-347,7mg/Kg)
e flavonoidi, come kaempferol-3-O-rutinoside e isorhamnetin-3-O-
rutinoside, a contenuti altamente variabili (rispettivamente, 28,9—
1465,0 mg/Kg e 197,1-1371,0 mg/Kg). L opez-Palacios ¢ Pe™na-
Valdivia (2020) hanno dimostrato che i singoli polifenoli del nopal
liofilizzato hanno mostrato di essere influenzati anche dalle specie
Opuntia. In particolare, il nopal messicano di O. ficus-indica era
caratterizzato da diversi acidi fenolici e flavonoidi a livelli inferiori
rispetto alle controparti osservate in questo studio. Ad esempio, gli
acidi ferulico gallico, caffeico e clorogenico erano compresi tra 5 e
38,96 mg/Kg; mentre l'apigenina e la quercetina erano

rispettivamente 0,65 mg/Kg e 15,49 mg/Kg.



Amax

M-

Polifenoli HI Cultivar Stagionalita
(nm)
(m/z)
Sanguigna Surfarina Muscaredda Invernale Estiva
125.28 +
Acido gallico 214,270 169 84.68 +11.86° 158.99 £20.39>  119.44 +13.08¢ 82.80 + 12.62*
21.31%
Acido 105.56 +
218,260,295 153 100.60 £17.282  59.35 + 12.25P 92.01 +9.86° 69.08 + 9.44*
protocatecuico 20.58*
Acido 4- 163.17 +
255 137 116.81 £17.942  128.66 +44.892  159.56 + 38.712 106.85 + 18.13*
idrossibenzoico 29.14*
Acido vanillico 220,260,295 167 39.72 +5.052 44.09 = 8.162 41.94 +7.532 42.24 +8.95 41.58 +4.07
Acido siringico 220,275 197 66.94 +15.712 64.44£29.822  67.64 +32.682 44.18 +9.24* 88.50 + 7.95*
Acido a
324 353 27.48 +7.732 3912+ 1122 35.39 £12.682 26.37 +£7.02 41.62 + 8.69
clorogenico
Acido caffeico 210,272,328 179 180.61 £23.212  173.32+21.452  240.24 +29.04> 175.45 + 35.24 220.66 +42.25
Acido p- 1061.09 + 1032.50 + 1095.29 +  1458.62 +
225,310 163 1337.27 + 94.87>
cumarico 129.762 141.532 107.36* 207.85*
1505.95 + 2339.95 + 1961.99 £ 2097.68 +
Acido ferulico 230,320 193 1243.62 + 402.382
365.822 385.36° 524.21 560.15
916.22 +  730.05 * 654.07 + 1019.00 +
Acido sinapico 235,322 223 863.34 +135.36°
230.852 324.142 161.71* 121.16*
Acidi  fenolici 4100.10 + 477047 + 4258.31 + 5361.66 +
- - 4200.45 + 841.40°
totali 768.177 670.122 386.73* 479.86*
Rutina 257,354 609 61.62 +6.232 93.30 + 5.340 37.58 £5.97¢ 60.59 + 24.58 67.74 +26.02
Kaempferol-3- 1110.69 1031.33 +
266,300,346 593 911.91 +36.622  872.42 + 64.282 898.69 +80.33
O-rutinoside 106.25P 153.32
Isorhamnetina- 1022.69 + 1114.98 * 1004.09 + 1314.34 +
250,270,342 623 1339.97 + 210.762
3-O-rutinoside 134.212 216.892 135.65 179.29
Quercetina 205,254,370 301 14212 +13.77>  94.99 + 3.86P 104.81 + 14.28v 107.88£19.63  120.07 +27.56
Luteolina 365 285 82.35+8.192 101.57 +7.822 105.44 +12.162 89.92 +11.33 102.98 £ 13.40
Apigenina 268,334 269 377.67 +28.74> 23758 £31.39>  251.97 +22.97° 269.04 £69.55  309.10 + 71.45
1212.09 + 1501.66 +  1901.64 + 1379.67 + 1697.25 +
Kaempferol 266,368 285
175.702 192.502 192.68> 306.19 317.14
Flavonoidi 3810.44 +  4016.49 +  4852.09 + 3809.88 +  4642.80 +
totali 325.60° 512.15% % 560.93% b 441.58 561.84
7910.54 + 8786.96 +  9052.54 +  8068.19 + 10004.46 +
Polifenoli totali - -
1101.74 1148.337 1298.18° 898.37* 835.31%

Tabella 5: Polifenoli singoli (mg/Kg, dw) di nopal siciliano da diverse cultivar di O. ficus-indica e dalla

potatura invernale ed estiva. | dati sono espressi come media + deviazione standard di 12 campioni per sito

e come media * deviazione standard di 18 campioni per stagione, in cui ogni campione € stato analizzato

tre volte. A seconda della cultivar: diverse lettere in apice (a—c) nella stessa riga indicano valori

significativamente diversi (p <0,05 secondo il test HSD post hoc di Tukey); le stesse lettere in apice nella

stessa riga indicano valori non significativamente diversi (p> 0,05 secondo il test HSD post hoc di Tukey).



A seconda della stagione di potatura: *indica valori significativamente differenti (p<0,05 secondo il test t di
Student).

6.2.4. Conclusioni

Nel presente studio, il nopal essiccato siciliano (O. ficus-indica) e
stato caratterizzato chimicamente in relazione alla cultivar e alla
stagione di potatura con l'obiettivo finale di valorizzarne le
potenzialita in ambito alimentare e nutraceutico. E stato
sottolineato che il nopal essiccato siciliano aveva un profilo
fitochimico unico, non paragonabile al nopal proveniente da altri
paesi produttori rilevanti, come Messico e Spagna. Inoltre, i macro
e micronutrienti del nopal siciliano hanno dimostrato di essere
influenzati sia dalla cultivar che dalla stagione della potatura, con,
tuttavia, lI'influenza della stagione della potatura piu pronunciata.
Complessivamente nopal di Muscaredda cv. era piu prezioso del
nopal di Sanguigna e Surfarina cvs., a causa dei piu alti livelli di
proteine, carboidrati -rappresentati da zuccheri come glucosio,
acido galatturonico e galattosio-alcuni acidi grassi (cioé acido
caprilico e linoleico) e polifenoli. D'altra parte, la stagione della
potatura ha avuto un notevole impatto sulla composizione prossima
e sulle impronte chimiche dei campioni studiati. Infatti, il TDF, i
minerali e la maggior parte degli acidi fenolici e dei flavonoidi,
erano sostanzialmente piu abbondanti nel nopal dalla stagione
estiva; al contrario, i carboidrati totali - e la maggior parte dei loro
zuccheri monomerici -, 1 lipidi - e la maggior parte degli AF - sono

stati rivelati a livelli piu elevati nel nopal dalla stagione invernale.
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6.3. Caratterizzazione chimica di diversi
prodotti di Opuntia ficus-indica (L.) Mill.
Tunisino

6.3.1. Introduzione

Con [P’aumento demografico sia gli organi politici che i
consumatori sono sempre pit consapevoli che le risorse alimentari
devono essere ottimizzate il piu possibile garantendo il loro uso
sostenibile sia a livello industriale che domestico, sfruttando al
contempo i loro potenziali benefici per la salute. Di conseguenza,
sono state recentemente create sinergie tra politiche e interventi per
ridurre l'impatto ambientale delle filiere agroalimentari e
promuovere il benessere e la salute dei consumatori attraverso
modelli alimentari adeguati (Saez et al., 2013). Riconosciuto come
patrimonio culturale immateriale con stili di vita e abitudini
alimentari peculiari, il Mediterraneo la dieta potrebbe affrontare
problemi sia di salute che ambientali, poiché e essenzialmente
basata su un maggiore utilizzo di cibi locali e di stagione a base
vegetale e sul minor consumo di prodotti animali. Infatti, da un
lato, fornisce fibre e minerali preziosi, un elevato rapporto grassi
monoinsaturi-saturi, e anche un equilibrato rapporto n-6/n-3
(Albergamo et al., 2021; Potorti et al., 2020) che, secondo la

crescente evidenza scientifica, sarebbe responsabile di un minor



rischio di mortalita cardiovascolare e malattie coronariche, diabete,
sindrome metabolica e alcune malattie neurodegenerative e tumori
(Serra-Majem et al.,, 2020). La dieta mediterranea, invece, €
caratterizzata da un ridotto impatto ambientale, in termini di
produzione di rifiuti ed emissioni, e preserva la biodiversita del
bacino del Mediterraneo stesso (Pairotti et al., 2015; Burlingame et
al., 2011). 1l fico d'India si & ben adattato al modello della dieta
mediterranea affermandosi inizialmente come pianta selvatica e,
successivamente, come coltura per un'agricoltura orientata al
mercato e anche per sistemi agricoli sostenibili (Albergamo et al.,
2018; Albergamo et al., 2021). Dal punto di vista del marketing, il
fico d'India e riconosciuto per la produzione stagionale e redditizia
di frutti carnosi - detti fichi d'India - caratterizzati da proprieta
organolettiche accettabili, ed eccellenti proprieta nutritive e
salutistiche dovute alla presenza di fibre, minerali, vitamine e
composti antiossidanti (es., fenoli, flavonoidi, betaxantina e
betacianina). Nel complesso, la frutta e i prodotti derivati, come
succhi, marmellate e sciroppi, sono sempre piu apprezzati,
contribuendo cosi ad arricchire la gia variegata dieta mediterranea
(Mouas et al., 2021; Piga et al., 2004). In termini di sostenibilita,
sono stati dedicati molti studi alla bonifica dei rifiuti come cladodi,
bucce di frutta e semi, che, oltre ad essere gia stati utilizzati nella
medicina popolare per le loro proprieta nutritive (cioe effetti
antiossidanti) e attivita benefiche (effetti antinfiammatori

ipoglicemizzanti, neuroprotettivi ecc.) (Kaur et al., 2012) hanno un



notevole impatto sulla catena di approvvigionamento di Opuntia
(Di Bella et al., 2021; Cardador-Martinez et al., 2011). Infatti,
dopo il periodo della potatura, vengono prodotte circa 6-8
tonnellate/ettaro di cladodi che non sono facilmente smaltibili e
rappresentano uno dei principali costi per gli agricoltori (Procacci
et al., 2021); mentre bucce e semi, che derivano dalla lavorazione
industriale costituiscono rispettivamente il 45-55% e il 2-10% del
peso totale del frutto, e finiscono in discarica o adibiti
all'alimentazione animale (Ciriminna et al., 2019). La possibilita di
trasformare tali rifiuti in sottoprodotti ad alto valore aggiunto ha
comportato non solo una riduzione dei costi di gestione delle
colture, ma anche una diversificazione del reddito per gli
agricoltori. Infatti, il nopal e gia stato riutilizzato in una varieta di
prodotti, come alimenti fortificati, cosmetici, biopolimeri e agenti
flocculanti per il trattamento dell'acqua e delle acque reflue (Patel
et al.,, 2019; Ldpez-Garcia et al., 2017). Le bucce sono state
valorizzate dalla produzione di alimenti fortificati, nutraceutici,
farmaceutici, coloranti naturali e nanoparticelle di ossido di zinco
(Ciriminna et al., 2019; Kamaraj et al., 2020; Scarano et al., 2020)
mentre i semi sono stati utilizzati per la produzione di un olio
commestibile ad alto grado di insaturazione (EI Mannoubi et al.,
2009) nonché come farina proteica utilizzata per arricchire il pane
e gli estrusi a base di riso (Ali et al., 2020; Ryan et al., 2018). In
ogni caso, la conoscenza preventiva della pletora di fitomolecole

che costituiscono tali sottoprodotti continua ad essere obbligatoria



per spiegare le loro caratteristiche tecnologiche, funzionali e
salutari e, di conseguenza, per ricercare e valorizzare i loro
potenziali riutilizzi. In questo contesto, lo scopo di questo studio &
stato quello di caratterizzare chimicamente il nopal ed il frutto-
polpa, buccia e semi - da O. ficus-indica tunisino, nel tentativo di
sfruttarne al massimo le potenzialita nel contesto del modello di

dieta mediterranea.

6.3.2. Materiali e metodi

6.3.2.1. Campioni

Cladodi e frutti di Opuntia ficus-indica (L.) Mill., sono stati
raccolti a mano da piantagioni naturalizzate situate nell'area
costiera del governo di Mahdia (Tunisia nord-orientale) nell'agosto
2020. L'identificazione tassonomica della specie e stata eseguita
dai botanici dell'Universita di Monastir (Monastir, Tunisia). Nello
specifico, sono stati raccolti, lavati e trattati tre campioni di nopal
fresco, in cui ogni campione era costituito da n= 10 cladodi adulti
con una lunghezza di circa 50 cm, e tre campioni di frutti freschi,
ciascuno comprendente n= 15 frutti maturi a polpa rossa (Figura
1). Ogni campione di frutta & stato ulteriormente sbucciato e la
polpa e stata separata manualmente dai semi per ottenere
rispettivamente tre campioni di polpa, tre campioni di bucce e tre

campioni di semi (Figura 1).



0. ficus-indica
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Figura 1: Frutti e cladodi di O. ficus-indica provenienti da Mahdia (Tunisia) utilizzati per il presente
studio.

Quindi, campioni freschi di cladodi, polpa, buccia e semi sono stati
tagliati separatamente in piccoli pezzi (semi esclusi) e liofilizzati in
un liofilizzatore Alpha-LD Plus (Martin Christ, Osterode,
Germania), per 72 ore a -55 °C utilizzando una pressione della
camera di 0,110 mbar. Ogni campione essiccato € stato pesato,
macinato (Retsch Grindomix GMZ200, Retsch GmbH, Haan,
Germania) e passato attraverso un setaccio da 20 mm per ottenere
polveri fini. Il contenuto medio di umidita rimosso dai campioni di
cladodi, polpa, buccia e semi era rispettivamente dell'85, 75, 73 e

5%. | campioni sono stati conservati a -18 ° C fino all'analisi.



6.3.2.2. Reagenti

Per la proteina grezza, il catalizzatore Kjeldahl e stato reperito da
Carlo Erba (Milano, Italia). I solventi, inclusi n-esano e n-eptano
(grado reagente) e acetonitrile e metanolo (grado HPLC),
provenivano da J.T. Baker (Phillipsburg, NJ, USA). Il perossido di
idrogeno (30% v/v) e l'acido nitrico (65% v/v) (grado di analisi dei
metalli in tracce) e l'acqua ultrapura (resistivita di 10 mQ cm)
provenivano da Mallinckrodt Baker (Milano, Italia). Gli standard
di riferimento degli esteri metilici degli acidi grassi (FAMEs, C4—
C24) sono stati acquistati da Supelco (Bellefonte, PA, USA). Le
soluzioni madre di vari elementi inorganici (1000 mg/L in 2%
HNO3, ciascuna) sono state fornite da Fluka (Milano, Italia),
mentre gli standard di riferimento dei singoli zuccheri e polifenoli
sono stati ottenuti da Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA). ) ed

Extrasynthese (Genay, Francia).

6.3.2.3. Composizione prossimale

La determinazione della composizione prossimale dei diversi
campioni di Opuntia e stata effettuata secondo i protocolli di
analisi ufficiali delllAOAC (Horwitz et al., 2012). Per ogni
campione, la fibra alimentare e stata determinata seguendo il
metodo ufficiale AOAC 991.43 e il metodo AACC 32-07.01,
utilizzando il kit di test Megazyme (International Ireland Ltd.,
Wicklow, Irlanda). In breve, due aliquote di campione (1,0 g

ciascuna) sono state trattate in parallelo con a-amilasi a 80 ° C e



quindi digerite con proteasi e amiloglucosidasi a 60 ° C. Le
soluzioni sono state raffreddate a ~ 40 ° C e trattate con etanolo per
precipitare la fibra. | residui sono stati filtrati, lavati con solventi
organici, essiccati ed e stato calcolato il peso medio. In questa fase,
un residuo é stato incubato a 500°C fino a peso costante (~12 h)
per la determinazione delle ceneri, mentre l'altro residuo e stato
analizzato per la proteina grezza con il metodo ufficiale AOAC
976.05. In questo caso, il residuo € stato digerito con acido
solforico, rame (Il) selenite diidrato e solfato di potassio dallo
SpeedDigester K-439 (Blchi, Svizzera) e quindi analizzato dal
KjelMaster System K-375 dotato di scrubber di gas e vapori
(Bichi, Svizzera). La soluzione risultante e stata trattata con
idrossido di sodio, per sviluppare ammoniaca. La quantita di azoto
e stata valutata mediante titolazione con acido cloridrico e il
calcolo della proteina (%) e avvenuto moltiplicando l'azoto (%) per
un fattore di conversione di 6,5. Quindi, la fibra alimentare era
uguale al peso medio del residuo essiccato meno il peso di proteine
e ceneri. Per il grasso totale é stato utilizzato il metodo AOAC
920.39. In breve, un‘aliquota del campione (15,0 g) € stata estratta
da un apparato Soxhlet con n-eptano per 6 ore. Quindi, l'estratto €
stato essiccato mediante un evaporatore rotante (Heidolph
Instruments GmbH & Co., Schwabach, Germania) e la resa di
estrazione ¢ stata determinata gravimetricamente. L'umidita é stata
valutata secondo il metodo AOAC 925.09 essiccando in forno il

campione a 110 °C per 4 ore e registrando successivamente la



perdita di peso del campione, mentre i carboidrati totali sono stati
calcolati per differenza. Per ogni componente, ogni campione di

Opuntia e stato analizzato in triplicato.

6.3.2.4. Acidi grassi (FA)

La composizione di FA e stata determinata secondo quanto gia
riportato da Di Bella et al. (Di Bella et al., 2021). Ogni estratto
lipidico ottenuto dall'apparato Soxhlet e stato transmetilato
mediante transesterificazione “calda” ed iniettato in un
gascromatografo (GC) dotato di iniettore split/splitless e
accoppiato ad un rivelatore a ionizzazione di fiamma (FID) (Dani
Master GC1000, Dani Instrument, Milano, Italia). Per la
separazione cromatografica e stata utilizzata una colonna capillare
Supelco SLB-1L100 (60 m x 0,25 mm ID, 0,20 um di spessore del
film, Supelco, Sigma Aldrich, USA), con un programma di
temperatura del forno da 130 a 210 °C (10 min di mantenimento) a
2 °C/min; temperature dell'iniettore e del rivelatore rispettivamente
a 220 e 240 °C; elio (He) ad una velocita lineare di 30 cm/s
(costante) e una pressione di testa iniziale di 99,5 kPa e frequenza
di campionamento: 12,5 Hz. Altre condizioni sperimentali erano
idrogeno gassoso (H2) 40 mL/min, gas di makeup (He) 30 mL/min
e aria 300 mL/min. Il volume di iniezione era di 1 pL, con un
rapporto di divisione di 1:100. L'analisi dei dati é stata eseguita dal
software strumentale (Clarity Chromatography, v.4.0.2). Le FAME

di interesse nutrizionale sono state individuate mediante confronto



diretto con i tempi di ritenzione dei composti di riferimento,
mentre I'analisi quantitativa € avvenuta calcolando la percentuale
di FAME individuale rispetto all'area totale del cromatogramma.
Ogni campione e stato analizzato in triplicato insieme a bianchi
analitici.Come gia riportato in Dimi¢ et al. (2020), la qualita
dietetica del grasso proveniente dai (sotto)prodotti di Opuntia €
stata determinata da tre indici derivati dal relativo profilo FA,
come il rapporto tra FA ipocolesterolemici e ipercolesterolemici
(H/H):

H Cl4:0+C16:0
I'indice di aterogenicita (Al):

H_ Cl8:14+C18:2+C18:3

B Cl14 + 4(C16: 0)
~ Y MUFA + Y 03+ w6

e indice di trombogenicita (TI):

Cl4:0+C16: 04+ C18:0
TT — + +

- 053 MUFA) +3 (> 03) +0.5 (3 06) + (D 03/ b)

dove C14:0 e acido miristico, C16:0 e acido palmitico, C18:0 ¢
acido stearico, C18:1 e acido oleico, C18:2 & acido linoleico e
C18:3 € acido a-linolenico. Y MUFA ¢ la somma degli acidi grassi
monoinsaturi, X®-3 ¢ la somma dei ®-3 FA polinsaturi ¢ -6 € la

somma dei ®-6 FA polinsaturi. Inoltre, é stato valutato un altro



importante determinante della salute, ovvero il rapporto tra ®-6/m-

3 FA essenziali (Simopoulos et al., 2022).

6.3.2.5. Elementi minerali

Per ogni (sotto)prodotto di Opuntia, un‘aliquota del campione (0,5
g) é stata digerita con 2 mL di H202 e 7 mL di HNOs con un
sistema di digestione a microonde a vaso chiuso (Ethos 1,
Milestone, Bergamo, ltalia). E stato adottato un programma di
temperatura, composto da 0-200 °C in 10 minuti (passo 1) e 200
°C mantenuti per 15 minuti (passo 2), con una potenza del
microonde costante di 1500 W. Lo screening di minerali (es. Na,
Mg e K), oligoelementi essenziali (es. Mn, Fe, Cu e Zn) ed
elementi potenzialmente tossici (es. Ni, Cr, As, Cd e Pb) é stato
eseguito da un quadrupolo ICP-MS (iICAP Q, Thermo Scientific,
Waltham, MA, USA), secondo il nostro metodo ottimizzato gia
utilizzato per un certo numero di matrici vegetali (Potorti et al.,
2017; Potorti et al., 2018; Di Bella et al., 2020; Di Bella et al.,
2021; Bua et al., 2017; Mottese et al., 2020). Le condizioni
strumentali di analisi erano radiofrequenza incidente (rf) potenza
1500 W; portata del gas plasma (Ar) 15 L/min; portata del gas
ausiliario (Ar) 0,9 I/min e portata del gas di trasporto (Ar) 1,10
I/min. L'ICP-MS é stato utilizzato con elio come gas della cella di
collisione a una velocita di flusso di 4 ml/min ed e stato dotato di
una camera di nebulizzazione (2 °C). Il volume di iniezione e la

portata di introduzione del campione erano rispettivamente di 200



uL e 1 mL/min. L'acquisizione degli spettri ¢ avvenuta in modalita
scansione completa (tempo di permanenza 0,5 o 0,1 s/punto, in
base all'analita). L'analisi dei dati e stata eseguita dal software
strumentale (Qtegra™ Intelligent Scientific Data Solution). Per
ogni campione sono state eseguite misurazioni triplicate insieme a
bianchi analitici. Per la quantificazione, sono state create curve di
calibrazione esterne a sei punti per ciascun analita (r2 compreso tra
0,9999 [Mg, K e Cr] € 0,9991 [Cu]). Le prestazioni della procedura
ICP-MS sono state valutate con l'aiuto di standard commerciali in
termini di linearita, limite di rilevabilita (LOD) e quantificazione

(LOQ), variabilita e accuratezza intra e inter-saggio.

6.3.2.6. Zuccheri

Ogni (sotto)prodotto di Opuntia € stato sottoposto a screening per
gli zuccheri secondo il metodo ISTISAN 96/34 descritto da Baldini
et al. (1996). In breve, un‘aliquota del campione (10,0 g) é stata
miscelata con 100 mL di acetonitrile/acqua (60:40, v/v) e agitata,
prima, per 30 minuti mediante un bagno ad ultrasuoni e poi per 3
ore mediante un agitatore magnetico. Il supernatante ottenuto e
stato filtrato, purificato con una cartuccia Sep-Pak C18 (Waters,
Milford, MA, USA) e, analizzato mediante cromatografia liquida
ad alte prestazioni accoppiata a un rivelatore di indice di rifrazione
(HPLC-RI), impiegando un sistema Shimadzu LC10A (Shimadzu,
Kyoto, Giappone) accoppiato a un rivelatore Shimadzu RID-6A RI

(Shimadzu, Kyoto, Giappone). La separazione cromatografica &



avvenuta con una colonna a base di propilammina in fase inversa
(Supelcosil LC-NH2, 25 cm x 4,6 mm, 5 um ID, Supelco,
Bellefonte, PA, USA) e una fase mobile costituita da
acetonitrile/acqua (50: 50), con una portata di 1 ml/min. 1l volume
di iniezione e la temperatura del forno della colonna sono stati
impostati rispettivamente a 10 pL e 25 °C. Tutti i campioni sono
stati analizzati in triplicato insieme a bianchi analitici. Per la
quantificazione, sono state costruite curve di calibrazione a sei
punti per ogni zucchero studiato (r2 compreso tra 0,993

[arabinosio] e 0,998 [glucosio]).

6.3.2.7. Polifenoli totali e singoli

Un'aliquota (3,0 g) di ogni campione di Opuntia € stata sospesa in
10 mL di metanolo acquoso (80%) e agitata per una notte in
ghiaccio. Quindi, la miscela e stata centrifugata a 10.000 x g per
15 minuti a 4 ° C e il surnatante risultante e stato raccolto per
I'analisi. 1l contenuto totale di fenoli (TPC) é stato valutato con il
metodo proposto da Dewanto et al. (2002) con lievi modifiche. In
breve, sono stati aggiunti 10 pl di supernatante con 240 ul di H20
distillata e 250 pl di reattivo Folin-Ciocalteau. La soluzione ¢ stata
agitata e ulteriormente miscelata con 2,5 mL di NaHCO3 al 7%,
per ottenere un volume finale di 3 mL. La soluzione risultante e
stata tenuta al buio per 90 minuti a temperatura ambiente e
successivamente analizzata con lo spettrofotometro UV-VIS (UV-

2401 PC, Shimadzu, Milano, Italia) a una lunghezza d'onda di



assorbanza di 760 nm. E stata costruita una curva di calibrazione a
sei punti utilizzando diluizioni appropriate di una soluzione
standard di acido gallico (r2 = 0,9907). Di conseguenza, il
contenuto totale di polifenoli é stato calcolato come mg di acido
gallico equivalente per 100 g di campione essiccato (mg GAE/100
g). Tutte le determinazioni sono state eseguite in triplicato insieme
a soluzioni in bianco.

Per i polifenoli singoli, aliquote campione (3,0 g) di nopal, polpa e
buccia della frutta, nonché un'aliquota (3,0 g) di polvere sgrassata
dai semi, sono state mescolate con 10 mL di soluzione acquosa di
metanolo (80%) e agitate per una notte in un bagno di ghiaccio. Le
miscele risultanti sono state centrifugate a 10.000 x g per 15
minuti (+4 ° C) e I surnatanti ottenuti sono stati filtrati attraverso
filtri di politetrafluoroetilene (PTFE) da 0,45 um e 0,20 um.
L'analisi e avvenuta mediante HPLC accoppiato a diode-array
detection e spettrometria di massa (HPLC-DAD-MS), sfruttando
un apparato LC (sistema Prominence UFLC XR, Shimadzu,
Kyoto, Giappone), dotato di un controller (CBM-20A), binario
pompe (LC-20AD-XR), degasatore (DGU-20A3R), rilevatore
PDA (SPD-M20), forno a colonna (CTO-20AC) e campionatore
automatico (SIL-20A XR). Il metodo di analisi é stato gia riportato
da Albergamo et al. (2020) e prevedeva l'uso di un Ascentis
Express C18 (250 x 4,6 mm di diametro interno x 2,7 um di
diametro delle particelle; Supelco) e di fasi mobili, come

acqua/acido  formico  (99,9:0,1, v/v) (solvente A) e



acetonitrile/acido formico (99,9:0,1, v/v) (solvente B). Il gradiente
di eluizione era 0 min, 5% B, 5 min, 5% B, 15 min, 30% B, 40
min, 60% B, 45 min, comprese fasi come il lavaggio della colonna
e il riequilibrio. La portata della fase mobile era pari a 1,0 mL/min,
mentre il volume di iniezione e la temperatura del forno erano
rispettivamente di 5,0 uL e 30 °C. Gli spettri PDA sono stati
acquisiti nell'intervallo 190-400 nm e i cromatogrammi sono stati
estratti con lunghezze d'onda comprese tra 280 e 370 nm (costante
di tempo 0,60 s; frequenza di campionamento 1,5625 Hz). Una
sorgente di ionizzazione elettrospray (ESI) ha interfacciato il
sistema LC con uno spettrometro di massa (MS) a triplo
quadrupolo (LCMS-8040, Shimadzu, Kyoto, Giappone). Un
dispositivo di divisione (VICI AG International, Schenkon,
Svizzera) assicurava che solo un terzo del flusso totale fosse diretto
dal sistema LC all'interfaccia ESI. L'acquisizione MS e stata
eseguita con interfaccia ESI in modalita negativa e MS operante in
modalita full-scan (m/z 100-800) e monitoraggio ionico
selezionato (SIM), con le seguenti condizioni: temperatura ESI,
350 °C; blocco termico, 300 °C e temperatura della linea di
desolvatazione (DL), 300 °C; velocita di scansione 715 amu/sec;
flusso del gas di nebulizzazione (N2) 1,5 L/min; flusso del gas di
essiccazione (N2) 10 L/min. Ogni campione di Opuntia é stato
analizzato in triplicato insieme a bianchi analitici. L'analisi dei dati

e stata eseguita dal software strumentale (LabSolution, v. 5.53).



| composti studiati appartenevano alle classi degli acidi
idrossibenzoici, degli acidi idrossicinnamici e dei flavonoidi
(flavoni e flavonoli). Sono stati selezionati in base alla
disponibilita standard e alla loro presenza caratteristica nei diversi
prodotti di O. ficus-indica (Lanuzza et al., 2017; Rocchetti et al.,
2018; Guevara-Figueroa et al., 2010). Ai fini della quantificazione,
e stata condotta una procedura di calibrazione esterna mediante
curve di calibrazione a sei punti (r2 compreso tra 0,9947
[kaempferol 3-O-glucoside] e 0,9998 [luteolin]). Il metodo LC-MS
e stato validato con successo in termini di linearita, LOD, LOQ,

accuratezza, variabilita intra- e inter-saggio.

6.3.2.8. Analisi statistica

| dati sperimentali sono stati espressi come media = deviazione
standard di tre misurazioni replicate per campione. Le analisi
statistiche sono state eseguite utilizzando il pacchetto SPSS (SPSS
21.0, Chicago, IL, USA). Differenze statisticamente significative
nella composizione prossima, composizione AF, elementi
inorganici, zuccheri e polifenoli totali e singoli rispetto alle diverse
parti dell'O. ficus-indica tunisino sono state verificate mediante
analisi della varianza unidirezionale (ANOVA), seguita da un post
hoc Tukey’s honestly significant difference (HSD). Per ogni
variabile studiata, la significativita statistica e stata accettata a p <
0,05.



6.3.3. Risultati e discussioni

6.3.3.1. Composizione prossimale

| diversi (sotto)prodotti di O. ficus-indica hanno mostrato
particolari composizioni prossimali (Tabella 1).
Complessivamente, nopal e buccia erano caratterizzati da un
contenuto proteico simile e piuttosto basso (rispettivamente 1,36 e
1,22%; p > 0,05), rispetto alla polpa e ai semi del frutto, che
mostravano rispettivamente la proteina grezza piu bassa e la piu
alta (0,78 e 17,34%, rispettivamente; p < 0,05). I lipidi erano piu
abbondanti nei semi e nella buccia (9,65 e 5,04%; p < 0,05) e
inferiori e non significativamente differenti nel nopal e nella polpa
del frutto (1,15 e 1,12%, p > 0,05). Nopal ha mostrato la piu alta
quantita di fibra alimentare (28,39%, p <0,05), seguita da semi e
buccia (16,28 e 12,54%, rispettivamente; p > 0,05); mentre la
polpa del frutto era caratterizzata dai livelli piu bassi di tale
componente (4,06%, p < 0,05). La cenere variava dal 18,58% in
nopal allo 0,28% nella polpa (p <0,05). | carboidrati erano
significativamente diversi in tutti i campioni (p <0,05), compresi
tra il 74,34% (nella polpa) e il 38,79% (nella nopal) (Tabella 1).



Frutti

Componenti Nopal
Polpa Buccia Semi

Proteine 1.36+0.222 0.78+0.28 ® 1.22+049 2 17.34 +3.86 ¢
Lipidi 1.15+0.53 2 1.12+0.51 2 5.04 +£0.57 b 9.65+2.05¢
Ceneri 18.58 +2.19 2 0.28+0.07® 3.58+0.42¢ 1.79+0.26 4
Fibre 28.39+3.122 4.06+0.92° 12.54+1.70 16.28 £2.35¢
Carboidrati 38.79 +3.56 2 74.34+7.38% 65.23 +5.46 49.76 + 6.66 4
Umidita 7.73+1.262 16.57 £2.98® 10.12£2.06 2 3.39+0.86¢

Tabella 1: Composizione prossimale (g/100 g, su base dw) di nopal, polpa di frutta, buccia e semi di O.
ficus-indica tunisino. Per ogni prodotto, i dati sono riportati in termini di media + deviazione standard di n
= 3 campioni, dove ogni campione é stato analizzato tre volte. a—d: lettere in apice diverse nella stessa riga
indicano valori significativamente diversi per un dato parametro (p < 0,05 secondo il test HSD di Tukey
post hoc); le stesse lettere in apice nella stessa riga indicano valori non significativamente diversi per un
dato parametro (p > 0,05 secondo il test HSD di Tukey post hoc).

Sulla base dei risultati ottenuti, il nopal tunisino, cosi come la
buccia e i semi di fico d'India, possono essere etichettati come
"fonte naturale di fibre", perché i risultati hanno mostrato che
erano caratterizzati da oltre il 3% di fibra alimentare, secondo il
regolamento (CE) 1924/2006 (European Commission Regulation).
Inoltre, i semi di fico d'India possono fungere da fonte di proteine.
Rispetto ad altri semi, il contenuto proteico dei semi di fico d'India
e simile a quello dei semi di chia (18,81%), dei semi di lino
(20,30%), della colza (19,00 g/100 g) e del sesamo (15,07%)
(Kotecka-Majchrzak et al., 2020).

Nel complesso, il nopal tunisino era caratterizzato da un livello
notevolmente diverso di proteine, carboidrati e fibre alimentari e
un contenuto simile di lipidi e ceneri rispetto al nopal messicano, a
cui si riferiva principalmente la letteratura. Infatti, il nopal

essiccato di diverse cultivar (es. Blanco, Manso, Amarillo e



Cristalino) ha mostrato proteine piu elevate (6,7-19%), carboidrati
(55,1-66,5%) e fibre alimentari (6,2-15%), mentre i lipidi e le
ceneri erano, rispettivamente, pari a 0,1-1,5% e 14,8-18,8% [56].
E interessante notare che il nopal essiccato di diverse cultivar
siciliane aveva proteine (1,48-2,18%), cenere (12,81-15,23%) e
lipidi (0,76-2,46%) simili alla controparte tunisina. Tuttavia, era
caratterizzato da livelli piu elevati di fibra alimentare (41,10-
46,72%) (Di Bella et al., 2021). Contrariamente al nopal, la
letteratura riporta una maggiore coerenza con i risultati ottenuti
dalla polpa del fico d'India tunisino. Infatti, la polpa essiccata dei
fichi d'India algerini, canari ed egiziani era complessivamente
caratterizzata da proteine pari allo 0,87-1,62%, lipidi 0,48-0,75%,
ceneri 0,4-2,6% e fibre alimentari 4,65-5,37% (Salim et al., 2009;
Medina et al., 2007; El-Beltagi et al., 2019). Le bucce essiccate di
fichi d'India algerini ed egiziani mostravano un contenuto proteico
e di cenere paragonabile a quello delle bucce di fico d'India
tunisino (proteine: 0,90-1,53% e ceneri: 3,05-3,4%). Tuttavia, non
e stata osservata alcuna consistenza per gli altri componenti
prossimi, che sono stati trovati a livelli molto piu bassi (lipidi:
0,32-1,69%, fibre: 0,96-8,53% (Salim et al., 2009; El-Said et al.,
2011; Siano et al., 2016). | semi di Opuntia provenienti da diversi
paesi (Algeria, Etiopia e Turchia), ed essiccati in forno o in
condizioni atmosferiche, hanno riportato un contenuto di fibre
paragonabile a quello dei semi tunisini (12,47-18,23%). Tuttavia,
le proteine (4,48-10,00%) e i lipidi (3,66-5,00%) erano inferiori



rispetto alle controparti di questo studio, confermando cosi che i
semi di Opuntia tunisina sono preziose fonti di proteine e grassi
(Salim et al., 2009; Ozcan et al., 2011; Reda et al., 2019).

6.3.3.2. Acidi grassi

La composizione degli acidi grassi dei (sotto)prodotti di Opuntia
tunisina é riportata nella Tabella 2. Complessivamente, nopal e
bucce erano caratterizzati dalle quantita piu elevate di FA
polinsaturi (PUFA, 56,69 e 60,21%), seguiti da FA saturi (SFA,
23,79 e 23,42%) e MUFA (19,41 e 16,21%). D'altra parte, polpa e
semi hanno mostrato un grado di insaturazione maggiore, in quanto
I PUFA erano i piu abbondanti (52,93 e 61,71%), seguiti da MUFA
(25,05 e 22,42%) e SFA (21,94 e 14,12%) (Tabella 2).

Sebbene ogni matrice rivelasse un profilo FA peculiare, in
generale, I'acido palmitico (C16:0) era I'SFA piu abbondante (dal
10,35% nei semi al 21,14% nel nopal), I'acido oleico (C18:1 n-9,
dal 13,56% nelle bucce al 23,26% nella polpa dei frutti) presentava
I'83-93% dei MUFA totali, mentre I'acido linoleico (C18:2 n-6) era
il PUFA predominante (dal 36,44% in nopal al 61,11% nei semi),
rappresentando fino a 99% dei PUFA totali nei semi (Tabella 2). In
particolare, i semi di fico d'India hanno riportato la composizione
in AF tipica di un olio di semi commestibile con potenziali
benefici per la salute, per l'abbondante presenza di PUFA, in
particolare I'acido linoleico essenziale, e il pit basso contenuto di
SFA (14,12%) (Ozcan et al., 2011; Matthaus et al., 2011; Dubois



et al., 2007). In effetti, profili FA simili sono gia stati riportati per
I'olio di semi d'uva (C16:0, 9,91%; C18:0, 2,88%; C18:1 n-9,
26,51%; C18:2 n-6, 53,84%,) (Cicero et al., 2018), I'olio di semi di
paprika (C16:0, 13,8%; C18:0, 3,7%; C18:1 n-9, 14,6%; C18:2 n-
6, 67,8%), e il niger olio di semi (C16:0, 12,0%; C18:0, 3,0%;
C18:1 n-9, 13,5%; C18:2 n-6, 65,4%) (Dubois et al., 2007).

La qualita alimentare dei grassi provenienti da diversi
(sotto)prodotti di Opuntia e stata valutata dal rapporto H/H, dagli
indici Al e Tl (Tabella 2), ovvero indicatori della stimolazione del
metabolismo del colesterolo e dell'aggregazione piastrinica
responsabili delle sindromi cardiovascolari (Javardi et al., 2020).

| valori H/H variavano da 3,48 (nopal) a 7,95 (semi). Nelle matrici
grasse, come i semi di Opuntia, sarebbe auspicabile un livello piu
alto di questo indice, direttamente proporzionale al contenuto di
PUFA, poiché esprime l'effetto degli AF sul metabolismo del
colesterolo. A questo proposito, valori H/H comparabili sono stati
trovati nell'olio di sesamo (7,72), mentre gli oli di semi di lino
(13,24), oli di semi d'uva (11,07-12,28), canapa (14,97) e lino
(17,05) hanno mostrato H/H piu elevati rapporti (Simopoulos et
al., 2002; Siano et al., 2016; Razmaité et al., 2021).

| (sotto)prodotti di Opuntia hanno mostrato bassi indici Al e TI,
essendo direttamente proporzionali agli SFA, e, di conseguenza,
avevano un buon potenziale di protezione contro le malattie
coronariche. In particolare, I'l A era compresa tra 0,49 (semi) e 1,11

(nopal), mentre Tl era compresa tra 0,27 (nopal) e 0,43 (polpa).



Nel complesso, un'lA comparabile € stata trovata nell'olio di semi
di melograno (0,42) (Siano et al., 2016); mentre gli oli di lino
(0,00) e vinaccioli (0,081-0,090), di canapa (0,07) e di lino (0,06)
erano caratterizzati da Al ancora piu bassi (Simopoulos et al.,
2002; Siano et al., 2016; Razmaité et al., 2021). Gli oli di cana