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Premessa

Premessa

Gli alimenti rappresentano un settore socialmedteanomicamente importante
dell'attivita umana. Le piante, gli animali e idoprodotti derivati rappresentano
una fondamentale e rinnovabile risorsa a dispas&zi@aell'umanita, la cui
conservazione, ivi compresa la salvaguardia debdiversita, rappresenta un
“dovere” da parte dell'uomo.

Nel passato la “qualita alimentare” e stata ides#th con le proprieta nutrizional
e sensoriali degli alimenti; nell'ultimo decennit cstata un’estensione ed un
arricchimento del concetto di qualita alimentare. dqualita sta diventando un
parametro soggettivo, che differisce da individdaradividuo e dipende dai punti
di vista del consumatore: “la qualita dipende da#esona, dal luogo e dal tempo”
(Kapsaket al. 2008); c’e un interesse crescente verso una mrgzadeguata e
salutare e verso la consapevolezza della divedgidbisogni degli individui e
delle comunita. La richiesta del consumatore di gi@g informazioni sulla
qualita alimentare e sulla caratterizzazioneraikura dei valori nutrizionali e dei
fattori antinutrizionali degli alimenti € sempripilevante. Pertanto € necessario
sviluppare un modello che guidi il consumatore enedle scelte e nelle sue
valutazioni.

Data I'enorme diversita all'interno della comuniténana, le richieste di consumi
individuali non sono assolutamente omogenee. Lalymione alimentare e i
consumi alimentari si adattano continuamente albcamento della societa, cosi
la biodiversita pone le basi nei confronti di ttdimbiamenti.

Al tempo stesso, emergono cambiamenti sempre magged campo della
sicurezza alimentare riguardo ai rischi di contamioni microbiologiche e
chimiche.

Un’analisi comprensiva della relazione tra il camsue la produzione alimentare
€ necessaria per promuovere patterns di consummeadari equilibrati che
garantiscano sicurezza ed alta qualita nutriziorealeel contempo un basso
impatto ambientale.

Il grande progresso nei processi tecnologici (tkxgie avanzate ed innovative),
nelle pratiche agricole (produzioni alimentare,sp@to e processing) e i
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Premessa

cambiamenti nello stile di vita hanno concentréttdnzione verso le produzioni
locali e i cibi funzionali come elementi principaier migliorare la qualita
alimentare. In particolare, diventa importante fods di alimenti tradizionali,
locali e stagionali: prodotti alimentari, coltivaton tecniche basate su una
tradizione storica e culturale di uno specificaiterio e che occorre solo in un
luogo specifico.

Inoltre si stanno sviluppando i cibi funzionali,echispetto ai cibi convenzionali,
potrebbero avere proprieta ed effetti benefici lpesalute umana. Appartengono
ai cibi funzionali: i cibi che possono influenzamma o piu funzioni target
nell'organismo, i cibi in cui é stata incorporat@aaucomponente bioattiva, o i cibi
in cui e stata eliminata una componente, o cibcunla biodisponibilita di piu
componenti e stata modificata.

In questo contesto & importante sottolineare caanguilita nutrizionale di un
alimento dipende, oltre che da fattori intrinseecyliari di ogni prodotto, da
fattori connessi allambiente e alla trasformazidegradazione causata
dall’attivita umana. L’insieme di questi fattoriogia un ruolo cruciale sulla qualita
del prodotto che é legata al rapporto dei macraceamutrienti in esso contenuti.
Di seguito é riportata una classificazione deioiattstrinseci:

1. Fattori genetici: specie, varieta.

2. Pratiche agricole: caratteristiche del terreno, esposizione alla kalare,
irrigazione, stagione, condizioni geografiche, daimhi pedo-climatiche,
fertilizzazione del terreno, stadio di maturaziopeyiodo e metodo di
raccolta.

3. Trattamenti domestici: cottura, conservazione, modalita di consumo.

4. Processi tecnologici: pastorizzazione, congelamento, macinazione,

essiccazione, trattamenti ad alta pressione, egtt@nservazione.

Quindi i fattori che influenzano il contenuto di tranti sono molteplici e
includono il clima, la geografia e la geochimice, dratiche agricole (come la
fertilizzazione) e la composizione genetica deflecse alimentari. In passato, per

esempio, i dati di composizione di un alimento geoe erano considerati

9



Premessa

sufficienti per la maggior parte degli scopi, ma d¢utilita della conoscenza di
dati di composizione specifica per ogni cultivar diventando essenziale.
L’etichetta dei prodotti alimentari dovrebbe coren quindi le origini, i
programmi agricoli, le sostanze tossiche ed evéintoataminanti. In aggiunta,
informazioni sulle metodiche di preparazione alitae® e sui processi a cui sono
sottoposti gli alimenti, potrebbero aiutare a coemglere le differenze del quadro
nutrizionale in relazione alla cottura o ai diffletigrattamenti subiti.

Si devono colmare i vuoti sui dati di composizionali consumo. Per quanto
riguarda la composizione nutrizionale, punto di tg@za deve essere la
formulazione di “nuovi e completi” databases, clkagano conto di tutte le
caratteristiche specifiche dell'alimento e delléazeone di esso con I'ambiente.
Le nuove tabelle e i nuovi databases dovranno essieulgati ed inseriti in
programmi, progetti istituzionali ed educativi, zidtive di educazione
nutrizionale che tengano conto della tutela dellate del consumatore

Dati reali sulla composizione nutrizionale dei sih@limenti stanno diventando
essenziali per la formulazione di appropriate dietapeutiche, e ¢’é€ un numero
sempre maggiore di alimenti, resi “interessantilledboro proprieta nutrizionali e
terapeutiche. Il valore nutrizionale delle matri@getali pud essere valutato
attraverso lo studio della composizione in macroenti, ma |'aspetto
attualmente di maggiore interesse, € il gran nundemmmposti naturali definiti
come “molecole ad azione antiossidante”, largampregeenti in frutta e verdura.
Tali effetti protettivi sono stati attribuiti allmolecole antiossidanti (polifenoli,
vitamina C, vitamina E e carotenoidi). Gli anti@ssiti presentano un ampio
range di effetti biologici come attivita antibatta, antinflammatoria,
epatoprotettiva, anticarcinogenica ed azione vésadibria. Queste sostanze in
virtu delle proprieta che esplicaria vitro ed ex vivo sembrano confermare
I'effetto salutistico associato al consumo di alimiali origine vegetale. Via via
che sono emersi dati certi sul ruolo degli antaessii nella difesa della salute, la
ricerca ha moltiplicato i suoi sforzi per compreragquali sono i fattori in grado

di influenzare il contenuto in molecole bioattivifrditta e verdura.
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L’attivita di ricerca portata avanti nello svolginte di tale dottorato si colloca
appunto nella migliore comprensione e descriziogiefattori che influenzano la
qualita alimentare. L’interesse suscitato daglietiff benefici dei composti

fitochimici ha focalizzato I'attenzione dei ricetod verso l'identificazione di

tecniche e di protocolli per il miglioramento defjaalita alimentare attraverso il
raggiungimento di un contenuto ottimale di moledoleattive, incrementando e
massimizzando i loro livelli negli alimenti e di m®eguenza verso produzioni

alimentari piu nutritive e piu salutistiche.
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inke di Ricerca

1.0.0 Linee di Ricerca

L’attivita prevista e suddivisa nelle seguenti érdi Ricerca:

1. Linea di Ricerca 1: Valutazione dell’'influenza delle tecniche di
coltivazione (biologico verso _convenzionale, integto) ed
ambientali (pieno__campo verso _serra) sulle carattéstiche
nutrizionali, qualitative e _ salutistiche dei_ciceoia, rucola e

lattuga.

2. Linea di Ricerca 2:Valutazione dell'influenza di differenti pratiche
agronomiche (organico vs convenzionale) sulla gu#di nutrizionale
del pomodoro.

3. Linea di Ricerca 3 Valutazione dell'influenza dello storage sui
livelli di molecole bioattive caratteristiche delé fragole, dopo uno
screening di differenti cultivars di fragole

4. Linea di Ricerca 4:Confronto tra prodotti tipici € commerciali.

12



Linea di Ricerca 1

2.0.0 Linea di Ricerca 1

2.0.1 Introduzione

La presente linea di ricerca ha come fondamentmi®scenze relative al ruolo
dei sistemi antiossidanti nel processo di tolleaaalto stress ossidativo.

Le condizioni di crescita coinvolgono un gran nuondr fattori agronomici, che

potrebbero avere un forte impatto sul profilo raitmale di queste orticole.

Questi includono la tipologia e le caratteristicted terreno, le ore di esposizione
alla luce solare, l'irrigazione, il controllo ai tecidi, la stagione, il luogo di

coltivazione e 1 metodi di coltivazione. La lettena mostra differenze

significative tra alimenti ottenuti secondo un esisa di coltivazione biologico e

convenzionale, e come queste differenze possanlueindare la qualita

nutrizionale di un alimento e indirettamente laugaldel consumatore

2.0.2 Obiettivi

L’obiettivo della ricerca e stato quello di valgafinfluenza delle tecniche di
coltivazione (biologico verso convenzionale, intg) ed ambientali (pieno
campo verso serra) sulle caratteristiche nutriziprgualitative e salutistiche dei
prodotti vegetali.Gli alimenti selezionati sono lattuga, cicoria eala. Per ogni
coltura e stata scelta un’area di coltivaziongartavincia di Milano per la cicoria,
guella di Bergamo per la lattuga e quella di Bregar la rucola.

L’attivita di ricerca, focalizzata sulla quantidizione di alcune molecole bioattive
naturali nutrienti e non nutrienti (vitamine, pelioli, carotenoidi), e sulla
valutazione del potere antiossidante totale e sfditzolata come segue:
-identificazione e quantificazione di alcune moleconaturali ad azione
antiossidante;

-valutazione della capacita antiossidante totaigh @stratti ottenuti dagli alimenti

in studio;
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Linea di Ricerca 1

-effetto degli estratti sulla vitalita cellulare Edo effetto antiproliferativo tramite
analisi del ciclo cellulare (cellule CaCo2).

2.0.3Descrizioni delle orticole oggetto di questo studio

La rucola &€ una pianta erbacea, annuale o bienclaéenon presenta particolari
problemi di coltivazione, e cresce bene in tutipi di terreno. Il ciclo vegetativo
di questa erba € molto breve: dal momento dellaireenthe si effettua a
primavera direttamente in piena terra, al completam del ciclo vitale
trascorrono spesso solo poche settimane. In camdizlimatiche ideali, talvolta,
le piante mantengono la vegetazione anche in iovern

La rucola Eruca sativa € una coltura molto diffusad € consumata solitamente
fresca (foglie o germogli) per il suo tipico gusspeziato/saporito. Inoltre, e
menzionata nella farmacopea tradizionale e neli@rlgura antica per le sue
molteplici proprieta benefiche, dovute ai diversinponenti bioattivi quali
carotenoidi, vitamina C, fibra, flavonoidi e glucodati.

La cicoria Pan di Zucchero e una coltura tendem&ate autunnale con semine
e/o trapianto nell’'estate (luglio/agosto). La rdtxoavviene da settembre a
dicembre, successivamente, il prodotto viene coaser Tuttavia, negli ultimi
anni, ci sono coltivazioni primaverili con seminetrapianti a marzo/aprile e
raccolte a maggio/giugno. | principali componemwing polifenoli, acidi organici
amari, fibre, inulina, soprattutto contenuti nefleglie, glucidi, vitamine del
gruppo B, vitamina C, vitamina K, provitamina A.

Il termine “lattuga” include differenti cultivar®Numerosi studi hanno dimostrato
come i vari tipi di lattuga siano una fonte di casp bioattivi quali vitamina C,

flavonoidi (in particolare quercetina e luteolinfra, lignani.

2.1.0 Materiale e Metodi

2.1.1 Campionamento
| prodotti freschi sono stati opportunamente parato e pre-trattati al fine di

ottimizzare le differenti procedure di estrazioni .
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Linea di Ricerca 1

Nella tabella 1 e 2 si elencano i campionamendteféti:

Tabella 1 Elenco campionamenti di rucola, lattuga e cicoridue anni di sperimentazione.

Orticola | Tecnica di | Azienda Regime 1°annodi 2°anno di
coltivazione sperimentazione sperimentazione
Rucola | Convenzionalg Fogliamica * 1°campionamento el1°campionamentd
Orticoltura
dei '_:-_”' Serra e 2°campionamentq ¢2°campionamentd
Tebaldini
(BS) - * 3°campionamento *3°campionamentd
Integrato Ferrari
Elio (BS)
Lattuga | Biologica Fontana 1°anno| 2° e1°campionamento?} *1l°campionamentg
Giovanni anno
(BG) Serra e2°campionamento? *2°campionamentd
Integrato Mioorto Pieno
(BG) Campo| « 3°campionamentg *3°campionamentd
Cicoria | Convenzionalg De Ponti * 1°campionamentg el1°campionamentd
Fratelli
(M) Pieno Campo | * 2°campionamento *2°campionamentd
Integrato SCOtt.' * 3°campionamento *3°campionamentd
Fratelli
(M)

* Alla coltura integrato € stata sostituita queltamavenzionale

Come riportato nella tabella 2 sono stati effettdaé campionamenti di recupero

per valutare i parametri biochimici del prodottolbgico di rucola e cicoria.

Tabella 2 Elenco campionamenti di recupero per rucola erizc

Orticola Tecnica di coltivazione Azienda Regime
Rucola Convenzionale Fogliamica
Orticoltura dei F.lli
Tebaldini (BS) Serra
Biologica Azienda Agricola
Toti (BG)
Cicoria Convenzionale De Ponti Fratelli

(MI)

Biologica

Mercato Generale

Pieno Campo

15



Linea di Ricerca 1

2.1.2 Quantificazione dei carotenoidi

Sono stati determinati secondo la metodica descuth Sharpless (1999)
debitamente adattata alla matrice alimentare. Quesitodo € utilizzato dal
National Institute of Standards and Technology (NISn breve, circa 1-3 g di
campione e stato combinato con 3 ml di THF (tetcdidano) e 2.7 ml di
metanolo. La miscela e stata saponificato per 3tutha 40° C in bagnomaria
dopo aver aggiunto 0.3 ml di una soluzione metaaotli KOH 40 % (w/v).
Dopo aggiunta di circa 0.15 g di acido ascorbico mpeutralizzare il KOH, i
carotenoidi sono stati estratti per 3 volte comml%li esano-etere etilico (50:50).
Le fasi organiche (circa 45 ml) sono state combirat evaporate sotto un flusso
di azoto e il residuo ridissolto in 10 ml di n-esaRer I'analisi 1 ml di campione
e stato evaporate e ricostituito in 1 ml di fasebitieo (50% di metanolo,
acetonitrile 45% e il 5% tetraidrofurano). 50 midrodell’ estratto ricostituito
sono stati iniettati in una colonna Waters NovakRat8 (3.9 mm x 150 mm, 4
um), ad un flusso isocratico di 1 ml/min. Gli ediratono stati analizzati da
sistema HPLC Perkin-Elmer serie 200 ISS. La faséilmoé composta da
metanolo/acetonitrile/tetraidrofurano (50:45:5) pic¢chi sono stati rilevati con
rivelatore spettrofotometrico variabile (Perkin-Eim.C-95, Norwalk, CO, USA)
collegato a un personal computer Pe Nelson mod 1P20kin -Elmer). La
lunghezza d’onda di identificazione adottata pearotenoidi e stata di 450 nm
(Maiani et al, 1995).

2.1.3 Quantificazione dei polifenoli

Possono essere idrolizzati o no, in modo da otteleeforme libere e glicosilate
ed estratti mediante la metodica descritta da Ilgedb al (1992). Il metodo
utilizzato per la determinazione dei polifenolitate convalidato da Serafini et al.
(2002). Brevemente, polifenoli sono stati estraii circa 3 gr di alimento
omogeneizzati con acetato di etile, dopo idrol@da con HCIl-metanolo (1:1 v
Iv) a 90 C per 2 h. L’analisi quantitativa & stata effettuatilizzando un sistema

HPLC della serie ESA, dotato di un rivelatore couddrico e un software
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operativo di controllo delle apparecchiature e ldberazione dei dati (ESA,
Chemsford, MA, USA). E’ stata utilizzata una colarfBupelcosil LC-18 (25 cm x
4.6 cm, 5um) dotata di precolonna Perisorb Supelguard LCSL§€lco, Milano
Italia). Il volume iniettato & stato di 30. L’eluizione cromatografia secondo
gradiente e stata eseguita a 30° C con un flusstame di 1 ml/min utilizzando
0.02 M di fosfato di sodio, portato a pH 2.8 condacorto fosforico I'85 %
(solvente A) e metanolo (solvente B). | potenzigile celle analitiche sono stati
fissati a 60, 120, 200, 340, 480, 620, 760 e 90Q yradiente lineare e stato
avviato al 13 % del solvente B poi aumentato a¥&éntro 13.5 min quindi al 90
% entro 25.5 min e raggiungimento delle condizibnali del 100 % entro 3
minuti piu tardi e mantenimento per 5 min. Ritoaile condizioni iniziali del 13

% del solvente B entro 3 min e condizionamentogoein (Serafini et al.2002).

2.1.4 Quantificazione della vitamina C

L'estrazione di AA totale dall'alimento é stata edffiata secondo la metodica
descritta da Margolis et al. (1990). Brevementgr @i campione €& stato sospeso
in 5 ml di acqua. Dopo aggiunta di 1 ml of fosfdigotassio bibasico 0.5 mol/L
contenente 100 gt.di DTT (1,4 dithiothreitolo), il campione & stadgitato con
vortex per 15 sec, e mantenuto a T ambiente pemB0D Successivamente
allaggiunta di una soluzione di MPA (400 §lacido metafosforico), dopo
centrifugazione (1000 giri, 30 min® &) la fase chiara della sospensione & stata
trasferita in flaconcini da 1.8 ml. La separazien@matografica e stata condotta
con una colonna Capcell Pak NH2 250 x 4.6 mm (SHIEE Tokyo,
Giappone), utilizzando un sistema HPLC della se8&, dotato di un rivelatore
coulometrico e un software operativo di controllellel apparecchiature e di
elaborazione dei dati (ESA, Chemsford, MA, USApaditenziali degli elettrodi
sono stati impostati a 0, 100, 200, 300 e 400 m&/ctlonna é stata equilibrata a
40° C con un flusso isocratico di 0.8 ml/rinli fase mobile composta da 0.680 g
di potassio fosfato monobasico, 200 ml di acqu®, B0 di acetonitrile e 7.5 ml
di acido fosforico concentrato. Il volume di inieme e stato di 3(l (Serafini et
al. 2002).
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2.1.5 Misura del Potere Riducente Totale (FRAP-Ferric Racing

Antioxidant Power)
La misura del potere riducente totale viene esaguitestratti ottenuti trattando i
campioni selezionati secondo la metodica di Pelegt al. 2003, di seguito
riportata. Il campione viene tagliato in piccodéizzi e frullato in corrente d’azoto;
viene pesato 1 g di campione frullato che vienéoposto a quattro estrazioni
successive. L'estrazione dei composti idrosolubileffettuata aggiungendo al
campione 4 ml di acqua bidistillata e ponendo iitaagone in bagno agitato
Dubnoff a 200 rpm per 15 minuti a temperatura amtbie centrifugando a 3500
rpm per 10 minuti. Il surnatante viene recuperati@sferito in una provetta da 10
ml, e conservato in frigo; al residuo polposo vergaggiunti 2 ml di acqua
bidistillata e viene ripetuta la procedura di edtrae. | surnatanti recuperati dalle
due estrazioni vengono riuniti, viene misuratoolume totale e I'estratto viene
aliquotato in contenitori da 2 ml, nuovamente dérgato a 10000 rpm per 5
minuti (al fine di allontanare eventuali particeflelide) e trasferito in contenitori
da 1.5 ml per l'analisi. Per I'estrazione dellazfome liposolubile, il residuo
polposo viene sottoposto a due ulteriori estrazipnma con 4 ml e poi con 2 ml
di acetone, procedendo come nell’'estrazione deipostnidrosolubili. Anche in
questo caso, I'estratto acetonico viene riunitoasferito in contenitori per essere
analizzato.
I metodo FRAP rappresenta una misura diretta dedrp riducente totale di una
soluzione. Il metodo, colorimetrico, si basa suiduzione del complesso tra
ferro (Ill) ed il composto tripiridil-triazina (TPZ), da parte di composti riducenti
che causa la formazione del complesso ferro(Il)-ARDbn sviluppo di una
colorazione blu, che pud essere monitorata spettnafetricamente misurando il
cambiamento di assorbanza della soluzione in esard®@5 nm (Benzie et al.
1996).
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2.1.6 Modelli cellulari-Saggio di vitalita cellulare (MTY

Le cellule umane di adenocarcinoma del colon sdaite ®ttenute dalla European
Tissue Culture Collection e coltivate in D-MEM c@tutaMAX™—| addizionato
del 10 % di siero fetale bovino e 100 IU/ml di mdhna e 100 pg/ml di
streptomicina (tutte comprate dalla Gibco-Invitnoge

Le cellule sono state mantenute a 37°C in atmosferdificata contenente il 5 %
di CO2.

Le cellule sono state trattate con estratti pobfei per 24 h  per tutte le
metodiche utilizzate. In parallelo sono stati arrdii controlli negativi costituiti
da cellule non trattate o trattate solo con il ente (metanolo).

Il test del’MTT e un saggio di citotossicita calmetrico che permette di testare
la proliferazione e la vitalita cellulare ed in pewlare I'efficienza mitocondriale.
L'MTT (bromuro di 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-denil tetrazolio) € un sale di
tetrazolio che nel caso di cellule vitali vieneatih dall’ambiente altamente
riducente delle cellule proliferanti per azionelaeleidrogenasi mitocondriale. La
riduzione dellMTT determina la formazione di ceBt di formazano che
attribuiscono la caratteristica colorazione viokac@ mitocondri delle cellule
vitali. Al contrario in cellule non proliferanti enorte aventi quindi mitocondri
non attivi, 'MTT non verra ridotto con una consegte colorazione violacea
meno intensa (Mosmann, 1983).

Questo saggio di citotossicita € stato utilizzatmme analisi preliminare per
determinare le dosi non tossiche degli estratfinal di ricavare le concentrazioni
utili per gli esperimenti eseguiti successivamehte cellule sono state seminate
in piastre a 24 pozzetti alla concentrazione dilDXcellule/pozzetto.
Successivamente le cellule sono state incubat@4érin terreno completo con i
vari estratti alle concentrazioni crescenti 0.%-10-50-100 ml/I.

Dopo l'incubazione, e stato eliminato il terrenons stati fatti due lavaggi in PBS
e si € aggiunto in ogni pozzetto 1 ml di terrereséo completo addizionato con
80ul di una soluzione 5mg/ml in PBS di MTT (Tiazoliu. Le piastre sono state
incubate per 2 ore a 37°C (il tempo d’incubazioaer deve superare le 4 ore dato

che 'MTT e citotossico). Terminata I'incubaziorleterreno € stato rimosso e si e
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aggiunto in ciascun pozzetto 1ml di DMSO per sc¢ergli cristalli di formazano
formatisi. Quindi sono stati prelevati 1Q0di ciascun campione e sono stati posti
in piastre a 96 pozzetti per la lettura spettrafattrica, effettuata con un lettore di
micropiastre (BIORAD model 550), alla lunghezzartia di 570 nm. La vitalita
cellulare e stata calcolata misurando la differeimzéermini densita ottica tra i

campioni trattati rispetto ai controlli.

2.1.7 Modelli cellulari- Immunomarcatura della Bromdeossiuridina (BrdU) e
analisi in citometria a flusso

Per indagare un eventuale modulazione del ciclluleet operata dagli estratti
sulle Caco-2, é stata effettuata la marcatura inofluorescente della
Bromodeossiuridina (BrdU) incorporata nel DNA. Listdbuzione delle cellule
nelle varie fasi del ciclo cellulare abbinata alforporazione di BrdU, costituisce
un tipo di analisi piu approfondito che permettevdiutare lo stato proliferativo
delle cellule. La BrdU, un analogo sintetico deilaina, viene incorporata nel
DNA delle cellule proliferanti. L’analisi biparanrata al citofluorimetro permette
di valutare sia il contenuto totale di DNA, siantorporazione di BrdU nel DNA
e determinare in questo modo la percentuale dileefiroliferanti (Youdin et al.
2000; Hemler et al. 2007).

Le cellule sono state seminate alla concentrazibie? x16 in fiasche da 75 ¢
e dopo 24h dalla semina, sono state trattate oaariiestratti polifenolici alla
concentrazione 10ml/l. Dopo 24h é stata aggiunt®ri#J, in concentrazione
30uM (da una stock 30mM), al terreno di coltura peralB7°C. Si € proceduto
poi alla rivelazione della BrdU incorporata nel DNAe cellule sono state
staccate mediante tripsinizzazione; lavate in PB&ate con fisiologica ed
etanolo freddo (-20°C) al 70% e conservate a -2ih@&no 2h. Successivamente,
dopo aver riportato le cellule a temperatura antbienaverle lavate in PBS, sono
state incubate per 30 minuti in 1ml di HCI 2N (ilisbacida) per denaturare il
DNA. In seguito i campioni, previa centrifugaziorsgno stati risospesi in una

soluzione neutralizzante (bByO; 0.1M, pH= 8.2) per 15 minuti e poi lavati per
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15 minuti in PBT (PBS contenente 1% BSA e 0.2% Tw2@) per la
permeabilizzazione. | pellets sono stati quindulvetti 1h, a temperatura ambiente
in agitazione al buio, irl00 ul di anticorpo primario monoclonale anti-BrdU
(Clone B44, Becton Dickinson, UK) diluito 1:20 RBT. Dopo tre lavaggi di 10
minuti in PBT, i campioni sono stati incubati pe® 8inuti, a temperatura
ambiente al buio, iA00 pl di anticorpo secondario anti-immunoglobuline apd,
coniugato con fluorocromo (FITC, Amhersham Biosces) UK) diluito 1:100 in
PBT. Dopo l'incubazione e tre lavaggi di 10 minatiPBT, il DNA delle cellule

e stato colorato con ioduro di propidio: i campigono stati risospesi in PBS
contenente Ribonucleasi A (2mg/ml) e ioduro di jteg(5ug/ml).

La colorazione € stata effettuata a temperaturaentgal buio per 30 minuti. |
campioni sono stati conservati tutta la notte a ;@ giorno successivo, sono
stati misurati con il citometro a flusso CoulteriégpXL (Coulter Corporation,
USA). L'emissione di fluorescenza dello ioduro dopidio € stata misurata con
filtro a banda 620/30 nm, mentre quella della Fidad filtro a banda 530/30nm.
Per ogni campione sono state analizzate 4x&lule; i dati sono stati espressi
come percentuale di BrdU incorporata dalle celtag¢tate con gli estratti rispetto

ai controlli.

2.1.8 Analisi Statitistica

| dati sono espressi come medie + d.s. L'analististica & stata condotta
utilizzando il programma STATISTICA per Windows lgase 4 ¢ 5; StatSoft Inc,

Vigonza PD, ltalia).
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2.2.1 Valutazione del profilo degli antiossidantidel potere antiossidante nella

rucola

La tabella 3 riporta le proprieta antiossidantiaelcola riscontrate nei due anni

di coltivazione con sistema convenzionale ed irategr

Tabella 3. Valori FRAP nella rucola

Rucola

FRAP (mmolkg™)
1° anno di coltivazione

10

20

30

10

FRAP (mmolkg?)
2° anno di coltivazione

20

30

Convenzionale

4.44+0.11

6.93+0.25°

7.90+0.24¢

7.76+0.69

9.92+0.48M

7.27+0.17

Integrato

4.13+0.17

7.22+0.34"

7.67+0.27

8.56+0.70™

11.02+0.48™"

7.31+0.26""

,d.f,g

> O O T o

2° campionamento, 1° anno di coltivazione: integkest convenzionale, P<0.01
2° campionamento, 2° anno di coltivazione: integrat convenzionale, P<0.05

1° anno di coltivazion@°,3° campionamento vs 1° campionamento, P<0.001

1° anno di coltivazione, convenziongdé:campionamento vs 2° campionamento, P<0.05

2° anno di coltivazione, convenziongl@:campionamento vs 1° campionamento, P<0.05

2° anno di coltivazione, convenzion#28:campionamento vs 3° campionamento, P<0.001

| . N . . .
2° anno di coltivazione, integrat®’ campionamento vs 1° campionamento, P<0.01

m . N . . .
2° anno di coltivazione, integratt® campionamento vs 3 ° campionamento, P<0.05

n . N . . .
2° anno di coltivazione, integrat®® campionamento vs 3° campionamento, P<0.001

Osserviamo differenze statisticamente significatieute alla stagionalita tra i

periodi di raccolta. Al contrario, I'analisi deiro@ioni non ha mostrato differenze

significative tra i prodotti coltivati in regime nwenzionale ed integrato, eccetto

che per il secondo campionamento sia del primo able secondo anno di

coltivazione, in cui risulta significativamentaiplto il valore FRAP del prodotto

integrato.
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Tabella 4. Quantificazione della vitamina C nella rucola.

Vitamina C (mg/100 gr) Vitamina C(mg/100 gr)
1° anno di coltivazione 2° anno di coltivazione
Rucola 1° 2° °3 1° 2° 3°

Convenzionale| 81.74:6.32" | 53.784.40™ | 57.024.22" | 27.5%1.57° | 20.780.215"° | 34.150.19F

Integrato 73.56:0.51% | 76.180.00°™ | 80.9810.75"" | 29.4&1.08" | 37.25:1.40"° | 41.13#0.74"'F

a’bl° anno di coltivazione, convenzionalé:campionamento vs 2°e 3° campionamento, P<0.001
cd 1° anno di coltivazione, integratb® campionamento vs 2° e 3° campionamento, P<0.01

€ 2° anno di coltivazione, convenzionalé:campionamento vs 2° campionamento, P<0.001

fg 2° anno di coltivazione, convenziona8&:campionamento vs 1° e 2° campionamento, P<0.001
_h2° anno di coltivazione, integrat® campionamento vs 1° campionamento, P<0.001

! 2° anno di coltivazione, integrat®’ campionamento vs 2° campionamento, P<0.05

I 2° anno di coltivazione, integrat®® campionamento vs 1° campionamento, P<0.001

m,n . S . .
2° e 3°campionamento, 1° anno di coltivazioneegrdito vs convenzionale, P<0.05

o, . . N . .
P 2° e 3°campionamento, 2° anno di coltivazionesgrato vs convenzionale, P<0.001

Dalla tabella 4 registriamo variazioni significaidei livelli di vitamina C dovute
alla stagionalita. Per la vitamina C sono statvaiti valori significativamente piu
alti per il prodotto integrato rispetto al convesrmle sia per il primo che per il

secondo anno di coltivazione.

Tabella 5. Quantificazione della quercertina nella rucola.

Quercetina (mg/100 gr) Quercetina (mg/100 gr)

1° anno di coltivazione 2° anno di coltivazione
Rucola 1° 2° 3° 1° 2° 3°
Convenzionale| 3.26+0.44° | 0.83+0.57% | 2.50+0.48 | 1.89+1.29 | 7.74+2.5%° | 3.31+0.53
Integrato 0.68+1.09° | 0.50+0.37 | 2.65+0.16" | 3.90+2.52| 3.75+0.74| 3.87+0.10

1° campionamento, 1° anno di coltivazione: convemaie vs integrato, P<0.01
2° campionamento, 2° anno di coltivazione: convemale vs integrato, P<0.01
1° anno di coltivazione, convenzionalé:campionamento vs 2° campionamento, P<0.01
1° anno di coltivazione, convenziongdé:campionamento vs 2° campionamento, P<0.05

" 1° anno di coltivazione, integrat8® campionamento vs 1° e 2° campionamento, P<0.05

Q o o o T 9
—h

2° anno di coltivazione, convenziong2&:campionamento vs 1° campionamento, P<0.05

Per quanto concerne la quercetina (tabella 5uitdti da noi ottenuti mostrano
ampie variazioni nei due regimi di coltivaziofieittavia confrontando i dati con
qguelli riportati da Arabbi et al. (2004), dove débntenuto di quercetina
guantificato era 13.9+0.thg/100g e con I USDA Database 1 (2007), dove |l
range di livelli di quercetina nella rucola va den§/100g a 13.9 mg/100g, i nostri
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risultati, con una concentrazione media di 6.9510@g, si collocano all'interno
di questo range.

In uno studio sulle differenti specie di rucola dotio da Martinez-8ichez et al.
(2007), attraverso studi di spettrometria di maseap stati isolati ed identificati
nuovi e differenti glicosidi della quercetina moredi- acetilati . Secondo Bennet
et al. (2006), la rucola in tutte le sue parti, edtee nelle radici, contiene livelli
significativi di flavonoidi poliglicosilati. Weckée et al. (2001) hanno isolato
dalle foglie di Eruca Sativa e caratterizzato ttantecniche NMR tre nuovi

glucopiranosidi della quercetina.

Tabella 6.Quantificazione della luteina nella rucola.

Luteina (ng/gr) Luteina(ug/gr)
1° anno di coltivazione 2° anno di coltivazione
Rucola 1° 2° 3° 1° 2° 3
Convenzionale| 46.53+9.3| 54.48+19.7 51.45+12|1 45.53+8.4 52.48180.45+10.2
Integrato 445+19.8| 51.82+11.3 41.92+6.15 42.5+10.8 51.82#1040.92+5.30

Nei livelli luteina (tabella 6) non si riscontrandifferenze statisticamente

significative tra il primo ed il secondo anno diwta e tra i due sistemi colturali.

Tabella 7. Valutazione delle proprieta antiossidanti e datlli dei singoli antiossidanti per la
rucola biologicaversuda rucola convenzionale.

FRAP Vitamina C Quercetina Luteina
Rucola (mmolkg-1) (mg/100g) (mg/100g) (ng/ar)
Biologico 9.73+0.59 22.08+0.18 8.61+1.16 47.30+1.07
Convenzionale 7.04+0.12 29.32+4.02 3.21+0.84 52.80+0.28

a.c, . . .
biologico vs convenzionale<0.01

convenzionale vs biologico P<0.05

d convenzionale vs biologid®<0.001

Il campione biologico (tabella 7) mostra livelligsificativamente piu elevati di

FRAP (P<0.01) e quercetina (P<0.01) rispetto alptane convenzionale che per

contro mostra

livelli

rispettivamente di vitamina C e luteina.
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Inoltre il campione biologico (tabella 7) presemta valore FRAP (9.73+0.59
mmolkg-1) che si colloca nel range di valori otterper i diversi regimi di

coltivazione.

2.2.2 Valutazione del profilo degli antiossidantidel potere antiossidante nella
cicoria

La tabella 8 riporta i dati relativi al potere iassidante. | valori ottenuti,
particolarmente bassi nel primo anno di coltivagiomostrano che il potenziale
antiossidante della cicoria convenzionale e sengpaéisticamente piu elevato
rispetto a quello della cicoria integrato nel priaweno di coltivazione. Notiamo,
inoltre, un’influenza della stagionalitd sul poteastiossidante: i risultati sono
significativamente maggiori nel periodo di pienasmita della cicoria rispetto al

periodo tardivo di raccolta.

Tabella 8. Valori FRAP nella cicoria.

FRAP(mmolkg') FRAP (mmolkd)
Cicoria 1° anno di coltivazione 2° anno di coltivazione
1° 2° 3° 1° 2° 3°

Convenzionalg 2.23+0.14%" | 1.02+0.08¢ | 1.00+0.1f" | 1.58+0.18™" | 0.624+0.08™¢ | 0.326+0.04"

Integrato 0.92+0.04"" | 0.58+0.04' | 0.49+0.04" | 1.19+0.08"¢ | 0.871+0.06™ | 0.429+0.0%%'

a 1° campionamento, 1° anno di coltivazione: convamaie vs integrato, P<0.001
¢ 2° e 3° campionamento, 1° anno di coltivazioneveozionale vs integrato, P<0.05
1° campionamento, 2° anno di coltivazione: coni@rele vs integrato, P<0.01
€ 2° campionamento, 2° anno di coltivazione: iragrvs convenzionale, P<0.01
3° campionamento, 2° anno di coltivazione: indégrvs convenzionale, P<0.05
g.nil 1° anno di coltivaziond:®° campionamento vs 2° e 3° campionamento, P<0.001
m.n 2° anno di coltivazione, convenzional&:campionamento vs 2° e 3° campionamento, P<0.001
° 2° anno di coltivazione, convenziondé:campionamento vs 3° campionamento, P<0.01
P 2° anno di coltivazione, integratt® campionamento vs 2° campionamento, P<0.01
q 2° anno di coltivazione, integrath® campionamento vs 3° campionamento, P<0.001

r . - . . .
2° anno di coltivazione, integrat® campionamento vs 3° campionamento, P<0.001

Dall’analisi dei campioni di cicoria pan di zuccbesttenuti nel secondo anno di
coltivazione registriamo un valore significativarteenpiu alto del prodotto
convenzionale solo nel primo campionamento (P<0Afghe nel secondo anno

di coltivazione si nota una forte influenza dell@agsonalita sulla capacita
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antiossidante: notiamo una forte diminuzione delieprieta antiossidanti
allontanandoci dal periodo di piena crescita.

I livelli dei singoli antiossidanti seguono lo ss@ andamento mostrando dei
livelli bassi rispetto ai valori normalmente ripatitin letteratura. Le tabelle 9, 10,

11 e 12 riportano i bassi livelli riscontrati nelntenuto dei singoli antiossidanti

Tabella 9. Determinazione di acido caffeico e acido cloragemella cicoria.

Cicoria Ac. Clorogenico Ac. Caffeico Campionamenti
(mg/100 gr) (mg/100 gr)
Convenzionale 0.28t0.03 0.3%0.08 _‘]_°Campi0namento
Integrato 0.22:0.10 0.4@0.22 1°anno di coltivazione
Convenzionale 0.27+0.02 0.34+0.60 2°campionamento
Integrato 0.21+0.11 0.20£0.50 1°anno di coltivazione
Convenzionale 0.28:0.01 0.440.07 3°campionamento
Integrato 0.21+0.02 0.180.04 1°anno di coltivazione
Convenzionale 0.34+0.05 0.330.0P°° 1°campionamento
Integrato 0.210.01 0.330.02" 2°anno di coltivazione
Convenzionale 0.20t0.11 0.180.05 2°campionamento
Integrato 0.22+0.10 0.2@0.04 2°anno di coltivazione
Convenzionale 0.20t0.04 0.1%0.05 3°campionamento
Integrato 0.21+0.02 0.180.04' 2°anno di coltivazione

a,c R . . .
2° anno di coltivazione, Ac. Caffeico:1° campioreanto vs 2° campionamento, P<0.05
2° anno di coltivazione, convenzionale, Ac. Caffel¢ campionamento vs 3° campionamento, P<0.01

2° anno di coltivazione, integrato, Ac. Caffeicocmpionamento vs 3° campionamento, P<0.05

Tabella 10 Determinazione del contenuto di Vitamina C neitaria.

Vitamina C (mg/100 gr) Vitamina C (mg/100 gr)
1° anno di coltivazione 2° anno di coltivazione
Cicoria 1° 2° 3° 1° 2° 3°

Convenzionale| 10.1Gt1.1G"° | 9.411.41°¢ | 5.8%0.51°¢ | 5.63:0.04 | 2.76:0.84 | 3.981.47
Integrato 5.24t0.25"9 | 3.08:0.16"" | 6.720.78%" | 2.770.23" | 3.60:0.37 | 2.06+0.01
a’bl° e 2° campionamento, 1° anno di coltivazioneveozionale vs integrato, P<0.01
¢ 1° campionamento, 2° anno di coltivazione: convemale vs integrato, P<0.001
d 1° anno di coltivazione, convenzionale: 1° campineato vs 3° campionamento, P<0.01
fe ° anno di coltivazione, convenzionale: 2° campipeato vs 3° campionamento, P<0.05

° anno di coltivazione, integrato:1° campionamess@° campionamento, P<0.01

o «Q

1° anno di coltivazione, integrato:3° campionamerstd.®° campionamento, P<0.05
_ 1° anno di coltivazione, integrato:3° campionamerst@°® campionamento, P<0.001
! 2° anno di coltivazione, integrato:1° campionamerst@° campionamento, P<0.05
I 2° anno di coltivazione, integrato:2° campionamerstd® campionamento, P<0.05

m S . . .
2° anno di coltivazione, integrato:2° campionamerst@° campionamento, P<0.001
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Tabella 11 Determinazione del contenuto dei luteina nekk@ica.
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Luteina (ug/gr) Luteina (ug/gr)
1° anno di coltivazione 2° anno di coltivazione
Cicoria 1° 2° 3° 1° 2° 3°
Convenzionale | 6.14+1.36>° | 1.98+1.32 | 1.46+0.09 | 5.16+1.42° | 1.88+1.22 | 1.860.09
Integrato 2.16+0.83 2.72+£1.64 2.02+1.32 2.56+0.93 2.32+1.54 1.98+1.14
al" campionamento, 1° anno di coltivazione: convamaie vs integrato, P<0.05
1° anno di coltivazione, convenzionale: 1° campineato vs 2°campionamento, P<0.05
¢ 1° anno di coltivazione, convenzionale: 1° campineato vs 3°campionamento, P<0.01
d’eZ° anno di coltivazione, convenzionale: 1° campineato vs 2° e 3°campionamento, P<0.05
Tabella 12 Valutazione delle proprieta antiossidanti e dadlli dei singoli antiossidanti per la
cicoria biologica versus cicoria convenzionale.
FRAP Vitamina C | Ac. Caffeico | Ac.Clorogenico| Luteina
Cicoria (mmolkg-1) (mg/1009) (mg/1009) (mg/1009) (ug/gr)
Biologico 1.150.09 4.89+0.06 0.38+0.02 1.11+092 | 5.14+3.96
Convenzionale 1.19%0.25 4.53+0.20 0.36+0.03 0.38+0.01 | 5.23+1.34

a Biologico versus Convenzionale P < 0.001

Non sono presenti differenze significative tra uledsistemi colturali eccetto che

per il contenuto di acido clorogenico piu elevatel rtampione biologico

(P<0.001).

2.2.3 Valutazione del profilo degli antiossidantidel potere antiossidante nella

lattuga

La tabella 13 riporta le proprieta antiossidaeti la lattuga riscontrate nel primo

e nel secondo anno di coltivazione.
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Tabella 13 Valori FRAP nella lattuga.
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Lattuga

10

FRAP (mmolkg)
1° anno di coltivazione

20

30

FRAP (mmolkg-")

2° anno di coltivazione

10

20

30

Biologico

5.33+0.35"

6.35+0.08"¢

3.26+0.18¢9

1.85+0.05"

1.55+0.06"

3.82+0.54"

Convenzionale

4.83#0.16

1.8+0.04

Integrato

1.30+0.08

1.92+0.19"

2.72+0.22"

2.73+0.3%"

- 0 o O T 9

3° Campionamento, 2° anno di coltivazione: biologis integrato, P <0.05

2° Campionamento, 1° anno di coltivazione: biologis convenzionale P <0.001
3° Campionamento, 1° anno di coltivazione: biologis integrato P<0.001

2° Campionamento, 2° anno di coltivazione: integket biologico, P<0.001

1° anno di coltivazione, biologico, 1° campionaneeve 3°campionamento, P<0.01

1° anno di coltivazione, biologico, 2° campionaneevd 1°campionamento, P<0.01

= (o]

1° anno di coltivazione, biologico, 2° campionanceve 3°campionamento, P<0.001

2° anno di coltivazione, biologico, 3° campionanoevg 1° campionamento, P<0.001

2° anno di coltivazione, biologico, 3° campionaneevd 2° campionamento, P<0.001

| . N . . .
2° anno di coltivazione, integrato, 3° campionatoess 1° campionamento, P<0.05

m S . . .
2° anno di coltivazione, integrato, 2° campionatoess 1° campionamento, P<0.05

Dallo studio della Pellegrini et al. (2003), il ve¢ FRAP per la lattuga verde e

risultato essere 4.94 mmol e p.s. Nel primo anno sono state evidenziate

differenze tra prodotto convenzionale e biologiP&@.001) (2° campionamento)

e tra prodotto biologico e integrato (P<0.001) ¢afmpionamento). Nel secondo

anno sono risultate significative le differenze pradotto biologico ed integrato

per il secondo (P<0.001) e terzo campionamento.®¥0

Di seguito si riportano i livelli riscontrati persingoli polifenoli (tabella 14a e

14b):
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Tabella 14a Determinazione del contenuto di acido caffei@id@ clorogenico, rutina e
guercetina nei campioni di lattuga del 1°anno divarione.

Lattuga Ac.Clorogenico Ac. Caffeico Rutina Quercetina Campionamenti
(mg/100 gr) (mg/100 gr) (mg/100gr) (mg/100gr)

Biologico 15.93:1.59 7.59%2.66° 17.581.96 | 0.990.37 1°calr11pionag_ﬂento
Convenzionale | 22.24:7.74 4.8%0.53 | 245@12.08| 6.84153F |  comvarione

Biologico 16.931.60 | 6.5%2.78' | 18.51+1.98 | 1.1@0.31 2*campionamento
Convenzionale | 21.24+6.73 3.8%0.43 23.5@10.08 | 5.831.1( coltivazione

Biologico 0.870.23°' | 0.73:0.05"%" n.d. n.d. 3"campionamento

Integrato 0.350.05 | 0.120.02 | 155@2.46 | 1.2%0.05| coltvasione

a 3° campionamento, 1° anno di coltivazione, Ac.r@enico: biologico vs integrato, P<0.05

b 3° campionamento, 1° anno di coltivazione, Ac. €aff: biologico vs integrato, P<0.001

cd 1° e 2° campionamento, 1° anno di coltivaziongei@etina: convenzionale vs biologico, P<0.01

€ 1° anno di coltivazione, biologico, Ac. Clorogemicl® campionamento vs 3° campionamento, P<0.001
f 1° anno di coltivazione, biologico, Ac. Clorogemi: 2° campionamento vs 3° campionamento, P<0.001
g1° anno di coltivazione, biologico, Ac. Caffeicd® campionamento vs 3° campionamento, P<0.001

1° anno di coltivazione, biologico, Ac. Caffeic@° campionamento vs 3° campionamento, P<0.001

Tabella 14h Determinazione del contenuto di acido caffeiaid@ clotogenico, rutina e
quercetina nei campioni di lattuga del 2°anno diazione.

Prodotto Ac. Ac. Caffeico Rutina Quercetina Campionamenti
Lattuga Clorogenico (mg/100 gr) (mg/100gr) (mg/100gr)

(mg/100 gr)
Biologico n.d. 0.070.07 | 15.5@0.2T | 1.00t0.62 1°campionamento
Integrato 0.170.06 | 0.360.03° | 11.670.9Z | 0.79:0.14 |  2°annodi coltivazione
Biologico n.d. 0.070.0P | 15.5@0.21° | 1.00:0.7Z 2°campionamento
Integrato 0.24t0.05 | 0.21+0.03¢ | 6.89:0.82"" | 0.23:0.1Z |  2°anno di coltivazione
Biologico 0.54:0.19 0.540.38 | 30.2%12.53| 0.920.29 3°campionamento
Integrato 0.370.08 | 0.24t0.08 | 20.788.03' | 0.79:0.37 |  2°anno dicoltivazione

1° campionamento, 2° anno di coltivazione, Ac. €afi: integrato vs biologico, P<0.001
2° campionamento, 2° anno di coltivazione, Ac. €aff: integrato vs biologico, P<0.01
1° campionamento, 2° anno di coltivazione, Rutbiatogico vs integrato, P<0.01

2° campionamento, 2° anno di coltivazione, Rutbiatogico vs integrato, P<0.001

2° campionamento, 2° anno di coltivazione, Queneetbiologico vs integrato, P<0.01

-, ©®© Qo O T Q

2° anno di coltivazione, integrato, Ac. Clorog® : 3° campionamento vs 1° campionamento, P<0.05

9 2° anno di coltivazione, integrato, Ac. Caffeich® campionamento vs 2° campionamento, P<0.05
h

2° anno di coltivazione, integrato, Rutina caMmpionamento vs 2° campionamento, P<0.05
Nel lavoro di Arabbi et al. (2004), principali flavonoidi identificati nella lattuga
sono i glicosidi della quercetina. | risultati msdrati nella lattuga non mostrano

nel primo anno di coltivazione differenze signifiga nei livelli di rutina tra le
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varie pratiche agronomiche, mentre nel secondo anmoltivazione i livelli di

rutina risultano piu elevati nella coltura biologics quella integrata.

Tabella 15 Determinazione del contenuto dei Vitamina C nigtauga.

Vitamina C (mg/100 gr) Vitamina C (mg/100 gr)
1° anno di coltivazione 2° anno di coltivazione
Lattuga 1° 2° 3° 1° 2° 3°
Biologico 6.3%0.54' | 15.672.61°% | 13.28:0.59¢ | 4.5%0.45 | 6.51+0.18" | 5.45:1.12
Convenzionale| 6.6+0.76 4,691.17
Integrato 5.23:0.8° | 3.17%#1.19 | 3.180.3T | 4.311.52

-, ©O Qo O T 9

2° campionamento, 1° anno di coltivazione, bimogys convenzionale, P<0.01
3° campionamento, 1° anno di coltivazione, biatogis integrato, P<0.001

2° campionamento, 2° anno di coltivazione, bimogs integrato, P<0.001

1° anno di coltivazione, biologico: 2° campionantens 1° campionamento, P<0.001
1° anno di coltivazione, biologico: 3° campionantens 1° campionamento, P<0.01

2° anno di coltivazione, biologico: 2° campionantens 1° campionamento, P<0.05

| valori di vitamina C per la lattuga secondo regitviologico sono piu alti, sia

rispetto la coltivazione convenzionale (2° camproeato, 1° anno di coltivazione

P<0.01) sia integrata (3° campionamento, 1° anncollivazione P<0.001 e 2°

campionamento, 2° anno di coltivazione P<0.001)albri di vitamina C sono

piu bassi per il secondo anno di coltivazione ispé&ando i valori ottenuti per il
FRAP. Dal lavoro di Nicolle et al. (2004), i liietli vitamina C variano da 6.1 a
9.9 mg/100g di prodotto fresco.

Tabella 16 Determinazione del contenuto di Luteinf-€arotene nella lattuga.

Lattuga Luteina p-Carotene Campionamenti
- (ug/ g) (ug/ g)

Biologico 12.73.6 27.1%6.90 1°campionamento
Convenzionale 6.24+1.64 35.287.86 1°anno di coltivazione
Biologico 25.29+6.96 53.56+0.00 2°campionamento
Convenzionale 0.30+2.79 27.71+5.96 1°anno di coltivazione
Biologico 13.1%5.9 22.8918.9 3°campionamento

Integrato 8.80+3.23 32.9%16.98 1°anno di coltivazione

Biologico 4.78+2.61 13.91+1.09 1°campionamento
Integrato 1.80+0.48 n.d. 2°anno di coltivazione
Biologico 7.57+2.61 36.918.71 2°campionamento
Integrato 4.58+0.68 30.720.00 2°anno di coltivazione
Biologico 6.27+1.62 26.914.71 3°campionamento
Integrato 4.08:0.64 20.720.00 2°anno di coltivazione

a,b . . N . . . .
1° e 2° campionamento, 1° anno di coltivazidateina, biologico vs convenzionale, P<0.05

2° campionamento, 1° anno di coltivaziofearotene biologico vs convenzionale, P<0.01
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| valori di luteina sono significativamente piti gder la lattuga biologica nel 1° e
2° campionamento del 1° anno di coltivazione (PSD.0

2.2.4 Effetto degli estratti polifenolici sulla \atita cellulare

Per valutare l'effetto citotossico degli estrattilifenolici derivati dagli alimenti
selezionati su cellule tipo CaCO2 sono stati esegsperimenti preliminari
mediante il test MTT. Come mostrato nelle figure2le 3 gli estratti hanno
causato una riduzione della vitalita cellulare salle due concentrazioni piu alte
utilizzate (50 e 100 ml/l) portandola a valori caes tra il 10% e il 70%. Per
guanto riguarda il tipo di orticola, i campioni cicoria sembrano mostrare una
maggiore citotossicita. Infatti tutti i campioni dicoria alla concentrazione
100ml/l portano la vitalita a valori al di sottoldH%. Per quanto riguarda la
modalita di coltivazione o il periodo di raccoltegn si osservano correlazioni con
la citotossicita nel caso dei campioni di rucolanaUnaggiore citotossicita puo
invece essere osservata nel caso dei campionttdg#ae di cicoria coltivati in

modalita convenzionale o integrata, e raccoltipggiodi piu avanzati dell’'anno.

Rucola
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Figura 1. Effetto degli estratti di rucola sulla vitalitaltulare delle cellule CaCo-2.
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Lattuga
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Figura 2. Effetto degli estratti di lattuga sulla vitalicallulare delle cellule CaCo-2.
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Figura 3. Effetto degli estratti di cicoria sulla vitalitllulare delle cellule CaCo-2.

2.2.5 Effetto antiproliferativo degli estratti pdénolici: immunomarcatura
della Bromodeossiuridina (BrdU) e analisi in citortréa a flusso

L’incorporazione di BrdU, in campioni di cellule attate, € indice della
distribuzione delle cellule nelle varie fasi dekloi cellulare e quindi della
valutazione dello stato proliferativo delle cediul

| risultati hanno mostrato una riduzione dell'ingporazione della BrdU,
rilevando che il potenziale antiproliferativo ditradti di vegetali alimentari nei
confronti di cellule neoplasiche in coltura puo ezssdipendente dalle specie

vegetali e dalle condizioni di coltivazione.
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Mentre i campioni di cicoria non hanno mostratoual@ffetto significativo sul
ciclo cellulare, tutti i campioni di rucola, indipgentemente dalla modalita di
coltivazione o dal periodo di raccolta, alla coricerione 10ml/l hanno
determinato un significativo accumulo di cellule fese G1 con conseguente
riduzione di cellule in fase S e G2/M (figura 4ikiscono cioé la proliferazione

delle cellule in fase neoplastica).

Rucola

120% -

100% - T T T
80% -
OG2+M
60% |s
* oGl
& * * * *
40% -
20% 1
0% . . . . . .
Controllo RC 14/06 RI 14/06 RC 19/07 RI 19/07 RC 4/09 RI 4/09

Figura 4. Effetto degli estratti di rucola sulla distribane del ciclo cellulare.

Cio ha come conseguenza una riduzione di incorpmrazdella BrdU delle
cellule in fase S come dimostrato dalla valutaziorguantitativa
dell'immunofluorescenza della BrdU nelle cellulattate con i vari estratti di

rucola alla concentrazione 10ml/L (figura 5).
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Figura 5.Incorporazione of BrdU in cellule di controllo ellle trattate con estratto di rucola.

| campioni di lattuga, che pure hanno mostratofteite simile a quello esercitato
dai campioni di rucola sulla distribuzione dellecG& nelle varie fasi del ciclo,
non hanno invece raggiunto la significativita st#ta. Per quanto riguarda pero
I'analisi quantitativa di BrdU, i campioni di latja a coltivazione convenzionale e
biologica del 1° campionamento del 1° anno di caltione e quello a
coltivazione biologica del 3° campionamento debhfo di coltivazione hanno

determinato una riduzione significativa nell'incorpzione di BrdU.

34



Linea di Ricerca 1

2.3.0 Conclusioni

| risultati ottenuti mostrano che il sistema cddier (biologico, convenzionale e
integrato) e il tipo di coltivazione (pieno camps®rra) influenzano la qualita
nutrizionale di un alimento. A queste si deve aggere l'effetto non trascurabile
delle condizione pedo-climatiche.

| risultati ottenuti indicano come rucola, lattugacicoria, da un punto di vista
industriale, potrebbero rappresentare una inteméssad economica fonte di
estratti polifenolici. Inoltre potrebbero esserdiz#ati in campagne di salute
pubblica finalizzate ad incrementare il consumoveljetali per contribuire alla

prevenzione di malattie croniche.
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3.0.0 Linea di Ricerca 2

3.0.1 Introduzione

Il pomodoro, uno dei prodotti ortofrutticoli maggmente consumati, grazie al
suo profilo nutrizionale peculiare rappresenta wiele principali fonti di
vitamine.

| pomodori sono ricchi di vitamina C e di alcuninggonenti minori dotati di
attivita antiossidante: carotenoidi e composti fenoA tali molecole é stata
attribuita una specifica azione di protezione nemfronti di alcune patologie
croniche.

Nell’alimentazione, i pomodori rappresentano langipale fonte di licopene, che
appartiene alla famiglia dei carotenoidi e possigieprieta antiossidanti e
anticancerogene.

In questi ultimi anni, gli antiossidanti naturalnierpresenti nelle materie prime
vegetali sono stati oggetto di numerose ricerchi;composti, privi di valore
nutrizionale, esplicano nelluomo un’importante iath antiossidante
contrastando I'azione di composti chimici particolante reattivi come i radicali
liberi il cui accumulo e alla base dei fenomeni etegyativi delle cellule e quindi
dell'invecchiamento cellulare. A tali composti eatst inoltre attribuita una

potenziale attivita anticancerogena.

3.0.2 Obiettivi

Obiettivo di questo studio e stato di valutarefliienza di differenti pratiche

agronomiche (biologico vs convenzionale) sulla gaaiutrizionale di pomodori

coltivati secondo le stesse condizioni di cresdiieante due anni di coltivazione.
La nostra attenzione é stata focalizzata sullaitaalone dell'influenza del

metodo di coltivazione e del periodo di campionatmesulla qualita nutrizionale

attraverso la determinazione del contenuto di fedi, acidi idrossicinnamici e

carotenoidi e la valutazione dell’Attivita Antiodsinte Totale e il danno cellulare
(misurato tramite la valutazione del Trans Epithietilectrical Resistance -TEER
e la determinazione dell’analisi istologica). Inegtiottica abbiamo cercato di
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capire e spiegare il ruolo del pomodoro come “dilnazionale” nella protezione

della salute umana.

3.1.0 Materiale e Metodi

3.1.1 Campionamento

Cultivar di pomodordPerfectpeel sono stati forniti dall’Azienda StugRhrma,
Italia). | prodotti biologici e convenzionali sonstati coltivati nelle stesse
condizioni di crescita in un’area di coltivaziongi@no campo: stagione, luogo,
grado di maturazione e eta della pianta. La tipala! terreno era argillosa. La
coltivazione biologica e convenzionale €& stata ottad in due distinti
appezzamenti. Il grado di maturazione delle baasaedel 100%. Inoltre, sono
stati considerati i dati sulle temperature, sulliative umidita e I'esposizione alla
luce solare.

Per l'analisi quantitativa sono state usate badtip@modoro provenienti da ogni
trattamento. | campioni sono stati omogenizzatium Waring blender. Tre
replicati erano preparati per ogni campione. Ldisindei carotenoidi, vitamina C,

polifenoli ed attivita antiossidante sono stategagie subito dopo I'estrazione.

3.1.2 Quantificazione dei carotenoidi
Per la descrizione delle metodologie per la deteamione dei carotenoidi si

rimanda alla descrizione riportata nella seziorde22.

3.1.3 Quantificazione dei polifenoli
Per la descrizione delle metodologie per la deteazione dei polifenoli si

rimanda alla descrizione riportata nella seziode32.
3.1.4 Quantificazione della vitamina C

Per la descrizione delle metodologie per la deteazione della vitamina C si

rimanda alla descrizione riportata nella seziorde42.
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3.1.5 Misura del potere Antiossidante Totale TEA@elox Equivalent
Antioxidant Capacity Assay

L’analisi TEAC é stata effettuata su estratti atitesecondo la metodica riportata
nella sezione 2.1.5. Il metodo TEAC é stato descatiginariamente da Miller et
al. (1993)Re e colleghi (199%anno migliorato il metodo TEAC mediante I'uso
del cromoforo ABTS preformato. L'introduzione di questo catione inaun
soluzione etanolica, permette cosi la determin&zisra degli antiossidanti
liposolubili e sia degli antiossidanti idrosolulsepenti nella matrice alimentare. Il
metodo TEAC e semplice, attendibile e adatto perlatazione della capacita da
estratti da alimento. Il principio del metodo sishasul fatto che [lattivita
antiossidante di una sostanza si puo valutare d@biita di catturare radicali
liberi o di inibire la loro formazione. Le lettuvengono effettuate utilizzando uno
spettrofotometro termostatato a 30°C ad una lurghed’onda di massimo
assorbimento (734 nm) per 10 minuti ad intervalli3@ secondi. L’attivita
antiossidante del campione é stata calcolata usdadourva standard di

calibrazione. IL valore del TEAC é espresso comeoinolox/Kg.

3.1.6 Misura del potere riducente totale FRAP-FearriReducing Antioxidant
Power
Per la descrizione delle metodologie per la deteamone del potere riducente

totale si rimanda alla descrizione riportata nelaione 2.1.5.

3.1.7 Modelli cellulari- Cambiamenti morfologici déepitelio cellulare
mediante la misura del potenziale trans-epiteliale

L’estratto polifenolico idrolizzato ottenuto dalpodoro e stato preventivamente
portato a secco e quindi solubilizzato nel mezzodltura con I'aggiunta di una
concentrazione in sali biliari (0.5 mg/ml). Sonatet effettuate una serie di
diluizioni operative ottenendo una serie di con@ibni crescenti di polifenoli
nel mezzo da 2 a Jumoli.

I mezzo di coltura che e stato usato € il Dulbe@MEM) contenete 25mM di

glucosio e 3.7 g/l NaHCOe ulteriormente supplementato con 4mM di L-
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glutamina, 10% di siero fetale bovino, 1% aminoanith essenziali, 1 x £/l
penicillina e 100 ug/l di streptomicina. Le cellideno state incubate a 37°C con
un’umidita del 90%, in una atmosfera al 95% dig®b% CQ. Il mezzo di coltura
e stato cambiato 3 volte alla settimana fino a loemiza ed alla relativa
differenziazione cellulare che richiede circa 14gi@ni.

La confluenza e la differenziazione delle colturenenitorata dalla misura del
potenziale elettrico fra il compartimento apicald eompartimento basolaterale
(trans-epitelial elettrical resistance) (Grassetl@B4), con controlli estemporanei
tramite I'osservazione giornaliera con il microsicopnvertito (Diavert, Leitz
Germany).

Il monostrato di cellule differenziate & stato tied con il mezzo contenente le
diverse concentrazioni dell’estratto polifenolicralizzato, il tutto in quadruplo.
L’esperimento ha avuto una durata di tre ore periéamtrare nel tempo piu di un
intero ciclo metabolico delle stesse cellule e@al® il trasporto e I'assorbimento
delle stesse molecole. Le misure delle resisteraesepiteliali hanno avuto una
cadenza di trenta minuti. Alla fine delle tre orstato condotto il saggio del rosso
fenolo per valutare la tenuta delle giunzioni $érex quindi I'eventuale danno
cellulare riscontrabile tramite I'analisi istologidel campione.

La permeabilitd apparente e stata calcolata ritlvgina una curva standard di
concentrazioni di rosso fenolo crescenti rilevaganite spettrofotometro ad una
lunghezza d’onda di 560 nm.

P app(cm $') = C; x Vi /A;x Co X A

Ci=concentrazione rosso fenolo in Baso laterale (nidtfa allo spettrofotometro
Vp=0,250 cni

A=(3600 secondi)

Co,=concentrazione rosso fenolo apicale (1 mM)

A=Area filtri (0,33 cnf)

In figura 6 si riporta una visione schematica detello sperimentale.
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Figura 6. Visione schematica del sistema colture-cellularecgmultiwel)

3.1.8 Per la descrizione della metodica di analisi stigh utilizzata si rimanda

alla descrizione riportata nella sezione 2.1.8.

3.2.0 Risultati

3.2.1 Molecole bioattive

La nostra ricerca é stata condotta per valutandld&nza di specifiche tecniche
agronomiche per migliorare il contenuto di moledui@attive e cosi incrementare
il valore nutrizionale del pomodoro. La scelta dn’appropriata tecnica
agronomica e di fattori pre- e post-raccolta sembesere cruciale nella
caratterizzazione del valore nutrizionale e dekeouato antiossidante di pomodori
freschi. In questo studio noi abbiamo monitoratooihtenuto di antiossidanti nei
pomodori coltivati secondo un sistema biologicoomvenzionale durante due

anni di coltivazione.
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Tabella 17. Confronto tra il primo e il secondo anno ditisazione del pomodoro. Valore medio
(mg/Kg) and sd dei composti bioattivi antiossitilan

Molecole Biologico Convenzionale
Bioattive | anno Il anno P value | anno Il anno P value
Vitamina C 177.3+14.7 353 .0 10.0 | P<0.001| 202.9 14.9 280.0+ 9.90 P<0.001
Licopene 21.3+ 4.5 12.2+ 3.0 P<0.001 24.0£5.0 17.7+5.0 P<0.001
B-carotene 6.1+ 0.9 25+1.1 P<0.001] 4.7+1.% 1.88+1.1 P<0.001
AcidoClorogenico 2.82+0.92 4.04+ 0.57 | P<0.007| 3.52+0.74 4,25t 0.22 n.s.
Acido Cumarico 3.35+0.48' 1.39+0.21 | P<0.001]| 2.79t0.4% 1.70+ 0.47 | P<0.001
Acido Caffeico 3.29+0.33 5.03: 0.17 | P<0.001 3.614+0.71 4.85t 0.98 P<0.01
Naringenina 41.5217.71 59.4 7.95 | P<0.005| 34.56:11.16 40.29.23 n.s
Rutina 36.66:17.72 45.9 5.84 n.s 37.06:6.68 23.2+7.73 n.s.
Quercetina 17.92:10.95 17.8+ 1.48 n.s 33.90:6.37° 8.72+ 2.18 | P<0.001
a Convenzionale versus Biologico P<0.05
b Biologico versus Convenzionale P < 0.001
¢ Biologico versus Convenzionale P<0.05
d Biologico versus Convenzionale P<0.05
€ Biologico versus Convenzionale P<0.05
f

Biologico versus Convenzionale P<0.05

= (e}

Convenzionale versus Biologico P<0.001

Biologico versus Convenzionale P<0.05

In tabella 17 € mostrato il contenuto di licopenB8-earotene (mg/kg), vitamina C
(mg/Kg), acidi idrossicinnamici (acido clorogenicacido cumarico e acido
caffeico) (mg/kg), flavonoidi (quercetina, rutinaringenina) (mg/kg) distribuiti
secondo anno e pratiche di coltivazione. Il conterdi vitamina C, nel primo
anno di coltivazione, era significativamente pitoalel pomodoro convenzionale
rispetto al pomodoro biologico (convenzionale 28289 mg/Kg vs biologico
177.3+14.1 mg/Kg, P<0.05), mentre un trend invegsstato riportato per il
secondo anno di coltivazione (biologico 353.0 #01@g/kg versus 280.0 £ 9.90
convenzionale, P<0.001). Inoltre, durante il secomhno di coltivazione un

incremento del contenuto di vitamina C € stato mste sia nei pomodori

41




Linea di Ricerca 2

biologici (Il anno vs | anno P<0.001) sia nei pomodonvenzionali (Il anno vs |
anno P<0.001).

Questi risultati hanno suggerito che sia il metadaoltivazione che 'anno di
coltivazione possono influenzare il contenuto dawiina C come riportato dai
dati in lettura. Diversi autori hanno mostrato ¢heomposizione del terreno, in
particolare la distribuzione di minerali, € uno deitori cruciali che potrebbe
influenzare il profilo di composti bioattivi (Coalhet al., 2005; Dudjak et al.,
2004). Watkins & Pritts (2001) hanno dimostrato eden pratiche agronomiche e
I'apporto di nutrienti e di acqua ed i metodi dcealta potrebbe influenzare la
qualita del pomodoro prima e dopo la raccolta.

Diversi autori hanno dimostrato come le condizidimatiche (luce, temperatura
media) hanno una forte influenza sui livelli diantina C (Lee et al., 2000).
Zushi & Matsuzoe (1998) hanno studiato I'effettoudi minore apporto di acqua
in 5 cultivars di pomodoro: in alcune cultivars dbntenuto di vitamina C
aumentava, mentre in altre cultivars non risultaaificato.

Per ottenere cibi di alta qualita € necessariaolmprensione del legame tra
condizioni ambientali, pratiche agronomiche, congiose e qualita degli
alimenti.

Stea et al. 2005 hanno dimostrato come il contepalifenolico sia correlato alla
salinita e al grado di maturazione (Stea et alQ520All'interno degli acidi
idrossicinnamici, il contenuto di acido clorogeniamaffeico e cumarico non
risultavano differenti tra pomodori biologici e a@mzionali, eccetto che per le
concentrazioni di acido cumarico nel primo annealtivazione, trovate piu alte
nel prodotto biologico che in quello convenziong@mlogico 3.3%0.48 mg/kgvs
convenzionale 2.29.42 mg/kg, P<0.05). Caris-Veyrat et al. (2004yaganando
il contenuto di antiossidanti tra pomodori coltivaécondo regime biologico e
convenzionale hanno mostrato come i pomodori bioclogresentavano un
contenuto di vitamina C, carotenoidi e polifen@c¢etto per I'acido clorogenico)
piu alto che in quelli convenzionali.

Considerando come discriminante I'anno di coltieag nella valutazione dei

nostri risultati, il contenuto di acido caffeicaeido clorogenico risultava piu alto
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nel secondo anno di coltivazione sia nel prodbttdogico (acido caffeico Il
anno vs | anno, P<0.001; acido clorogenico Il amed anno, P<0.007) che in
quello convenzionale (acido caffeico Il anno veih@ P<0.01; acido clorogenico
[l anno vs | anno, P~n.s.), mentre I'acido cumamcesentava un trend inverso
(biologico: | anno vs Il anno P<0.001; convenzienanno vs Il anno, P<0.001).
Nel primo anno di coltivazione, il contenuto di quetina e stato trovato
maggiore nel prodotto convenzionale rispetto alqueiblogico (convenzionale
33.90+6.31 mg/kgsbiologico 17.92+10.95 mg/kg, P<0.001), mentre reebndo
anno di coltivazione si osservava un trend invefisimlogico 17.8+1.48vs
convenzionale 8.72+2.18, P<0.05). Uno studio dchill et al. 2007 ha mostrato
come il livello medio monitorato lungo 10 anni diltivazione di quercetina e
kampferolo era piu alto nel prodotto biologico afivamente del 79% e del
97% rispetto al pomodoro convenzionale.

Inoltre nel secondo anno di coltivazione il contendi naringenina e rutina
risultavano essere piu alte nel prodotto biolodimologico 59.4+7.95 mg/kg vs
convenzionale 40.2+9.23 mg/Kg, P<0.001; biologié®45.84 vs convenzionale
23.2+7.73 mg/Kg, P<0.05).

Seguendo la distribuzione dei flavonoidi, nei pooroadonvenzionali durante il
secondo anno di coltivazione si osserva una dinmmegzdella concentrazione di
quercetina (I anno vs Il anno, P<0.001), mentmoiitenuto di naringerina é stato
trovato piu alto nel primo anno di coltivazione pebdotto biologico (Il anno vs |
anno P<0.005).

Per il licopene e il 3-carotene non é stata rievedssuna differenza tra pomodoro
biologico e convenzionale (eccetto per il R-caretemel primo anno di
coltivazione), mentre i valori piu alti si osseraaw per entrambe le pratiche

agronomiche nel primo anno di coltivazione.

3.2.2 Potere Antiossidante
Dopo aver valutato il contenuto dei singoli antidasti, noi abbiamo studiato
I'azione sinergica delle molecole bioattive nellatrice alimentare attraverso la

valutazione della capacita antiossidante totale.
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Tabella 18. Confronto tra il primo e il secondo anno di cadizione. Valore medio e sd della
Capacita Antiossidante Totale misurata tramite TE@&Unol Trolox/ Kg) e FRAP (mmol
FE/KQ)

Parametri Biologico Convenzionale
Antiossidanti

| anno Il anno P value I anno Il anno P value

TEAC 3.52+ 0.39° | 3.17+0.17 n.s. | 4.85 0.60° | 2.64+ 0.09° | P<0.001

FRAP 4.06+0.29| 4.17+0.53 n.s. 3.15+1.40| 3.47+0.28 n.s.

a
Convenzionale versus Biologico P<0.001

Biologico versus Convenzionale P < 0.05

La tabella 18 mostra i valori della Capacita Angidante Totale secondo I'anno
di coltivazione e le pratiche agronomiche. Nel mrianno di coltivazione i valori
TEAC (mmol Trolox/ Kg) erano piu alti nel pomodoomnvenzionale che in
guello biologico, rispettivamente 4.850.60 mmol Trolox/ Kg vs 3.5Z 0.39
mmol Trolox/ Kg (P<0.001), mentre nel secondo amnmsservava un trend
inverso per i valori TEAC (biologico 3.1 0.17 mmol Trolox/ Kgvs
convenzionale 2.64 0.09 mmol Trolox/ Kg, P < 0.05). Inoltre i valofFEAC
non erano significavamente differenti tra i dueiafircoltivazione nei pomodori
biologici, mentre nel prodotto convenzionale valpii alti erano osservati nel
primo anno rispetto al secondo anno di coltivazi@e0.001). Per i valori FRAP
nessuna differenza significativa era rilevata tr@mpdori biologici e
convenzionali e tra il primo ed il secondo annccditivazione per entrambe le
pratiche agronomiche. George et al. (2004) hanudiatb il contenuto di bio-
antiossidanti e Il'attivita antiossidante di 12 g@piodi pomodoro: sono stati

rilevati valori significativi di attivita antiossahte.

3.2.3 Funzionalita del pomodoro

La “funzionalitd” del pomodoro nella protezione ldekalute umana € stata
studiata attraverso l'effetto protettivo svolto ldamolecole bioattive presenti
nell’estratto di pomodoro su linee cellulari di adearcinoma del colon Caco-2.

L’analisi istologica del monolayer di Caco-2 “in tad ha evidenziato

44



Linea di Ricerca 2

microscopicamente il tipo del danno e la sua cotipantalizzazione a livello
citologico. La figura 6a mostra l'attivita antiodante/pro-ossidante ottenuta
usando modelli in vitro ed espressa come TEER (Om) attraverso il tempo in
campioni di pomodoro biologico e convenzionale etigamente con I'addizione
di differenti concentrazioni di estratti polifenalidi pomodoro. | valori TEER non
differiscono significativamente tra pomodoro biatmye convenzionale, ma in
entrambi i campioni, noi abbiamo osservato una mlimione della permeabilita
delle giunzioni strette alla concentrazione polifigza. | risultati TEER mostrano
che i campioni biologici e convenzionali hanno tesso andamento, e il sistema
cellulare e abile a resistere fino alla concentmaei di 17 uM dell’estratto
polifenolico di pomodoro.

| risultati ottenuti hanno dimostrato che i compassidanti entrano all’interno
della cellula, e cosi essi potrebbero portare adaniioro azione antiossidante.
Inoltre i nostri risultati hanno mostrato che qgeesnolecole bioattive a
concentrazioni> 17 uM potrebbero avere un effettegssidante come riportato
dall'analisi istopatologica (figura 6a-6b). In pedlare, basse concentrazioni (2,
4, 6 e 8uM) non mostrano significativa alterazione morfolzagidel monostrato
epiteliale comportandosi quindi come antiossidamtiyece aumentando le
concentrazioni (1QuM and 17 uM) dell’estratto polifenolico del pomodoro é
evidente un’azione pro-ossidante che porta ad appbpta degenerazione ialina e
a tutti danni irreversibili. La presenza di atigidologica e strutturale di tipo
anaplastico conferma che I'epitelio in cultura gdali cellule indifferenziate e di
forme aberranti poliploidi dovute alla mancanza diisione citoplasmatica,
aspetto di una cellula neoplastica. | pricipaliifgololi negli estratti testati erano
guercetina (33.90+6.31 mg/kg nell’estratto convenale; 17.92+10.9 mg/kg
nell'estratto biologico), acido clorogenico (3.52#0 mg/kg nell’estratto
convenzionale; 2.82+0.92 mg/kg nell'estratto biadoy e acido caffeico
(3.61+£0.71 mg/kg nell’estratto convenzionale; 3@38 mg/kg nell’estratto
biologico). Anche se sono state trovate tra estoaitogici e convenzionali per

diversi composti target differenze significativegseuna differenza nell’effetto
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biologico era osservata usando un modello cellul&leriori ricerche sono
richieste per spiegare il meccanismo di azionensgco.

Tomato poliphenolic extract ORG and CONWV
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Figure 7A. Attivita antiossidante/pro-ossidante ottenutandsamodelli in vitro ed espresso come
TEER (Ohm/cm2) attraverso il tempo in campioni dimpdoro biologico e convenzionale
rispettivamente con I'addizione di differenti contrazioni di estratti polifenolici di pomodoro.

A Control
B-C-D Z2pM, 10pM, 17pM ORG
E-F-G 2pM, 10pM, 17 CONV

Figure 7B. Analisi istologica di un monostrato di cellu@aCQ, trattate con concentrazioni
crescenti di estratto polifenolico di pomodamitivato secondo pratiche agronomiche biologiche
(B-C-D) e convenzionali (E-F-G) . Per entrambi ggitratti ad una concentrazione di 10uM, si
presentava un iniziale effetto (pro)-ossidante.
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3.3.0 Conclusioni

In conclusione i nostri risultati hanno mostrataneoil contenuto di molecole
bioattive nel pomodoro sia influenzata dalle praicagronomiche, anno di
coltivazione, fattori ambientali e pedoclimaticienire non si osserva nessuna
differenza nell'effetto biologico osservato in mddecellulari di estratti di
pomodoro biologici e convenzionali.

D’altra parte, dai risultati su modelli cellulariessidenzia I'attivita antiossidante e
la permeabilita cellulare delle molecole bioattidel pomodoro; anche se a
concentrazioni piu alte di 17 uM dell’estratto periolico, i componenti bioattivi
presentano un’effetto pro-ossidante cone rivelarenhlisi istologiche.

E’ chiaro quindi come la relazione tra il contendtanolecule bioattive, I'attivita
antiossidante totale e la valutazione del dannlaleet sia un elemento chiave per
valutare i potenziali effetti benefici derivati dansumo di pomodoro e prodotti a
base di pomodoro.
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4.0.0 Linea di Ricerca 3

4.0.1 Introduzione

Le caratteristiche nutrizionali dei prodotti alim@mn sono influenzate dai fattori
pre-raccolta, dai trattamenti post-raccolta e dabcessi tecnologici che
influenzano il contenuto di molecole bioattive. @dp raccolta, il frutto fresco é
soggetto a perdite di nutrienti dovute alle modaldi conservazione. La
refrigerazione € la procedura piu comune per auanena shelf life, inoltre le
condizioni di trasporto e le temperature di congeieane sono aspetti importanti
in grado di influenzare la stabilita alimentarendizionando il contenuto dei
diversi prodotti in molecole bioattive e di consegma le loro proprieta
antiossidanti.
La distribuzione del sistema alimentare sta cantdmarmNel passato i prodotti,
durante il trasporto dall’area di coltivazione alanket, erano sottoposti a
variazione del contenuto di molecole bioattive kederoprieta organolettiche. Per
guesta ragione, c’é¢ un forte sviluppo del sistemalistribuzione diretto dei
prodotti e di un sistema tendente alla riduzione piessaggi nella catena
distributiva chiamata “short weaving factory”. Qtieprodotti sono chiamati
prodotti a Km 0. Questo sistema presenta numeergaggi:

a) riduzione del prezzo per il consumatore;

b) aumenti dei profitti per il coltivatore;

c) mantenimento di zone/aree di coltivazione intorite atta;

d) valorizzazione di prodotti locali;

e) preservazione dei prodotti di nicchia, dellambeeatdella biodiversita.

4.0.2 Obiettivi

Obiettivo di tale studio e stato quello di valutéiedfetto della conservazione su
una cultivar di fragole tipico, scelto dopo unoesering di differenti cultivars di

fragole.
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4.1.0 Materiale e Metodi

4.1.1 Campionamento

Sono stati analizzati differenti ecotipi agricoli &agole: fragole “Aprica”
(Lombardia, Nord Italia), fragole “Favetta di Tesm@a” (Lazio, Centro lItalia),
fragole “Mara des Bois” (Calabria, Sud lItalia), Jode commerciali (importate
dalla Spagna e disponibili sul mercato).

Per ogni prodotto selezionato, la caratterizzazimonehimica ha incluso I'analisi
delle molecole piu rappresentative nelle fragolenegpolifenoli, carotenoidi e

vitamina C.

4.1.2 Quantificazione dei carotenoidi
Per la descrizione delle metodologie per la deteazione dei carotenoidi si

rimanda alla descrizione riportata nella seziode22.

4.1.3 Quantificazione dei polifenoli
Per la descrizione delle metodologie per la deteamione dei polifenoli si

rimanda alla descrizione riportata nella seziode32.

4.1.4 Quantificazione della vitamina C
Per la descrizione delle metodologie per la deteamione della vitamina C si

rimanda alla descrizione riportata nella seziode42.

4.1.5 Misura del potere Antiossidante Totale TRAPRotdl radical-trapping
antioxidant potential

L’analisi TRAP é stata effettuata su estratti aftesecondo la metodica riportata
nella sezione 2.1.5. Il metodo (Ghisetial. 2000) misura il decadimento di una
molecola fluorescente, la R-ficoeritrina (R-PE}¥tratta dalle alghe rosse, in
seguito a reazione con un flusso di radicali péliossprodotti dalla

decomposizione termica di un azocomposto, il 2@bez(2-amidinopropano)
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diidrocloride (ABAP). Qualsiasi sostanza antioseidache ostacoli il flusso di
radicali perossilici sulla R-PE provochera un dtanel suo decadimento (Fase di
Inibizione, FI) proporzionale alla sua concenwmae ed alla sua attivita
antiossidante. Il ritardo nel decadimento sara edite in molarita tramite
standardizzazione con un analogo idrosolubileadellamina E, il Trolox (T),
capace di intrappolare due moli di radicali perdoggr ogni mole di sostanza

testata.

4.1.6 Misura del potere riducente totale FRARerric Reducing Antioxidant
Power
Per la descrizione delle metodologie per la detesmone del potere riducente

totale si rimanda alla descrizione riportata neiaione 2.1.5.

4.1.7 Analisi Statistica
Per la descrizione della metodica di analisi dia#isutilizzata si rimanda alla

descrizione riportata nella sezione 2.1.8.

4.2.0 Risultati e Discussione

4.2.1 Screening tra le varie cultivar di fragole

La “Favetta di Terracina” mostra un contenuto degali antiossidanti piu alto
rispetto a quello riscontrato nelle fragole “Mara Hois”, “Aprica” e in quelle
commerciali. Le fragole “Aprica” mostrano dei valasignificativamente piu alti
di TRAP e FRAP essendo un ecotipo selvatico (lald€l).
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Tabella 19.Capacita Antiossidante Totale e composti bioaitidifferenti ecotipi di fragole.

Prodotto FRAP TRAP Ac. cumarico Quercetina Kampferolo Vitag1 ina
(mmol/kg) (mmol/kg) (mg/100gr) (mg/100gr) (mg/100gr) (mg/100gr)

M d

Bos 00| 17.78:0.48 | 9.87+0.28 | 1.24:0.26 | 3.10£0.08 | 1.56:0.58 | 49.8+3.5

Aprica 62.85+3.23°¢| 16.31+1.26°"| 0.80+0.30 | 2.46+0.45 | 3.38+0.97P9| 52+3.1

Favetta 18.80+0.760 | 10.02+0.68 | 7.10+1.76"' | 5.0+0.30™" | 1.60+0.448 | 55.7+2.5

Commerciale | 19 74+0.68 | 10.34+0.15 | 1.87+0.84 | 2.06+0.87 | 1.14+0.0f | 44.242.8

a,b,c,d,e,,g,h, "3<0 001

MOP%0.05

"be0.01

4.2.2 Valutazione dell’effetto della conservaziodemestica

E’ stata scelta la “Favetta di Terracina” come nllodger la valutazione
dell’'effetto della conservazione sul contenuto dlegole bioattive per gli alti
valori di antiossidanti e per la sua carattergsticessere un prodottoa Km0 .
La cultivar di fragola (Fragaria x ananassa Duchavétta di Terracina" e
originata dalla cv Francese Favette sviluppato iroriela, ed € ampiamente
coltivato nella provincia di Latina vicino Roma. lmante di "Favetta" sono
vigorose, hanno un habitat che consente una aeglobosa in grado di produrre
circa cinque infiorescenze a corona. La cv Fayatiduce un interessante piccolo
frutto rosso. Questa cultivar & caratterizzataltiacualita della frutta, soprattutto
nel sapore. Il frutto & di forma globosa e di utbo® rosso luminoso e deciso. Le
piante sono state mantenute esenti da piante amése l'acqua garantita
attraverso un sistema di irrigazione a gocciolam@nbgrammato.

| valori della capacita antiossidante totale e ahtenuto di alcuni polifenoli,
vitamina C e di alfa-carotene contenuti nelle ftagti-avetta di Terracina”
fresche e conservate sono elencati nella tabell&2€tato valutato I'effetto della
conservazione (in frigorifero a 4° per 4 giorni) santenuto di molecole bioattive

presenti nelle fragole.
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Tabella 20.Livelli dei composti bioattivi contenuti nelle frap “Favetta di Terracina” fresche e

conservate.

Prodotto Fresco Conservato P
a-carotene f1g/100gr) 6.86 + 1.83 12.51 £ 2.58 P<0.05
Vitamina C (mg/100gr) 39.9+7.73 42.43 +10.01 n.s.
Acido cumarico (mg/100gr) 1.48+0.31 1.46 £0.51 n.s.
Quercetina (mg/100gr) 3.47 +1.52 6.60 +3.82 P<0.05
Kampferolo (mg/100gr) 1.86 + 0.57 3.15+1.21 P<0.05
Cianidina 3-glucoside (ug/100gr) 0.29 + 0.07 0.28 +0.02 n.s.
Pelargonidina 3-glucoside (ug/100gr) 12.45+1.40 9.29+0.32 P<0.05
Pelargonidina malonil-gluc (ug/100gr) 1.19+0.32 0.94+0.12 n.s.
Pelargonidina acetil-gluc (ug/100gr) 0.69+0.16 0.48 +0.10 n.s.

Analisa della varianza: Anova Repeated measurds 0B

Per tutti i parametri analizzati nei vari lotti sipeentali non si osservano
differenze significative. La valutazione dell'efietdella conservazione domestica
ha evidenziato che itontenuto di alfa-carotene, quercetina e kampfessk
significativamente superiore nelle fragole conservapetto a quelle fresche. Al
contrario per le antocianine si osservano livalli passi per le fragole conservate
ma la significativita statistica si rileva soltant@i livelli di pelargonidina 3-
glucoside. Questi risultati sono in accordo coraii diportati in letteratura sui
composti bioattivi presenti in bacche e frutti dsbo (Tulipaniet al.,2008; Aaby
et al.,2007).

4.3.0 Conclusioni

| nostri risultati mostrano come la conservazionendstica influenza in maniera
diversa non solo classi di composti chimici diffgtfe ma anche composti

strutturalmente differenti appartenenti alla stedaase chimica.
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5.0.0 Linea di Ricerca 4
5.0.1 Introduzione

Tale studio, nasce dalla considerazione che i ptioalgro-alimentari tradizionali
italiani, siano unici e non riproducibili e preseot caratteristiche peculiari
riconducibili esclusivamente alla loro proveniengaal tipo di coltivazione
applicata.

Il territorio, infatti, esercita la sua influenzai prodotti non solo per i fattori
naturali, come il tipo di terreno e il clima, che taratterizzano, ma anche le
tecniche agricole tramandate dalla tradiziongyemia.

Le strutture di produzione e di trasformazione gebdotti alimentari tipici
devono incoraggiare, nell'esercizio delle loro \atiéi, la conservazione del
patrimonio biologico, genetico e culturale, lo spibo delle conoscenze

tradizionali locali, la gestione delle aree rumatiei paesaggi.

5.0.2 Obiettivi

L'obiettivo é stato quello di valutare la capaditdrizionale e salutistica di alcuni
prodotti tipici attraverso lo studio della compasie chimica e/o specifiche
caratterizzazioni biochimiche, e di confrontaresultati ottenuti nelle diverse aree

geografiche, con le medesime coltivazioni commaércia

5.1.0 Materiale e Metodi

5.1.1 Campionamento

Alcuni ecotipi agricoli italiani sono stati selengti da differenti regioni italiane:
ciliegie di “Aprica” in Lombardia; patate di “Raize lamponi del “Cansiglio” in

Veneto; patate “Val Belbo” e pera “madernassa’igntonte; mele “limoncelle”

e carote rosse del “Fucino” in Abruzzo ed infirgcoria selvatica in Calabria
(tabella 21).
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Tabella 21 Classificazione dei prodotti tipici selezionadir il prog.

Regione Prodotto Analisi effettuate
Lombardia Ciliegie di Aprica El(-\)’?a%g-li-oRgglla Vitamina C
. - FRAP; TRAP
Veneto Patate di Rotzo
Lamponi del Cansigli © FRAP; TRAP N
- Dosaggio della Vitamina C
Piemonte Patate Val Belbo +  FRAP; TRAP
(Biologiche ed Integrate
Pera Maderassa|® AP TRAP .
« Quantificazione delle molecole polifenoliche
Abruzzo Mele limoncelle |°  FRAP: TRAP .
« Quantificazione delle molecole polifenoliche
) - FRAP; TRAP
Carote rosse del Fucino |, Dosaggio dei carotenoidi
) o - FRAP; TRAP
Calabria Cicoria di Pascolo « Quantificazione delle molecole polifenolicte

Al fine di studiare alcuni di questi prodotti cosbme sono abitualmente
consumati, abbiamo analizzato cicoria, patate eteaia crudi che cotti.

Inoltre abbiamo analizzato le patate coltivate sdoo due tipi di pratiche
agronomiche, organica ed integrata, nella steggarne.

La tabella 21 riporta le analisi effettuate sui dwtti selezionati. Le stesse
caratterizzazioni biochimiche sono state eseguiie rsedesimi prodotti di
provenienza commerciale. Un campione rappresentativogni trattamento e
stato omogenizzato in un Waring blender per 1 rSiono stati preparati due
replicati per ogni campione. Le aliquote dei campgbno state conservate a -80
°C fino a che le analisi dei polifenoli, carotenoeddella vitamina C sono state

condotte.
5.1.2 Quantificazione dei carotenoidi

Per la descrizione delle metodologie per la deteamione dei carotenoidi si

rimanda alla descrizione riportata nella seziode22.
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5.1.3 Quantificazione dei polifenoli
Per la descrizione delle metodologie per la deteamione dei polifenoli si

rimanda alla descrizione riportata nella seziode32.

5.1.4 Quantificazione della vitamina C
Per la descrizione delle metodologie per la deteamione della vitamina C si

rimanda alla descrizione riportata nella seziorde42.

5.1.5 Misura del potere Antiossidante Totale TRAPotal radical-trapping
antioxidant potential
Per la descrizione delle metodologie per la deteazione del TRAP si rimanda

alla descrizione riportata nella sezione 4.1.5.

5.1.6 Misura del potere riducente totale FRARerric Reducing Antioxidant
Power

Per la descrizione delle metodologie per la deteazione del potere riducente
totale si rimanda alla descrizione riportata nslaione 2.1.5.

5.1.7 Analisi Statistica
Per la descrizione della metodica di analisi diafisutilizzata si rimanda alla

descrizione riportata nella sezione 2.1.8.

5.2.0 Risultati

5.2.1 Lombardia

Dalla tabella 22 emerge, come i valori del potdezstiossidante espresso come
valore di FRAP (mmol/kg) e del TRAP (mmol/kg) ottéinper le ciliegie di
Aprica siano significativamente piu alti (P<0.0@ii)quelli ottenuti nelle ciliegie

commerciali (Jacob et al. 2003). La quantificazideda vitamina C (mg/100g)
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segue lo stesso andamento, essendo risultata 22932+0.76 (mg/100g) nelle

ciliegie tipiche e 6.44+0.62 (mg/100g) in quellercuerciali (P<0.001) .

Tabella 22. Confronto tra i valori FRAP e TRAP, dosaggio deWlitamina C nelle ciliegie di
Aprica e nelle ciliegie commerciali.

Provenienza del prodotto

Tipologia di mercato

FRAP (mmol/kg)

TRAP (mmol/kg)

Vitamina C (mg/100g)

Ciliegie di Aprica
Valtellina

Consumo di zona

18.55+1.9%

16.49+1.07

22.92+0.76

Ciliegie comprate in un
mercato rionale di Roma

Commerciale

6.25+0.07

6.80+0.049

6.44+0.62

a,b,c . .
prodotto tipico vs prodotto commerciale, P<0.001

5.2.2 Veneto

Di seguito si riportano le tabelle relative allaatterizzazione dei prodotti tipici

della regione Veneto, rispetto a quella dei medegirodotti di provenienza

commerciale.

Tabella 23 Confronto tra i valori del potenziale antiossittatotale delle patate di Rotzo e delle
patate commerciali, sia sul prodotto crudo cheocott

. Tipologia del
Provenienza del Tipologia di mercato I\F;Iate?’iale FRAP (mmol/Kg) TRAP (mmol/Kg)
prodotto analizzato
Patate di Rotzo Consumo di zona]  crudo 3.05+0.638 2.68+0.0071
Patate comprate in
un mercato rionale Commerciale crudo 3.55+0.071 2.20+0.042
di Roma
Patate di Rotzo Consumo di zona cotto 4,30+0.141 2.69+0.113
Patate comprate in
un mercato rionale Commerciale cotto 4.304+0.141 2.73+0.099
di Roma

a
Patate Rotzo: cotto vs crudo P<0.05

Patate Rotzo vs prodotto commerciale (prodotto@yk0.001

c
Prodotto commerciale: cotto vs crudo P<0.001

Dalla tabella 23, non emergono differenze signifiganei valori FRAP tra le

patate di Rotzo e le patate commerciali, mentreregistra una differenza

significativa nei valori TRAP tra i prodotti crudli due provenienze diverse.

56




Linea di Ricerca 4

Dopo cottura si nota un incremento della capacitibssidante totale (Jarvis et al.
1992).

Tabella 24 Confronto tra i valori FRAP e TRAP e dosaggiolal&litamina C tra i lamponi del
Cansiglio e i lamponi commerciali.

Tipologia di mercato FRAP TRAP Vitamina C

Provenienza del prodotto (mmol/kg) (mmol/kg) (mg/100g)

Lamponi del Cansiglio (Bl) | Consumo di zona 57.70+6.2 | 23.72+1.13 | 22.21+1.34

LamponiAziendaSantorsola Commerciale | 11.50+0.99 | 11.93+1.31 | 19.31+0.5

a,b . - .
Lamponi del Cansiglio vs prodotto commerciale, P8Q.

c . - .
Lamponi del Cansiglio vs prodotto commerciale, P80.

Nella tabella 24 si riportano i valori del FRAP el d'RAP riscontrati per i
lamponi del Cansiglio rispettivamente pari a 57§.@+{mmol/kg) e 23.72+1.12
(mmol/kg) e per quelli commerciali con valori di AR pari a 11.50+0.99
(mmol/kg) e TRAP 11.93+£1.31 (mmol/kg). Valori cheidenziano livelli di
potenziale antiossidante, rispettivamente di aiiogue volte e del doppio piu alti
nei lamponi tipici rispetto al prodotto commereigdP<0.001).

Anche la quantita di vitamina C misurata nei lampadel Cansiglio 22.21+1.34
(mg/100g9) risulta essere significativamente maggi@<0.05) rispetto a quella
misurata nel corrispettivo prodotto commerciale3120.57 (mg/100g) (Liu et al.
2002; Kalt et al. 1999).

5.2.3 Piemonte

Di seguito si riportano le tabelle relative allaratéerizzazione del potenziale
antiossidante dei prodotti provenienti dal Piemargpetto a quella dei medesimi

prodotti di provenienza commerciale.
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Tabella 25 Confronto tra i valori FRAP e TRAP delle pere Mathssa e delle pere commerciali

(con e senza buccia).

Provenienza del prodotto Tipologia di Modalita di FRAP TRAP
mercato consumo (mmol/kg) (mmol/kg)
Pere Madernassa Consumo di zona Con buccia| 2.90+0.28° n.d.
Pere commerciali Commerciale Con buccia | 4.15+0.071° n.d.
Pere Madernassa Consumo di zona Senza buccia 1.35+0.07 ¢ n.d.
Pere commerciali Commerciale Senza buccial 1.50+0.0° n.d.

a ) .
Pera commerciale vs pera Madernassa (con buf#&).01

b.c Peracon buccia vs senza buccia (prodotto tipico e coroiae),P<0.001

d
Pera commerciale vs pera Madernassa (senza bits@)05

Dalla tabella 25 emerge, in accordo con i datidtoin letteratura, come i valori

FRAP tra prodotto con buccia e prodotto senza lusi@Eno significativamente

differenti (P<0.001), evidenziando un contenutoledeholecole antiossidanti

maggiore nella buccia sia nelle pere Madernassanelie pere commerciali
(Leontowicz et al. 2003).

Notiamo,

inoltre, come i valori ottenuti per le eercommerciali siano

significativamente piu alti rispetto ai valori etiuti per i prodotti tipici.

Tabella 26 Confronto tra i valori FRAP e TRAP delle pataieltgiche e delle patate integrate
della Val Belbo (prodotto crudo e prodotto cotto)

Provenienza del Prodotto Pratica Tipologia di | FRAP (mmol/Kg) TRAP (mmol/Kg)
Agronomica Mercato

Patate Val Belbo : : : c

(prodotto crudo) Biologico Consumo di zona 2.6¢0.0¢ 2_101_-0_035

Patate Val Belbo . b,d

(prodotto crudo) Integrato Consumo di zona 2.6¢0.1471 2.330.247

Patate comprate in un

mercato rionale di Roma Commerciale 3.55+0.07 P 2.20:0.042

(prodotto crudo)

Patate ValBelbo . : : f,h,i

(prodotto cotto) Biologico Consumo di zona 3.95+0.212 2.32+0.071

Patate ValBalbo . d h

(prodotto cotto) Integrato Consumo di zona 4.40:0.71 2.80t0.191

Patate comprate in un ]

mercato rionale di Roma Commerciale 4.30+0.14F 2.73:0.099"

(prodotto cotto)

a'bpatata:ommerciali vs Val Belbo (prodotto crudo), p<aL00

cdeqg

prodotto cotto vs crudo, p<0.001

prodotto cotto vs crudo, p<0.01
b prodotto biologico vs prodotto integrato, p<0.01

i
prodotto commerciale vs biologico, Val Belbo (potid cotto), p<0.01
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Per tutte le tipologie di campioni analizzati, d#ultati della tabella 26, si

evidenzia che la cottura sembra incrementare laca@pantiossidante totale. In
particolare l'incremento significativo (P<0.0019servato per valori FRAP dopo
la cottura potrebbe essere dovuto alla liberazidegli zuccheri in seguito la
gelificazione e la conseguente depolimerizzazioalathido, provocato dalla

cottura (Jarvis et al. 1992).

Il prodotto commerciale risulta significativamenie alto del prodotto tipico Val

Belbo Biologico (P<0.001) nel
significativamente piu alto (P<0.01) del prodotigido Val Belbo sia biologico

valore FRAP per ilogotto crudo e
che integrato nel valore TRAP per il prodotto cotto

Inoltre, per le patate del Val Belbo sono stafilemzati sia i prodotti coltivati in
regime biologico che in regime integrato. Si regisina differenza significativa
(P<0.01) nel valore TRAP per il prodotto cotto.

5.2.4 Abruzzo

Nella tabella 27 riscontriamo un andamento anakgpelle trovato per le pere
(tabella 25), anche qui rileviamo un decremengnificativo dei valori del
FRAP, tra il prodotto con buccia rispetto a quséinza buccia. Inoltre i valori di
FRAP nella mele Limoncelle sono significativamepta alti rispetto a quelli

ottenuti per le mele commerciali.

Tabella 27. Confronto tra i valori FRAP e TRAP delle mele ¢intelle e delle mele commerciali
(con e senza buccia).

Provenienzadel Tipologia di mercato Modalita di consumo FRAP (mmoalKg) TRAP (mmol/Kg)
prodotto

Mele limoncelle Consumo di zona Con buccia 7.65+0.498¢ n.d.
Mele commerciali Commerciale Con buccia 3.00+0.08"° n.d.
Mele limoncelle Consumo di zona Senza buccia 4.15+0.07%¢ n.d.
Mele commerciali Commerciale Senza buccia 2.90+0.0B¢ n.d.

a,b . o
Mele limoncelle vs mele commerciali, P<0.001

c . . .
Mele limoncelle: prodotto con buccia vs prodottozebuccia, P<0.001

d - . .
Mele commerciali: prodotto con buccia vs prodo#nza buccia ,P<0.01
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Tabella 28 Confronto tra i valori di TRAP e FRAP delle caralella Piana del Fucino e delle
carote commerciali (analisi sul prodotto crudo #ajo

Provenienza del prodotto Tipologia di mercato Mcoodne};ﬁi]coii (anlf(')Al\/ig) (m-:;qRO'T/ig)

Carote Piana del Fucino Consumo di zona Prodotto crudo 0.932+0.12 1.88+0.0071
Carote Maccarese Commerciale Prodotto crudo 0.791+0.05 1.42+0.028

Carota Piana del Fucino Consumo di zona Prodotto cotto 0.804+0.024 1.51+0.028°¢
Carote Maccarese Commerciale Prodotto cotto 0.7915+0.047 1.30+0.66

a,b - .

prodotto tipico vs prodotto commerciale, P<0.001
c

prodotto tipico, crudo vs cotto P<0.001

prodotto commerciale, crudo vs cotto P<0.05

| valori di TRAP ottenuti per le carote del Fuciremno significativamente piu
alti (P<0.001) rispetto a quelli ottenuti per i gatti commerciali. Dopo la
bollitura, per entrambi i prodotti si ha una dingmne dei valori TRAP (Alasavar
et al. 2001).

Tabella 29 Confronto tra i valori da-carotene @-carotene delle carote della Piana del Fucino e
delle carote commerciali (analisi sul prodotto eredcotto).

Provenienza del prodotto Tipologia di mercato Modata di consumo a-carotene B-carotene
(rg/1009) (rg/1009)
Carote Piana del Fucino Consumo di zona Prodotto crudo 4788.4 +928.2 11682.9+1000'
Carote Maccarese Commerciale Prodotto crudo 6091.5 +74358 8181.1+100.8'
Carota Piana del Fucino Consumo di zona Prodotto cotto 3063.1+356.4° 8108.7+750.%°
Carote Maccarese Commerciale Prodotto cotto 4502.2+334.%° 5938.5+304.9¢
a.b FRAP: prodotto crudo vs prodotto cotto, P<0.05
¢ prodotto cotto: prodotto commerciale vs prodofpicth P<0.01
d prodotto tipico (TRAP): prodotto crudo vs cotto F&D
:prodotto commerciale (TRAP): prodotto crudo vs @®&0.001

prodotto tipico vs commerciale, P<0.01

9 prodotto tipico vs commerciale, P<0.001

Dalla tabella 29, si evidenzia per i livelli di-carotene e di{3-carotene un

decremento significativo in seguito a bollitura.
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5.2.5 Calabria

Nella tabella 30, si evidenziano valori di FRARIieTRAP per la cicoria di
pascolo calabrese, rispettivamente pari a 20.38t@mnol/kg e 26.71+1.04
mmol/kg, significativamente piu alti (P<0.001) s ai valori ottenuti per la
cicoria commerciale pari a 8.04+0.033 (mmol/kg) @.60+0.06 (mmol/kg)

riscontrati per FRAP e TRAP rispettivamente (LIdrat al.,2002).

Tabella 30 Confronto tra i valori FRAP e TRAP della cicorti pascolo e della cicoria

commerciale (prodotto cotto). Dosaggio dell'acdorogenico.

Provenienza del Tipologia del prodotto | FRAP(mmol/kg) | TRAP(mmol/kg) Ac. Clorogenico (mg/100g)
prodotto
Ciooia i Pascolo | consumodizona | 20.36+0.08 | 26.71+1.04 24.10+2.31
Cicoria
Commarciale Commerciale 8.04+0.033 | 10.60+0.08 3.74+0.40

abe p<0,001

5.3.0 Discussione e conclusioni

La ricerca € stata finalizzata alla valorizzaziordella biodiversita italiana nel

settore agro-alimentare, con particolare riferitoealle varieta di ortaggi e frutta al

fine di valorizzare e promuovere il consumo deleieta minori la cui scomparsa

porterebbe ad una ulteriore riduzione di biodiikarsA tale scopo, si mirerebbe a

recuperare l'interesse dei consumatori e dei pradwerso produzioni e prodotti

tradizionali

dell'agro-alimentare italiano che tempo venivano coltivati e/o

allevati in alcune regioni e che oggi rischianosdomparire perche sostituiti da

prodotti ottenuti a partire da cultivar o da aieventi spesso di importazione o

anche nazionali, ma comunque di recente costitezeodi minor pregio, aventi un

valore qualitativo spesso inferiore rispetto a buelella varieta/specie di origine. |

nostri risultati evidenziano come i valori del pat&le antiossidante per alcuni

prodotti tipici (ciliegie di Aprica) siano nettamtenpiu alti rispetto ai prodotti

commerciali.

Il contenuto dei singoli antiossidanti sembra iadéc un “miglior potenziale

salutistico” di questi alimenti rispetto ai corrggpvi commerciali. La cicoria
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rappresenta un importante fonte di micronutriegraizie infatti alla sua resistenza al
freddo, cresce durante tutto 'anno. Da sottoliagazome la cicoria selvatica abbia
un contenuto maggiore in molecole bioattive rigpetiquella commerciale facendo
supporre un potere salutistico maggiore.

In conclusione i prodotti tipici potrebbero avergrazie alle loro proprieta
antiossidanti, effetti salutistici migliori rispetti prodotti commerciali.

62



Conclusioni generali

6.0.0 Conclusioni generali

Si inizia a parlare oggi din nuovo modo di fare agricolturat sistema e la
produzione agricola sono strettamente connessiesligenze del consumatore,
alla ricerca di prodotti di qualita, che rispettintarget di sicurezza alimentare.
Nellambito della linea di Ricerca 1 e 2 abbiameestigato le differenze nelle
proprieta antiossidanti in funzione dei fattori@gomici

| risultati hanno messo in evidenza I'importanzdatiori quali cultivar, pratiche
agronomiche, condizioni climatiche e/o grado di umatione dei frutti, la scelta
dell'epoca di raccolta, tempi e condizioni di cansgione. L'ampia variabilita
dei livelli di antiossidanti registrata nel corselld sperimentazione agricola nei
prodotti ortofrutticoli studiati mostra la strettrrelazione tra il contenuto di
molecole bioattive e 'ambiente.

In particolare le nostre prove sperimentali hanmss$o in evidenza come la scelta
di un’appropriata pratica agronomica rappresentd wtrumento chiave per
ottenere prodotti ortofrutticoli “nutrizionalmentethigliori, massimizzando |l
contenuto di molecole bioattive e gli effetti benefDalle prove sulle colture
cellulari emerge il potenziale salutisco e la poisi“funzionalita” di alcuni
alimenti e la possibilita dell’'uso di estratti “amantrati in molecole antiossidanti”
di origine alimentare nella prevenzione di malatiégenerative.

Come mostrano i risultati della linea di Ricerca & prodotti tradizionali e locali
rappresentino dei target di qualita alimentare.

In questo contesto e diventato indispensabile ggees il nostro patrimonio
alimentare puntando sulla specificita e sulla qaallimentare, tenendo presente
che le componenti che concorrono a definire un @todsono molteplici e
complesse: la qualita dei prodotti ortofrutticalogtiene in campo ma deve essere
conservata e “migliorata” durante la raccoltagoist-raccolta.

La preservazione degli ecosistemi e la tutela antdie potrebbero quindi
contribuire alla riqualificazione di ecotipi agricaradizionali e a dare “valore
aggiunto” al prodotto di mercato.
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La valorizzazione e la promozione dei prodotti diloe essere basata
sull’asserzione che la peculiarita di un prodoti strettamente connessa alle
condizioni agronomiche e ai processi di produziofieterritorio sta diventando
un importante “fattore strategico di produzionei enércato”: la promozione dei
prodotti dovrebbe essere indirizzata verso un migtedi produzione sostenibile,
che rispetti 'ambiente e i pricipi di tracciabditintracciabilita.

In questo contesto dalla coalizione tra la chindegli alimenti, la nutrizione e le
scienze ambientali sta emergendo una nuova sciBezalpgia nutrizionale, atta

a garantire un sistema di produzione sostenibparéire dalla reintroduzione e
dalla valorizzazione di specie locali coltivatep@ssato e ora trascurate, tutelando

le scelte del consumatore.
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