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Insights on the mechanisms underlying the colour expression and stability of
Italian rosé wines

Federico Baris (email: federico.baris2@unibo.it)
Dipartimento di Scienze e Tecnologie Agro-Alimentari, A/ma Mater Studiorum - Universita di Bologna
Corso di Dottorato: Scienze e Tecnologie Agrarie, Ambientali e Alimentari
Tematica: Scienze e Biotecnologie degli Alimenti; Ciclo di dottorato: XXXVII; Anno di frequenza: 1
Tutor: Fabio Chinnici; Co-tutor: Antonio Castro Marin

1. Curriculum

Federico Baris ¢ nato a Bologna il 13/09/1996. Nel Settembre 2018 si laurea nella Triennale di Tecnologie Agrarie
presso 1’Universita di Bologna, con la tesi dal titolo: “Peach latent mosaic viroid (PLMVd), trasmissione del viroide
tramite potatura’. Nell’ Aprile 2021 consegue la laurea magistrale in Scienze e Tecnologie Agrarie con la tesi dal titolo:
“Utilizzo di esche zuccherine come metodo di distrazione di formiche dalle cocciniglie farinose della vite”.
Parallelamente al corso di laurea magistrale, ha partecipato, presso 1’Universita di Firenze, ad un Master in Futuro
Vegetale, basato su di un approccio multidisciplinare al progetto di soluzioni innovative ispirate al mondo vegetale,
in un nuovo territorio dove ricerca botanica, sociale e progettuale si incontrano. Da Maggio a Settembre 2021 ha svolto
un lavoro come tecnico delle produzioni a Castel San Pietro Terme, (Palazzo di Varignana,) approfondendo le
conoscenze sulla coltivazione di olivo, mandorlo, nocciolo e con un focus specifico sulla coltivazione della vite.

2. Stato dell’arte

Nell’ultimo decennio, il consumo di vini rosati nel mondo ha visto statistiche in costante crescita. Nella campagna 2018
(ultimi dati disponibili) il volume complessivo commercializzato ¢ stato di 25.6 milioni di ettolitri (+ 31% rispetto al
2002), con la Francia (28% del totale), gli USA (17%) e la Spagna (15%) leader di settore (Rose¢ Wine World, 2020). I
vini rosati italiani rappresentano il 10% della produzione mondiale con ottime performance di esportazione (+13%) e
prezzi medi all’export in costante crescita (+35% dal 2008). Il rosato italiano piace dunque all’estero ma stenta a trovare
spazio in Italia, i cui produttori potrebbero, invece, cogliere 1’opportunita offerta dal positivo andamento delle
preferenze internazionali, migliorando la comunicazione e ’attrattivita del vino rosato sul mercato interno. Il colore ¢
una delle principali caratteristiche visive dei vini e ricopre una fondamentale importanza nella definizione della qualita
percepita del prodotto. Probabilmente in misura maggiore rispetto ai vini bianchi e rossi, il colore dei vini rosati ¢ un
fattore di qualita fondamentale, poiché in grado di influenzare le scelte di acquisto.

La classe fenolica delle antocianine ed i pigmenti da loro derivati sono i principali responsabili del colore dei vini rossi
e rosati. Le prime sono localizzate nelle cellule epidermiche delle uve a bacca rossa e sono estratte nel corso delle fasi
di macerazione breve attuate per le vinificazioni in rosato (He et al., 2012). Durante la fermentazione e specialmente nel
corso del primo o secondo anno di conservazione, pero, le antocianine vanno a svariate reazioni e condensazioni, spesso
legate a cinetiche ossidoriduttive, che porta alla formazione di derivati antocianici (questi ultimi cruciali per la stabilita
del colore) (Hernandez et al., 2011). La tipologia delle reazioni coinvolte include la auto-associazione ¢ la
copigmentazione (per i vini giovani), la condensazione con catechine e procianidine a formare molecole polimere o,
infine, la formazione di nuovi pigmenti quali le piranoantocianine ed i loro polimeri (tipici di vini evoluti) (He et al.,
2012). Il colore e la stabilita di questi derivati varia da composto a composto ma, in linea di massima, si ritiene che i
prodotti di condensazione fra antocianine e flavan-3-oli, mediati o meno dalla presenza di acetaldeide, siano quelli piu
idonei a stabilizzare il colore dei vini (Hernandez et al., 2011).

La specificita compositiva dei vini rosati fa si che I’espressione e la stabilita del colore dipendano fortemente i) dalla
varieta dell’uva, ii) dalla quantitd di antociani estratti durante le macerazioni brevi, iii) dal rapporto molare fra
antocianine e tannini (estratti dalla bacca od aggiunti in vinificazione), iv) dallo stato ossidoriduttivo del vino e v)
dall’entita delle reazioni che coinvolgono queste ultime classi di composti nelle fasi di fermentazione ed affinamento
(He et al., 2012). Le eccessive quantita di antocianine possono comportare drastiche perdite di colore a seguito di
ossidazione. Nei vini rosati, infatti, I’ossidazione dei flavanoli (catechine e procianidine) innesca il fenomeno
dell’imbrunimento non enzimatico dei prodotti (Li, Guo, & Wang, 2008). Un eccesso di polifenoli puo, inoltre,
influenzare negativamente I’aroma dei vini a seguito della possibile formazione di chinoni in grado di reagire in modo
irreversibile con aromi varietali quali i tioli, generando molecole inodori (Gil et al, 2019).
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3. Obiettivi e risultati attesi

Il presente progetto di ricerca si propone di approfondire i meccanismi di formazione, evoluzione e stabilizzazione del
colore dei vini rosati. Si intende, inoltre, valutare 1’efficacia di diverse strategie di cantina, in grado di permettere la
gestione di questa componente della qualita dei vini prodotti, ed il suo mantenimento nel corso della shelf-life. Il
progetto di tesi di dottorato puo essere suddiviso nelle seguenti attivita, riepilogate nel diagramma di Gantt riportato in
tabella 1:

A1) Ricerca bibliografica sulle diverse metodologie analitiche distinte e consolidate per la determinazione del colore,
antociani e tannini nei vini rosati.

A2) Valutazione di tecniche analitiche per colore e tannicita di facile applicazione in ambiente produttivo, basati su
determinazioni di tipo spettrofotometrico, tra le quali: a) acquisizione spettri UV/Vis in assorbanza e riflettanza; b)
fenoli reattivi alla vanillina; c¢) fenoli reattivi alla p-DAC; d) indice dei tannini reattivi alla gelatina (potere astringente);
e) metodo di Bate-Smith; f) metodo della metilcellulosa

A3) Interazione antocianine e tannini in matrice modello con il fine di modellizzare i fenomeni sotto studio; si
ritiene importante poter lavorare in condizioni di laboratorio, utilizzando matrici sintetiche o mosti bianchi e rossi
previamente caratterizzati e successivamente testati a diverse combinazioni per variare il rapporto fra pigmenti, tannini
ed acidi fenolici.

A4) Elaborazione di una mappa del profilo cromatico e tannico attraverso 1’esecuzione di uno screening analitico-
sensoriale di vini rosati italiani, acquisiti sul mercato e provenienti dai territori nazionali storicamente vocati a questi
prodotti (Bardolino, Valtenesi, Abruzzo, Puglia), ma anche distretti emergenti (Toscana, Sicilia) o dediti ai rosati
spumanti (base Lambrusco in Emilia, base Pinot nero in Franciacorta o Trento).

AS5) Valutazione dell’influenza del tempo di macerazione e della presenza di tannini enologici di diverse origini,
sull’evoluzione nel tempo del colore (spettrofotometria, profilo CIELab) e sulla componente fenolica (HPLC-DAD-
TOF) e volatile (GC-MS) di vini rosati vinificati in laboratorio.

A6) Vinificazioni in scala meso in almeno una delle due vendemmie successive al primo anno, con lo scopo di studiare
due diverse tecniche enologiche applicate ai vini rosati: la spumantizzazione e la macro/micro ossigenazione.

A7) Scrittura e pubblicazione della tesi di dottorato, poster, articoli scientifici e presentazione orale con la
pubblicazione di almeno 2 articoli alla fine del progetto, pubblicati su riviste nazionali ed internazionali sottoposte a
peer review, nel campo delle scienze e tecnologie alimentari. Almeno 1 presentazione orale e 1 poster pubblicati negli
atti, alla fine del progetto, riguardanti I’argomento del progetto svolte in congressi nazionali ed internazionali di scienze
e tecnologie alimentari

Tabella 1. Diagramma di Gantt dell’attivita di ricerca del dottorato

Attivita Mese
Al) |Ricerca bibliografica

A2) |Valutazgione di tecniche analitiche per colore e tannicita

A3) |Interazione antocianine e tannini in matrice modello

A4) |Elaborazione di una mappa del profilo cromatico e tannico

AS5) |Valutazione influenza tempo macerazione e presenza tannini

1) analisi colore, fenoli, volatili dei vini

2) Studio shelf life/evoluzione dei parametri suddetti

A6) |Vinificazioni in scala meso ﬁ-

1) studio spumantizzazione € macro/micro ossigenazione

2) analisi colore, fenoli, volatili dei vini e loro evoluzione

A7) |Pubblicazioni — comunicazioni e stesura della tesi finale 77’77’77777\ ’7
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Applications of cold atmospheric plasma, as green technology, for food shelf-life
extension and waste reduction
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1. Curriculum

Date of birth: 05/05/1986, Ethiopia, Tigray.

BSec, Food Science and Postharvest Technology, Haramaya University, Dire Dawa, Ethiopia, 2006-2008

MSe, Postharvest Technology, Institute of Technology, Haramaya University, Dire Dawa, Ethiopia, 2009-2012
Ph.D. Chemical Engineering (Food Engineering), School of Chemical and Bioengineering, Addis Ababa Institute of
Technology, Addis Ababa University, Ethiopia. 2015-2020

Starting PhD course in Agricultural, Environmental and Food Science and Technology at the Department of Food
Science, University of Bologna, Since January 2022.

4 articles published in national and international journals and 2 in proceeding

2. State of the art

Green and environmentally friendly strategies to protect food from contamination, spoilage, and food modification are a
key element in addressing global food security and sustainability (Galford et al., 2020). To achieve this, novel or
emerging food processing technologies based on high-tech advances were introduced in the food industry more than two
decades ago (Jermann, Koutchma, Margas, Leadley, & Ros-Polski, 2015). Accordingly, the food industry is exploring
alternative non-thermal physical technologies as well as hurdle methods (Zhang, Wang, Zeng, Han, & Brennan, 2019).
Many conventional treatment and thermal preservation technologies have been tested on food, but most of them have
various problems with food, economic feasibility and environmental issues (Picart-Palmade, Cunault, Chevalier-Lucia,
Belleville, & Marchesseau, 2019). To address the above issues, new non-thermal technologies have been used in the food
industry (Bermudez-Aguirre, 2019), although, to date, only a few of them have been validated and approved by regulatory
agencies for use in the food industry. To address the existing issues non-thermal technologies, other new and emerging
technologies such as cold plasma (in gaseous form) and plasma activated water (PAW) are also being explored (R Laurita,
Barbieri, Gherardi, Colombo, & Lukes, 2015; Romolo Laurita et al., 2021). Cold plasma is a novel and smart green
technology that is considered promising for sustainable food consumption patterns and ensuring global food security
(Misra, Schliiter, & Cullen, 2016). Plasma is the fourth state of matter that contains a mixture of reactive species that play
a key role in various food applications with promising results (Luo et al., 2020). PAW is generated by exposing water to a
plasma discharge that contains reactive species, creates an acidic environment that leads changes in redox potential and
conductivity. Due to its uniform treatment, uniform mixture of reactive species, environmental friendliness, and human’s
safe, compared to the conventional use of chemical and hydrothermal techniques with promising results, it is used in food
sector for decontamination, detoxification, technological and functional modifications. Even though PAW is a novel and
promising alternative technology, there are some issues to be addressed such storability, limited application, safety of
PAW tread food, scale-up and also because of the complexity of chemistry and process parameters, is challenging to
optimize and validate PAW for different food products.

Cold atmospheric plasma (gas plasma) could be used decontaminate foods from microorganisms, pesticides, food
allergens, mycotoxins, and to functionalize food with promising results, however, contrasting results; have also been
observed in terms of colour and lipid oxidation (Foligni et al., 2022; Misra & Jo, 2017). Since plasma is mainly
considered a very superficial treatment with low penetration depth, and given the encouraging results obtained with
different products, a deeper understanding of drying efficiency, impregnation and food property modification is certainly
needed. Inconsistencies in the results obtained in the literature often result from the lack of process optimization and the
use of different types of plasma devices, application modes, etc., which makes it very difficult to compare results. Finally,
the reactive species induced by plasma exposure in different products can potentially lead to the formation of toxic
components. Currently, there are very few studies evaluating this aspect, which is absolutely necessary for the approval of
plasma by governmental agencies. Further research in this direction is strongly recommended.
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3. Objectives

The aim of the project is to investigate and optimise the applications of cold plasma and to increase the knowledge of its
effects on different food matrices during production and processing.

The dissertation project can be divided into the following tasks, which are summarised in Table 1.

A1) Literature review of previous studies on the application of cold plasma in agribusiness, properties and types of
plasma (configuration, diagnostic methods and characterisation of plasma).

A2) Application of PAW to modify food starches considering different starch types, e.g. waxy maize, normal maize,
potato and cassava, and evaluation of the effects on structural and functional properties.

A3) Application of cold plasma for drying fruits with the aim of improving the efficiency of the process, investigating
drying kinetics and quality parameters.

A4) Inactivation of microorganisms, detoxification of toxins and pesticides from food by cold plasma, with the aim of
increasing the chemical and biological safety of food.

AS) Application of cold plasma to extend the shelf life of treated foods, investigation of the ability of cold plasma to
preserve foods from spoilage and quality degradation.

A6) Evaluate the safety/toxicity, scalability and environmental impact of cold plasma, contributing to the approval
and acceptance of cold plasma for commercial purposes.

A7) Write dissertations, posters, scientific paper publications and oral presentations

Table 1. Gantt chart for the research activities in scope of doctoral study

Activities Months
Al |Literature review

1 Types, structure and characterisation of plasma

2) Effect of cold plasma on food matrices

A2)|Application of PAW for starch modification

A3)|Application of plasma for drying fruits

A4)|Application of plasma to extend shelf-life of treated foods

AS)(Inactivation of microorganisms, toxins
and pesticides from food by cold plasma

A6)|Evaluation of safety, scale-up and environmental impact of cold plasma
A7)|Writing articles, publications, poster presentations and dissertations
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1. Curriculum

Celeste Lazzarini, born in 1994, after the studies at scientific high school she graduated in Natural Sciences with the
thesis entitled “Taxidermic preparation of Indo-pacific Teleost. Methodologies for the preparation, conservation and
museal display”. She continued the studies with the graduation in Science and Management of Nature obtained in the
A.Y. 2020, following the international curriculum “Global Change Ecology and Sustainable Development Goals” with
the thesis “Sustainable technologies and extraction for the valorization of a tomato by-product”.

Since November 2021 she has been a PhD student at University of Bologna, XXXVII cycle, with the research project
“Production and analytical characterization of new and traditional foods: focus on sustainability”. She has been elected
as representative of PhD students in the STAAA Academic Board (2022-2025).

On December 2022 she co-authored her first scientific article entitled “Sustainable Drying and Green Deep Eutectic
Extraction of Carotenoids from Tomato Pomace” (Lazzarini C.; Casadei E.; Valli E.; Tura M.; Ragni L.; Bendini A.;
Gallina Toschi T. Foods 11(3): 405).

2. State of the art

Malnutrition is a matter of major concern globally, and it is also addressed by the United Nations in its Agenda 2030
within the Sustainable Development Goals (SDG) 2 through the promotion of practices voted to eradicate all forms of
malnutrition (FAO, 2020).

It is well known that around 1.3 billion tonnes of food is lost or wasted every year globally, nearly one third being
edible parts, mostly from fruits, vegetable and cereals. As a matter of fact to increase the affordability of healthy diets,
the costs of nutritious foods must come down, as their accessibility has to rise (FAO, 2020). One of the strategy to reach
this goal is reducing pre-harvest and post-harvest losses and wastes, both in terms of quantity and quality and in each
food supply chain, through the valorization of by-products, with a resulting increase in sustainability and circularity of
the whole food sector (FAO, 2020).

According to Garn and Leonard (1989), more than 7°000 crop species have been cultivated and domesticated, but no
more than 150 species are intensively cultivated for commercial purpose and just three main crops provide 60 % of
world’s food energy intake (Garn & Leonard 1989). Moreover, the use of local and traditional species can increase
agricultural sustainability by reducing the need for external inputs, such as pesticides and fertilizers, and, depending on
their species, can also improve soil fertility and the resilience of the entire system against climate change (Li X. and
Siddique K.H.M. 2018).

Food insecurity is severe especially in developing countries, but it is gradually improved due to the increased
agricultural export and growing needs demands from consumers (Tran et al., 2022). In fact, consumers are more and
more attracted by healthy foods; markets are following this trend by highlighting this kind of products and adding
functional ingredients to regular foods (Meyerding et al. 2018).

In this framework, the enrichment of local foods with bioactive compounds would meet the market demand for healthy
products, and a proper labelling, with indication of the geographical area of provenience and possibly the health claim
can be also a driver of economic growth for developing countries by exporting new food products (Bradley et al., 2011).
It is particularly important to choose the appropriate technological approaches for supplemented food preparation in
such a way new foods, produced from traditional and local ingredients or raw materials and added with extracted
compounds with beneficial health effects can have a place in global market (Hedhili et al., 2021).

One of the major causes of food insecurity is climate change: the increase in the severity of natural disaster events in
such a way it has become fundamental to discover strategies to cope with that. Agroecology is an integrated approach
that applies ecological and social concepts for the management of the food sector and the agricultural system,
optimizing the interactions between plants, animals, humans and the environment taking into consideration the social
aspects for a sustainable production (FAO, 2020b). The agroecology approach is coherent with the use of by-products
for the formulation of new enriched food and the promotion of knowledge on local biodiversity and raw material; in
addition to that the improvement of food production processing techniques is another driver towards a more efficient
and sustainable food making.

Sustainable food technologies play a very relevant role in determining the global sustainability of the food systems;
some of them work without the direct application of thermal energy and use of chemicals such as the cold pressing for
the production of unconventional and specialty edible oils, which recently have gained a lot of attention due to their
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useful and beneficial properties (Vladic et al., 2020) Besides the use of non-thermal technologies, another example of
sustainable extraction method is vacuum distillation which is used for the separation of mixtures with thermolable
compounds. It allows to operate at low temperatures, avoiding the degradation of several compounds in the extract. This
technique can be applied to obtain natural products (e.g. essential oils) (Falcao et al. 2012). Different techniques could
be applied for the separation of oil fraction from the seeds such as the more sophisticated supercritical fluid extraction
and the simpler cold pressing (Vladic et al., 2020).

3. Objectives and expected results

The PhD research project pursues the main objective to enhance the diversity of food production through the application
of sustainable technologies for developing new food products based on local ingredients and raw materials. Strategies
for the food by-products and waste valorization to recover high added value bioactive compounds are applied on a lab
scale with the opportunity to be transferred to pilot and industrial scale towards a circular economy approach.

Moreover, the PhD project focuses on sustainable techniques for the production as well as analytical characterization,
both sensory and instrumental, of the new food products and ingredients. The research project is implemented according
to the activities reported in the Gantt chart here below.

A1) Bibliographic research regarding the analytical characterization of food products obtained from different local
raw materials. Research in the literature is also voted to the study of innovative and sustainable technologies for the
valorization of food wastes and losses to recover valuable compounds.

A2) Sustainable food technologies: food raw materials, by-products and new food are prepared using local raw
materials, ingredients and treated food by-products and waste. The bioactive compounds, to be incorporated in within
the new formulations, are extracted using sustainable techniques (e.g. vacuum distillation, non-thermal drier, ...).

A3) Analytical characterization of food products: the instrumental and sensory evaluation of the new products is
carried out to characterize them.

A4) Labelling of new and traditional food products.

AS) Writing and editing of research papers and final thesis.

Table 1. Gantt diagram showing the PhD activities

Attivita Mese
Al) |Bibliograohic research
A2) |Sustainable food technologies
1) Vacuum distillation

2) Non-thermal drier

3) ...

A3) |Analytical characterization of food products

1) Characterization of raw materials

2) Characterization of by products

3) Characterization of new food products

A4) |Labelling

AS5) |Writing and editing of research papers and final thesis
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1. Curriculum

- Cesare Ravagli nasce a Pesaro il 26 dicembre 1997.

- I1 25 luglio 2019 consegue la Laurea in Tecnologie alimentari con voto di 106 decimi su 110 presso Alma
Mater Studiorum — Universita di Bologna Campus di Scienze degli Alimenti di Cesena in seguito a presentazione di
relazione finale e conseguente superamento della prova. Titolo tesi: “Caratterizzazione di acque potabili nella regione
Marche”. RELATORE: FAUSTO GARDINI; MATERIA: BIOLOGIA DEI MICRORGANISMI (SSD: AGR/16).

- Il 01 aprile 2020 vince il concorso come assegnista di borsa di ricerca presso Alma Mater Studiorum —
Universita di Bologna Campus di Scienze degli Alimenti di Cesena per il progetto denominato: "Valutazione dello stato
ossidativo e dei composti minori di alimenti di diversa origine attraverso I’impiego di tecniche rapide e avanzate"
(estremi Data inizio: 01/04/2021 Data fine: 01/12/2021).

- 11 26 Ottobre 2021 consegue la Laurea in Scienze e Tecnologie alimentari con voto 108 decimi su 110 presso
Alma Mater Studiorum — Universita di Bologna Campus di Scienze degli Alimenti di Cesena in seguito a presentazione
di relazione finale e conseguente superamento della prova. Titolo tesi: “Attivita antimicrobica di oli essenziali estratti da
macroalghe brune e piante della costa adriatica orientale”. RELATORE: GIULIA TABANELLI CORRELATORE:
FEDERICA BARBIERI; MATERIA: 29588 MICROBIOLOGIA AVANZATA E PREDITTIVA.

- I1 01 gennaio 2021 inizia il suo dottorato di ricerca tramite borsa di dottorato PON R&I 2014-2020, tematica
vincolata Salute, Alimentazione e qualita della vita (Azione IV.5 GREEN), il tema di ricerca ¢ Food science and
Biotechnology, ed il titolo del progetto di dottorato ¢ “Technological, sensory, and nutritional assessment of ecofriendly
food lipids.”

2. Stato dell’arte

L’industria alimentare fa uso intensivo di oli, grassi e derivati sia di origine animale che vegetale per una miriade di
prodotti diversi. A livello mondiale, nel 2014, sono stati consumati 165 milioni di tonnellate di sostanze grasse ¢ la
stima ¢ che tale quantita arrivi a raddoppiare nei prossimi 30 anni. Dopo I’istituzione del Regolamento europeo
2019/649 (in modifica del precedente 1925/2006), I’industria alimentare ha dovuto per necessitd porre attenzione
particolare all’uso di grassi idrogenati per evitare 1’uso di acidi grassi frans ed ¢ cresciuto cosi il consumo di olio di
palma. Nel 2011 in Italia sono state importate 77.000 tonnellate di olio di palma per uso alimentare che
corrispondevano all'8,4% del totale importato, mentre oltre il 90% era destinato alla produzione di biocarburanti.
L’importazione di questo grasso nel nostro paese ¢ aumentata progressivamente passando da 40.000 tonnellate/anno nel
periodo 2005-2008 a 75.000 nel 2009 e 76.000 nel 2010 (Dati ISTAT). Questo elevato consumo ¢ legato sia alla sua
produttivita (4.5 tonnellate di olio/ettaro contro 1 tonnellata di olio/ettaro del girasole da olio) che alle sue
caratteristiche tecnologiche. Questo olio ¢ stato oggetto di critiche sia per gli aspetti nutrizionali che per quelli
ambientali: i primi legati alla presenza di molecole di neoformazione tossiche, sono venuti meno grazie al
miglioramento delle tecniche di produzione e di raffinazione che hanno portato ad avere valori comparabili di MCPD
(Arris et al.,, 2020; Knutsen et al., 2018) per tutti gli oli raffinati. Gli aspetti ambientali sono stati affrontati con
I’istituzione della Roundtable on Sustainable Palm Oil (RSPO) che ¢ un multi-stakeholder capace di fornire e certificare
olio di palma sostenibile. Sia per il fatto che 1’olio di palma certificato ¢ disponibile in quantita fissate e a prezzi
incrementati, sia perché al consumatore ¢ rimasta una certa diffidenza nei confronti di questo grasso, si ¢ aperta una
nuova pagina nell’approvvigionamento delle sostanze grasse per aumentare la sicurezza e la sostenibilita di questa
filiera e di quelle ad essa collegate. Al netto di queste considerazioni e al fine di ridurre I’impatto ecologico, economico
nonché etico dell’industria si rende necessaria la valorizzazione dei sottoprodotti da altre filiere (vitivinicola, cerealicola
e del pomodoro) incrementando la sostenibilita del recupero di sostanze grasse anche in virtu del contenuto in composti
bioattivi (tocoferoli e steroli in particolare). Importante quindi la messa a punto di miscele di oli e grassi da
sottoprodotti, anche addizionati di altri grassi tal quali o frazionati, idonei a conferire alle formulazioni le caratteristiche
complessive di sicurezza e la shelf life richiesta, con una particolare attenzione all’ossidazione lipidica. Particolarmente
interessante ¢ la possibilita di valorizzare i sottoprodotti del settore cerealicolo italiano come germe di riso e germe di
grano tenero e duro, storicamente parte integrante della produzione agricola italiana. I dati ISTAT ci dicono che nel
2020 la produzione di grano duro in Italia ¢ stata di circa 4 milioni di tonnellate, che deve essere degerminato nelle
prime fasi della molitura. I germe di grano rappresenta circa il 2% del peso della cariosside e contiene una quantita di
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grasso estraibile pregevole (circa il 15%), con molecole di elevato interesse organolettico e industriale, come 1’acido
cis-linoleico (C18:2 cis, circa il 59.7% dei grassi totali) e I’insieme degli acidi grassi monoinsaturi (MUFAs, circa il
29% dei grassi totali) (Orsavova et al., 2015). Stessa considerazione puo essere fatta per il germe di riso, residuo della
pilatura del riso, che attualmente in Italia ammonta a circa 2,5 milioni di tonnellate I’anno (dati ISTAT); il germe di riso
esattamente come il suo analogo di grano presenta una elevata quantita di acido linoleico, ma anche una pregevole
quantita di acido palmitico (C16:0, circa il 20%) (Orsavova, 2015 et al.). L’agricoltura italiana, inoltre, produce anche
grandi quantita di vinaccioli, dalla filiera enologica e di semi di pomodoro, dall’industria conserviera. Il primo ¢ molto
ricco di acidi grassi insaturi, cosi come di antiossidanti e risulta quindi piuttosto resistente agli stress termici tipici della
frittura; il secondo, invece, oltre a licopene e beta carotene, contiene il 25 % di acido palmitico che, essendo saturo, ha
un’ottima stabilita. Lo studio di queste matrici potrebbe portare all’elaborazione di miscele utili all’industria, in grado di
ridurre gli sprechi di grassi “buoni” con conseguente incremento della sostenibilita della filiera, anche grazie alla
riduzione dell’inquinamento causato dai trasporti.

3. Obiettivi e risultati attesi

Il presente progetto di ricerca si propone di studiare miscele di oli vegetali innovativi da impiegare in prodotti da forno
(dolci e salati) in sostituzione agli oli comunemente usati oggi dall’industria alimentare (olio di palma e olio di oliva).
11 progetto di tesi di dottorato puo essere suddiviso nelle seguenti attivita, riepilogate nel diagramma di Gantt riportato
in Tabella 1:
A1) Studio di miscele di oli vegetali innovative;
Al.1) Caratterizzazione compositiva e qualitativa degli oli ottenibili dalle filiere cerealicola, enologica e del
pomodoro, anche in funzione della qualita e della tipologia della materia prima e delle condizioni di processo.
Al.2) Formulazione di miscele di oli precedentemente caratterizzati, anche tramite frazionamento dei
campioni di partenza;
A2) Produzione di prodotti da forno con le miscele di oli predisposte (OR1) e confronto con analoghi ottenuti con grassi
attualmente in uso nell’industria alimentare;
A3) Valutazione delle caratteristiche reologiche, tecnologiche, nutrizionali, sensoriali e della sicurezza d’uso dei
prodotti ottenuti;
A4) Valutazione economica e sostenibilita ambientale dell’impiego di miscele di olio alternative agli oli attualmente
impiegati per la produzione di prodotti da forno;
AS5) Valutazione di tecniche innovative per 1’analisi dei prodotti ottenuti, nonché delle miscele al fine di costruire
modelli utilizzabili a livello aziendale e di miglior qualita rispetto alle analisi tradizionali;

Tabella 1. Diagramma di Gantt dell’attivita di ricerca del dottorato

Attivita Mese 214/6|8]10[12(14{16/18]20|22(24(2628 |30[32|34|36
Al) |Studio di miscele di oli vegetali innovative

1)Caratterizzazione compositiva e qualitativa degli oli

ottenibili dalle filiere cerealicola, enologica e del pomodoro,
2)Formulazione di miscele di oli precedentemente caratterizzati,
anche tramite frazionamento dei campioni di partenza

\Produzione di prodotti da forno con le miscele di oli messi a 7r77T
A2) |punto

1)Studio miscele di olio sostitutive dell’olio di palma
2)Produzione di prodotti da forno con suddetti oli

A3) |Caratterizzazione dei prodotti formulati

Valutazione economica e sostenibilita ambientale dell’impiego
A4) |di miscele di olio alternative

AS) |Valutazione di tecniche innovative per I’analisi dei prodotti e
delle miscele ottenute

A6) |Ricerca bibliografica
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1. Curriculum

Date of birth: 29/09/1994, Handan, China.

B.E., Biological Engineering, Polytechnic College of Hebei University of Science and Technology, Shijiazhuang, China,
2012-2016.

M.E., Biological Engineering, College of Bio-Science and Engineering, Hebei University of Science and Technology,
Shijiazhuang, China, 2017-2020. Thesis: Study on the application of hydrogen isotope at specific site of ethanol in wine
authenticity.

Ph.D. Food Science and Biotechnology, Department of Agricultural and Food Sciences, University of Bologna, Italy,
2021-present.

2. State-of-Art

The redox potential in winemaking has great influence on a large number of (bio)chemical reactions and therefore has a
great impact on the final quality of the wine and its aging capacity (Killeen et al. 2018). The sensitivity of a wine to
oxidation or reduction is variable over time and according to the oenological practices. These phenomena are at the
origin of the improvement or deterioration of aromas, color (i.e. browning), etc. of wines, according to the level of level
of mastery of oenological practices.

According to the Nernst Equation, the redox potential is determined by the ratio of oxidative state to reductive state at a
fixed temperature, and its values can be modified by many redox active chemicals supplemented during wine
fermentation or storage (Liu et al. 2017), which effect on the redox potential and wine quality need to be further
investigated and explained. Besides oxygen, some commonly additives used in winemaking with potential redox
activity include tannins, yeast extract, mannoproteins, glutathione, sulfur dioxide (SO2) and ascorbic acid (Reg. EU
2019/934). In general, oxygen increases the redox potential whereas inert gases (e.g. nitrogen, carbon dioxide) reduce
the redox potential, which level can be maintained by adjusting the ratio of mixed gases or by adding redox active
compounds.

The early oxidation reactions are coupled through the redox cycling of iron between two oxidation states: oxygen
oxidizes iron(II) to iron(IIT) while phenols reduce iron(IIT) back to iron(II). Low acidity accelerates the reaction of iron
with oxygen, the rate-limiting step in oxygen reacting with wine (Nguyen and Waterhouse, 2021). Given that the
activation of oxygen is catalyzed by an Fe(Il)-tartrate complex and the dependence of oxygen uptake on the availability
of iron(I) (Coleman et al. 2020), the capacity of wine to reduce iron(III) depends on its composition in nucleophiles
(e.g. tannins, SO2, glutathione, ascorbic acid, etc.), in particular the phenolic compounds of wine that are not equally
oxidizable, the depletion of which could hinder further reactions.

During wine aging, two principal oxidants arise from the primary oxidation reactions, the quinones and aldehydes.
Indeed, oxygen reacts with phenolic compounds and yields quinone and hydrogen peroxide; then, quinones react with
nucleophiles such as tannin, SO2, amino acid, thiols, and flavan-3-ols. In the absence of antioxidants, the quinones react
with other substances, many being flavor molecules, and compromise some desirable flavors (Waterhouse et al. 2016).
The second oxidation product, aldehydes, is dominated by acetaldehyde, responsible for the aroma of oxidation when
these aldehydes accumulate in the absence of SO2 (Cullere et al. 2011). Glutathione also react with acetaldehyde, but
only partially, reducing, but not eliminating oxidation aromas (Peterson and Waterhouse, 2016).

3. Objectives and Milestones

The overall objective of this PhD project is to investigate the effect of redox reactions on wine composition in terms of
colour components, other non-volatiles and volatiles compounds.

The doctoral thesis project can be divided in the following activities, summarized in the Gantt chart shown in table 1:
A1) Literature review about thermodynamics and kinetics of redox reaction in wine.

A2) Design of Experiment (DoE) as scientific approach to optimize the number of trials that later will be evaluated by
statistical methods.

A3) Experimental trials on wine model solution to assess the electrochemical properties of individual reactants, e.g.
tannin, yeast lees, mannoprotein, etc.

A4) Experimental trials on real wines - white, rosé and red - to improve their shelf-life depending on the type of
antioxidant, packaging and storage conditions, assessed by physico-chemical and sensory analysis.
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AS5) Statistical analysis of results, both univariate and multivariate, to find optimal redox potential values where shelf-
life of wines is favoured
A6) Writing and publication of doctoral theses, posters, scientific papers and oral presentations

Table 1. Gantt Chart for the research activities in scope of doctoral study

Attivita Mese
Al) |Literature review

Literature study in wine redox

A2) |Design of Experiment

Selection of variables and levels to develop model system approach|
A3) |[Experimental trials on wine model

1) assess the electrochemical properties of individual reactants
2) interactions between reactants

Experimental trials on real wines

improve wine shelf-life depending on the type of antioxidant
Statistical analysis

Univariate and multivariate approaches

A6) [Publication of manuscripts and thesis

Ad)

A5)
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1. Stato dell’arte

Secondo Eurostat (Agriculture, forestry and fisheries statistics, 2020), la produzione di alimenti, bevande e prodotti del
tabacco ha generato nel 2018 nell’UE-27 circa 22,4 milioni di tonnellate di rifiuti sia pericolosi che non; tra questi si
annoverano rifiuti derivanti da matrici animali e vegetali, fanghi, grassi e oli. Si tratta di circa 1,6 milioni di tonnellate
in piu rispetto al 2014. D’altra parte, basti pensare che i sottoprodotti che si originano dalla trasformazione di frutta ed
ortaggi, come bagasse, bucce, rifilature, steli, conchiglie, crusca e semi, possono rappresentare pit del 50% della
materia prima. Ad oggi le destinazioni principali di riutilizzo sono la mangimistica o la produzione di energia e
biocarburanti. Tuttavia, i rifiuti ed i sottoprodotti agro-alimentari sono estremamente ricchi da un punto di vista
nutrizionale, in quanto possono essere caratterizzati dalla presenza, anche in quantita relativamente elevate, di proteine,
lipidi, amido, micronutrienti e¢ fibre alimentari; inoltre, molti composti sono dotati di bioattivita agendo come
antiossidanti, antimicrobici, antitumorali o hanno azione protettiva nei confronti di alcune patologie. Numerosi sono
infatti gli studi inerenti la loro valorizzazione come ingredienti o come fonte di composti ad alto valore per
I’ottenimento di alimenti fortificati o con specifiche caratteristiche qualitative e nutrizionali. Per quanto concerne i
sottoprodotti vegetali, il loro utilizzo come ingredienti alimentari ¢ stato valutato in quanto, avendo un elevato
contenuto in fibra alimentare, presentano un effetto benefico non solo sulla salute del consumatore, ma anche per il
miglioramento delle caratteristiche chimico-fisiche del prodotto in cui vengono addizionati (Pathania et al.,2022). Per
quanto riguarda i sottoprodotti del settore ittico, questi contengono polisaccaridi come chitosano che, essendo
caratterizzato da attivita antimicrobica ed antiossidante, ¢ stato usato in forma di nanoparticelle per aumentare la shelf-
life e prevenire fenomeni di ossidazione di carne macinata (Badawy et al., 2020). Molto interessanti possono essere
anche i sottoprodotti del melograno (bucce e residui della spremitura) (Lacivita et al., 2021), della spremitura delle
arance o della fava (Vicia faba L.) 1 quali risultano essere molto ricchi in composti bioattivi come tannini e flavonoidi
considerati antimicrobici e antiossidanti (Mejri ef al., 2018).

Una possibile strategia per valorizzare le caratteristiche bioattive di questi sottoprodotti pud essere quella di operare su
di essi una fermentazione grazie a dei ceppi di lieviti e batteri lattici opportunamente selezionati sulla base di specifiche
caratteristiche metaboliche (Aruna, 2019). A livello biotecnologico, la fermentazione su stato solido presenta delle
potenzialita a livello industriale per essere sfruttata come parte di un processo di pre-trattamento per produrre composti
bioattivi (antimicrobici, antiossidanti, nutraceutici) a partire da scarti e sottoprodotti agro-alimentari. L’industria
alimentare ¢, ad oggi, alla continua ricerca di nuove strategie per estendere la shelf-life dei prodotti alimentari anche
attraverso la sostituzione dei conservanti tradizionali con sostanze naturali o mediante produzioni sostenibili che vadano
cosi a soddisfare il desiderio del consumatore di prodotti freschi e “naturali”, mantenendo sempre gli standard di
sicurezza, qualita e stabilita dell’alimento. Per di piu I'utilizzo di queste sostanze puo contribuire ad aumentare le
caratteristiche funzionali e nutrizionali del prodotto.
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3. Obiettivi

Per il raggiungimento degli obiettivi del progetto della tesi di dottorato il lavoro ¢ stato suddiviso nelle seguenti attivita

secondo il diagramma di Gantt riportato in Tabella 1:

Al) Ricerca bibliografica

A2) Caratterizzazione di sottoprodotti alimentari, quali pastazzo di agrumi, sansa di olive, residui della lavorazione
di frutta e verdura e di pesce; i sottoprodotti vengono valutati in sistema modello per alcuni caratteri di bioattivita,
ed in particolare la capacita antiossidante, antimicrobica, prebiotica. Valutazione anche delle proprieta
tecnologiche quali formazione di gel, schiuma o capacita di trattenere acqua.

A3) Valorizzazione dei sottoprodotti attraverso fermentazioni guidate con ceppi selezionati di lieviti e batteri lattici
appartenenti alla Collezione di Colture Microbiche Industriali del Dipartimento. Si realizzano fermentazioni allo
stato solido valutando la capacita dei ceppi di incrementare la bioattivita dei sottoprodotti o di produrre metaboliti
ad azione antimicrobica.

A4) Formulazione di alimenti con i sottoprodotti: prodotti lattiero-caseari ¢ da forno vengono formulati con
I’aggiunta dei sottoprodotti tal quali o fermentati, e prodotti in scala da laboratorio. I prodotti cosi ottenuti sono
analizzati durante la conservazione per valutare I’evoluzione del microbiota e delle caratteristiche qualitative e
nutrizionali rispetto a prodotti di controllo di riferimento. Si realizzano inoltre dei challenge test con i
microrganismi patogeni di riferimento per i diversi alimenti per verificare 1’azione antimicrobica dei sottoprodotti
quando impiegati come ingredienti alimentari.

AS5) Scrittura e redazione della tesi di dottorato, di articoli scientifici e/o di poster e comunicazioni orali.

Tabella 1. Diagramma di Gantt dell’attivita di ricerca del dottorato

Attivita Mese

Al) | Ricerca bibliografica

A2) | Caratterizzazione dei sottoprodotti
alimentari

Attivita antimicrobica e antifungina

Attivita antiossidante

Attivita prebiotica

Caratteristiche tecnologiche

A3) | Valorizzazione dei sottoprodotti
attraverso fermentazioni guidate

Selezione dei microrganismi e dei
ceppi

Fermentazione allo stato solido

Caratterizzazione funzionale delle
matrici fermentati

A4) | Formulazione di alimenti con i
sottoprodotti

Formaggio fresco

Latte fermentato

Prodotti da forno

AS) | Convegni, scrittura articoli e tesi di
dottorato

4. Stato di avanzamento della ricerca e principali risultati

Il presente progetto di ricerca si propone di valutare il possibile utilizzo di sottoprodotti del settore agro-alimentare,
attualmente considerati uno scarto e quindi un costo di smaltimento per I’industria, valorizzandone alcune
caratteristiche interessanti sia in materia di componenti nutrizionali, sia in termini di funzionalita, ad esempio, nel
prolungamento della shelf-life del prodotto al quale vengono addizionati. La strategia adottata per tale scopo prevede
I’utilizzo di tali matrici tal quali o a seguito di fermentazioni guidate ad opera di microrganismi selezionati al fine di
incrementarne la bioattivita.

A seguito della ricerca bibliografica, in questa prima fase
Fenoli totali della ricerca, sono stati considerati per le analisi il pastazzo
di agrumi - residuo della spremitura delle arance- e le bucce
e gli arilli di melograno- residui della produzione dei succhi.
Inoltre, si ¢ deciso di includere I’Equisetum arvense, pianta

eq 21 [HEE 0.423

eq_19 M 0.405

citrus M 0.155 infestante che viene comunque utilizzata in fitoterapia in
arilli_MA 1 0.049 quanto ricca di sali minerali e composti fenolici che le
melo_om_MA I 1.945 conferiscono attivita antifungina. In particolare, sono stati
melo_ed_ER NG 306 presi in esame 2 diversi raccolti di Equisetum arvense, 2019
melo_ed_ VA I 203 e 2021, (eq_19 e eq_21 rispettivamente), un campione di

pastazzo di agrumi (citrus), bucce di melograno edibile
raccolte in Emilia-Romagna (melo_ed ER), bucce di
melograno raccolte nelle Marche (melo_ed MA), bucce ¢

0.000 1.000 2.000 3.000 4.000 5.000 6.000

m GAE (mg/l) nell'estratto
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arilli di melograno del tipo ornamentale raccolti nelle Marche (melo_orn_MA) e arilli ottenuti dalla spremitura del
melograno (arilli_MA). Queste sostanze, una volta disidratate mediante essiccazione per 1’equiseto o mediante
liofilizzazione per le altre matrici, sono state polverizzate ed estratte. Gli estratti sono stati caratterizzati per il contenuto
di fenoli totali mediante la tecnica del Folin-Ciocalteau, determinando un contenuto in fenoli nell’equiseto pari a 0.4
GAE (mg/1) con delle piccole differenze tra i due diversi raccolti. Per quanto concerne il sottoprodotto delle bucce di
melograno, questo ha presentato un contenuto di fenoli che puo arrivare anche a quasi 5 GAE (mg/l) nel caso del
melograno ornamentale. Il campione di arilli e quello di citrus sono quelli che hanno mostrato il contenuto minore con
rispettivamente 0.049 e 0.155 GAE (mg/).

Di questi estratti ¢ stata anche determinata la capacita

% scavenging activity “scavenging” nei confronti di DPPH (0.1mM) di cui ¢ stato

1
10 105 10 102 102 10°

Extract (mL)

10+

1507 o meloedma | Successivamente determinato I’IC50. I risultati sono in accordo
meloeder | con i dati ottenuti del contenuto fenolico in quanto i campioni
§ 100+ —~ melo om con il piu elevato contenuto di fenoli hanno presentato i minori
% melo arill valori di IC50. Tuttavia, proprio la presenza di un cosi elevato
£ 0] citrus contenuto in sostanze fenoliche nei campioni di bucce di
° - equiseto 19 | melograno rende il sottoprodotto difficile da incorporare
. _ equiseto 21 | direttamente in un alimento se non a seguito di un pre-

T T T T T

trattamento di detannizzazione per ridurne la sensazione di
astringenza.

E stata inoltre valutata I’attivita antimicrobica di questi estratti
nei confronti di alcuni ceppi di microrganismi patogeni considerati contaminanti di numerosi alimenti e di ceppi con
attivita probiotica; per i patogeni sono stati testati 2 ceppi di Escherichia coli (555 e ATCC25922), 2 ceppi di Listeria
monocytogenes (S6LY e ScottA) e 2 ceppi di Salmonella enteritidis (155 e 86), mentre tra i ceppi con attivita probiotica
sono stati considerati isolati di Lactiplantibacillus plantarum B391.4A, Pediococcus pentosaceus B392.2A ed
Enterococcus faecalis B392.2B. L’insieme dei risultati dimostra una interessante attivita antimicrobica degli estratti,
evidenziando, sebbene con differenti intensita, effetti inibitori nei confronti di tutti i ceppi patogeni oggetto di studio. Al
contrario, i microrganismi probiotici non hanno presentato una rilevante sensibilita agli estratti. Complessivamente, gli
estratti di bucce di melograno sono risultati caratterizzati da un’attivitd maggiore rispetto alle altre sostanze prese in
esame.

Due delle matrici precedentemente caratterizzate (pastazzo di
agrumi ed equiseto) sono state utilizzate per la produzione di
formaggi tipo “primo sale”, a cui sono stati addizionati anche
ceppi con attivita probiotica. I formaggi cosi formulati sono stati
usati per un challenge test contaminandoli deliberatamente con
Listeria monocytogenes 5S6LY. 1 formaggi sono stati valutati
durante una conservazione di 21 giorni in atmosfera ordinaria a
4°C per lo sviluppo della microflora naturalmente presente e per
lo sviluppo del ceppo patogeno aggiunto. Dalle analisi
microbiologiche ¢ stato rilevato come lo sviluppo del patogeno ¢
stato inibito di oltre 1 Log UFC/g dalla presenza di pastazzo di
agrumi. Per quanto riguarda invece la carica dei batteri mesofili

Lm 56LY

o
n

o
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[ IS}

w

10 15 20 25 30

Giorni di conservazione
—g=TQL C E

totali, nei primi giorni di conservazione non si ¢ rilevata una
sostanziale differenza tra i campioni di controllo e quelli contenenti il sottoprodotto, mentre a partire dal giorno 7, i
campioni di controllo hanno presentato una carica di 2 Log UFC/g superiore agli altri, raggiungendo valori di 7.45 Log
UFC/g che sono superiori alla soglia critica per la definizione della shelf-life microbiologica del prodotto.

5. Elenco delle pubblicazioni prodotte nell’ambito dell’attivita di dottorato

Atti di convegno:

Cellini B, Gozzi G, Vannini L (2021) Valorisation of olive pomace and tomato by-products with selected yeasts strains,
Proc. of 6™ International Conference on Microbial Diversity 2021 - Advances in Microbial Diversity MD2021,
San Casciano Val di Pesa, Firenze, Italy, SIMTREA, Societa Italiana di Microbiologia Agro-Alimentare ¢
Ambientale, 2021, pp. 55.

Vannini L, Gozzi G, Bruno V, Cellini B (2021) Valorization of agri-food by-products as functional ingredients for soft
cheeses. Proc of 2" International E-Conference on Nutrition and Food Science, 2021, pp. 21.

Gozzi G, Cellini B, Bruno V, Lanciotti R, Vannini L (2021) Valorisation of food by-products into functional “primo
sale” cheese, Proc. 6™ International ISEKI-Food Conference "Sustainable Development Goals in Food Systems:
Challenges and Opportunities for the Future", 2021.

Cellini B. (2021) Biotechnological valorisation of residues and by-products from agro-food industries. Proc. of First
Virtual (XXV) Workshop on the developments in the Italian PhD research on food science technology and
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1. Stato dell’arte

Grazie alla crescente domanda da parte dei consumatori di alimenti minimamente lavorati e con una shelf-life estesa, sia
la ricerca scientifica che quella industriale stanno studiando 1'applicazione di processi innovativi per garantire prodotti
alimentari sicuri e di alta qualita. Tra le varie categorie alimentari, i prodotti ittici sono stati oggetto di un significativo
aumento della domanda, grazie alle loro interessanti proprieta nutrizionali. L'ultima edizione del rapporto The State of
World Fisheries and Aquaculture (SOFIA) prevede che entro il 2030 saranno prodotti 200 milioni di tonnellate di
prodotti ittici totali, compresi quelli provenienti dall'acquacoltura e dalla pesca (con un aumento del 18% rispetto agli
attuali livelli di produzione globale) (FAO, 2020). I prodotti ittici freschi sono altamente deperibili a causa della loro
composizione biochimica. Per estenderne la shelf-life, potrebbero essere commercializzati prodotti ottenuti previo
trattamento termico, che se da un lato fornisce un’inattivazione efficiente della carica microbica, dall’altro causa perdite
significative di composti termolabili, e talvolta cambiamenti negativi nelle caratteristiche sensoriali, fisico-chimiche e
nutrizionali degli alimenti. Al contrario, attraverso 1'uso di trattamenti non termici emergenti, risulta possibile
migliorare la qualita igienica e sanitaria dei prodotti evitando le modificazioni promosse dall’utilizzo delle alte
temperature, oltre a ridurre i costi energetici associati a questa operazione tecnologica (Ekonomou e Boziaris, 2021). In
particolare, come riportato da diversi studi, attraverso l'utilizzo di tecnologie quali alte pressioni idrostatiche (HPP),
ultrasuoni (US), luce ultravioletta (UV), luce pulsata (PL), irradiazione (IR), campi elettrici pulsati (PEF) e plasma
freddo (CP), puo essere possibile ottenere prodotti sicuri e di qualita superiore, se confrontati con quelli ottenuti con
processi tradizionali (Ekonomou e Boziaris, 2021; Olatunde e Benjakul, 2018). La tecnologia HPP si basa
sull'applicazione di alte pressioni su alimenti confezionati in imballaggi flessibili, sia solidi che liquidi, attraverso un
mezzo fluido. L'applicazione dell'HPP ai prodotti ittici ¢ principalmente finalizzata a prolungare la loro shelf-life,
minimizzandone le alterazioni della qualita e del valore nutrizionale durante la conservazione (Romulo, 2021). La
tecnologia ad ultrasuoni (US) ¢ considerata un trattamento semplice, economico e con ridotti consumi energetici. Nel
settore ittico, questa tecnologia puo essere utilizzata come pre-trattamento per operazioni successive come 1'estrazione
di specifici composti bioattivi, il recupero di molti componenti dai sottoprodotti, ma anche per migliorare le
performances di operazioni successive quali disidratazione, scongelamento, filtrazione ed essiccazione (Ekonomou e
Boziaris, 2021). 1I trattamento PEF si basa sull'uso di impulsi elettrici ad alto voltaggio e di breve durata su diversi
biomateriali posti tra 2 elettrodi (Kotnik et al., 2019). Sono differenti le applicazioni del PEF nel settore dei prodotti
ittici, ad esempio: migliorare la diffusione del sale nel muscolo del pesce e la capacita di reidratazione del pesce
disidratato (Genovese et al., 2022); migliorare la capacita di trattenere 'acqua del pesce; intenerire la polpa di molluschi
e accelerare il trasferimento di massa per migliorare il processo di essiccazione (Cropotova et al., 2021). L’attivita di
dottorato ha inoltre riguardato alcune applicazioni basate sul trattamento con plasma freddo (CP) per la
decontaminazione dei prodotti alimentari, mostrando un buon potenziale nella riduzione della carica microbica grazie
alla formazione di particelle cariche, radicali liberi, fotoni, specie chimiche reattive e radiazioni ultraviolette generate
durante il trattamento. I1 CP ¢ stato riconosciuto come una promettente tecnologia di conservazione non termica per i
prodotti ittici, grazie alla sua elevata efficacia di inibizione della crescita di diversi tipi di microrganismi anche se
potrebbe causare fenomeni indesiderati come la piu rapida ossidazione di lipidi e proteine (Olatunde et al., 2021). Alla
luce di una ridotta consistenza a livello di letteratura scientifica attualmente disponibile sul tema, appare di rilevante
importanza 1’esplorazione dell’effetto delle suddette tecnologie emergenti applicate ai prodotti ittici in quanto attraverso
l'uso di trattamenti non termici, puo essere possibile non solo migliorare la qualita igienica e sanitaria dei prodotti, ma
anche gli attributi di qualita, oltre a ridurre i costi energetici. Infine, nell’ottica dell’aumento della sostenibilita, questo
approccio potrebbe risultare estremamente utile nel ridurre le perdite alimentari nonché l'impatto ambientale della
produzione alimentare.
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3. Obiettivi

In questo contesto, l'obiettivo di questo progetto di dottorato ¢ quello di valutare 1'efficacia di trattamenti non termici
emergenti quali US, PEF, HPP e CP come operazione unitaria, o in combinazione tra loro, per I’aumento della shelf-life
e/o delle performances di processo per la preparazione di prodotti ittici freschi e/o processati al minimo, esplorando le
potenzialita di innovazione di processo/prodotto di tali tecnologie. Lo scopo del progetto ¢ quindi quello di ottenere
prodotti alimentari innovativi, non solo in termini di stabilitd, ma anche con nuove caratteristiche reologiche,
cromatiche e strutturali. La comprensione dei fenomeni che interessano i prodotti studiati ¢ effettuata attraverso la
valutazione dei cambiamenti chimico-fisici e microstrutturali delle matrici, seguendo i diversi parametri di processo per
ogni tecnologia utilizzata. In questa direzione, questo progetto di ricerca di dottorato puo essere suddiviso nelle seguenti
attivita, secondo il diagramma di Gantt riportato nella tabella 1:

A1) Ricerca bibliografica.

A2) Studio della matrice (analisi preliminari).

A3) Valutazione dei parametri di processo US e PEF per ottenere il processo piu efficace per sviluppare prodotti
ittici innovativi.

A4) Valutazione dei parametri di processo HPP e CAP per la riduzione della carica microbica e I'impostazione
del processo piu efficace.

AS) Preparazione di poster scientifici, articoli e tesi.

Tabella 1. Diagramma di Gantt dell’attivita di ricerca del dottorato

Activity Month | 214|6|8|10[12(14/16(18(20(22(24|26(28(30(32(34(36

Al)|Ricerca bibliografica

A2)|Studio della matrice (analisi preliminari)

A3 Valutazione dei parametri di processo per ottenere il piu efficace
rocesso per sviluppare prodotti ittici innovativi

1) PEF, US

2) Analisi qualitative

3) Studi di Shelf-life

Valutazione dei parametri di processo per la riduzione della carica

A4) |microbica e impostazione del processo piu efficace

1) HPP, CAP

2) Analisi qualitative e microbiologiche

3) Studi di Shelf-life

AS)|Preparazione della tesi, di poster e articoli

~

4. Stato di avanzamento della ricerca e principali risultati

Il presente progetto di ricerca si propone di valutare I’effetto di tecnologie emergenti non termiche sulle caratteristiche
qualitative e microbiologiche di differenti specie ittiche. Di seguito sono riportate le ricerche condotte:
e Reidratazione di merluzzo salato a secco (Gadus morhua) assistita da campi elettrici pulsati;
Valutazione dell'effetto dei campi elettrici pulsati sulle cinetiche di salagione di branzino fresco;
Effetto del trattamento con plasma freddo sulla shelf-life di filetti di orata;
Ottimizzazione di un processo innovativo di crio-affumicatura di salmone ;
Utilizzo di campi elettrici pulsati per la modulazione del trasferimento di massa durante la salagione di filetti di
salmone.

Lo studio sulla reidratazione del merluzzo salato ed essiccato (baccald) ¢ stato condotto con la finalita di ridurre i tempi
di reidratazione in ambito industriale, processo che puo richiedere anche fino a 5 giorni, con problemi di gestione delle
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soluzioni di ‘ammollo’ e di elevato rischio in termini di qualita igienico-sanitarie per le industrie ittiche. Pertanto, il
presente studio ha voluto indagare I'influenza di due pre-trattamenti PEF [PEF (1) 500 V cm-1 e PEF (2) 1000 V cm-1]
sulla cinetica del trasporto di massa durante il processo di reidratazione del baccala. Il processo di reidratazione ¢ stato
effettuato in condizioni statiche per 6 giorni, immergendo i campioni in acqua di rubinetto (5 £ 0,5 °C).

I risultati ottenuti hanno mostrato come, grazie all’uso della tecnologia PEF, sia possibile aumentare la velocita del
processo di reidratazione, modificando inoltre la ridistribuzione del sale. In generale, i campioni pre-trattati con PEF
hanno mostrato un maggiore aumento di peso e una minore perdita di sale rispetto ai campioni di controllo durante il
processo di reidratazione.

Nell’ambito dello studio relativo alla valutazione dell'effetto dei PEF sulle cinetiche di salagione di branzino fresco, ¢
stato valutato l'impatto di differenti trattamenti a diverse intensita (0.3, 0.9 e 1.5 kV/cm) prima del processo di
salamoiatura. Dopo 24, 96, 144 e 192 ore di conservazione refrigerata, sono stati determinati il peso, il contenuto in
acqua, la percentuale di NaCl, l'attivita dell'acqua e il contenuto in MDA/kg di prodotto nei campioni allo scopo di
verificare la possibilita di accelerare il trasferimento di massa nella matrice, ed in secondo luogo per valutare l'effetto
dei PEF sull'ossidazione lipidica. In base ai risultati ottenuti, si puo affermare che le differenze riscontrate tra i campioni
trattati con PEF e il campione di controllo sono state molto ridotte. A differenza di quanto emerso da studi precedenti,
realizzati con il medesimo trattamento PEF e sulla stessa matrice, il pretrattamento con PEF non ha migliorato il
rendimento in peso e acqua dei prodotti, né accelerato in modo significativo I’assorbimento di NaCl durante il processo
di salamoiatura. Solo nei campioni trattati all’intensita di 0.9 kV/cm ¢ stato osservato un aumento significativo del
contenuto di sale rispetto al controllo, trascorse 192 ore dall’immersione in salamoia. Senza dubbio, queste discrepanze
sono dovute alla variabilita della materia prima. Inoltre, si puod ipotizzare che lo stato di rigor mortis, possa essere un
fattore determinante delle differenze con le sperimentazioni precedenti. Tale parametro pud sicuramente avere un
effetto significativo sullo stato delle proteine e sulla loro polarizzazione ed interazione con le altre molecole polari
presenti nel tessuto, all’applicazione di un campo elettrico.

Inoltre sono state condotte ricerche sull’effetto del trattamento con CP su filetti di orata, con lo scopo di valutare
I’applicazione di tale tecnologia per estendere la shelf-life del prodotto confezionato in atmosfera modificata (80% Nz e
20% CO2). I campioni sono stati divisi in tre gruppi sperimentali, due dei quali rispettivamente trattati con aria (18 kV
per 20 min), miscela di Argon (18 kV per 20 min) e un gruppo non trattato; per la generazione del plasma ¢ stata
utilizzata una sorgente con configurazione SDBD (Surface dielectric barrier discharge). Dopo confezionamento, i
filetti sono stati sottoposti a conservazione refrigerata (4+1°C) per 14 giorni. Durante questo periodo sono state indagate
le possibili differenze tra i tre gruppi sperimentali, in termini di caratteristiche qualitative (concentrazione percentuale di
02 e COg, pH, contenuto in acqua, TBARS, texture, colore e variazione sensoriale). Dai risultati ottenuti ¢ emerso un
effetto protettivo del trattamento sulle caratteristiche chimico-fisiche, ad eccezione del mantenimento del colore ed un
incremento dell’indice TBARs, entrambi strettamente dipendenti dallo stato ossidativo dei campioni, che sembra essere
stato accelerato dall’applicazione del trattamento con plasma freddo. Sono necessari ulteriori studi che possano indagare
I’utilizzo del plasma freddo come tecnologia sanificante a freddo, minimizzando 1’effetto negativo dell’ossidazione sui
prodotti ittici.

Al fine di migliorare il processo di salatura di filetti di salmone, ¢ stato condotto uno studio sull’applicazione del PEF
su campioni di salmone atlantico prima di sottoporli a salatura a secco. Sono stati utilizzati 4 diversi pretrattamenti PEF,
per 2 differenti tempi (3 e 6 ore), e sono state indagate le possibili differenze in termini di fenomeni di trasferimento di
massa (calo peso, assorbimento di sale e perdita d’acqua), attivita dell’acqua, texture, colore € TBARs. L’applicazione
di campi elettrici di 0.64 kV/cm, applicati su campioni di salmone poi sottoposti a salatura per 3 ore, ha favorito la
diffusione del sale nei tessuti, permettendo il raggiungimento del livello target di NaCl nel prodotto (che negli altri casi
si ¢ verificato solo con una salatura di 6 ore). In tali campioni si ¢ assistito anche ad una maggiore ritenzione idrica,
ottenendo cosi un processo di salatura piu efficace di quello normalmente applicato dall’industria. I PEF non ha
modificato parametri quali attivita dell’acqua, texture, colore ed ossidazione lipidica nei campioni. Sono necessari
ulteriori studi al fine di verificare la corrispondenza tra i dati ottenuti e quelli in letteratura riguardanti altre tipologie di
matrici carnee, nonché la risposta a successive fasi di affumicatura/essiccazione e conservazione refrigerata.

5. Elenco delle pubblicazioni prodotte nell’ambito dell’attivita di dottorato

D’Elia F., De Aguiar Saldanha Pinheiro A. C., Di Gregorio C., Picone G., Tappi S., Capozzi F., Rocculi P., (2020)
Innovative smoked salmon obtained by crio-smoking. In 6th International Conference on Foodomics 2020

Genovese, J., Tappi, S., Tylewicz, U., D'Elia, F., De Aguiar Saldanha Pinheiro, A.C. and Rocculi, P. (2022) Dry-salted
cod (Gadus morhua) rehydration assisted by pulsed electric fields: modelling of mass transfer kinetics. J Sci Food
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This Ph.D. thesis research project is aimed to setting up diverse experimental strategies on laboratory and winery pilot
scale to identify the technological and organoleptic consequences of apply diverse doses of mannoprotein concentrate
just prior to the last filtration of wine, understanding the role of mannoprotein concentrate and wine physicochemical
characteristics to provide a guide to their selection and dosage and thus improve the quality of the wine.

1. State-of-the-Art

Yeast mannoproteins are highly glycosylated glycoproteins that contain about 80% of D-mannose associated with
residues of D-glucose and N-acetylglucosamine, with a 10-20% of proteins. They present a wide range of molecular
weights that can typically vary from 5 to 400 KDa, but even up to 800 KDa. Their location is in the external layer of the
yeast cell wall and are connected to a matrix of amorphous f-1,3 glucan by covalent bonds, making up to 35-40% of
the cell wall. There are two moments in vinification when they are released: During alcoholic fermentation and after
yeast autolysis by exogenous B-1,3-glucanase enzyme, being this last group similar but with less protein content
(Rodrigues et al., 2012).

Table 1 Enological properties of mannoproteins linked to a particular molecular weight.

Properties Molecular weight (MW KDa) Specific effect Studied at
Inhibition of tartrate salt 30-50 kDa Improve tartaric stability ww
crystallization

Interaction with flor wines 49 kDa Velum formation and surface hydrophobicity FW
Prevention of 420 kDa Decreasing the particle size of the haze ww
Haze Enzymatic extracted 31,8 kDa Heat-stability in the presence of them ww
Improving foaming Mild thermal extracted 10-21.5 kDa Contribute to foam quality and stability SW
Mouthfeel and taste PS fraction of 13-93kDa* Reduction of palate hotness and increasing of ww
improving viscosity at higher pH

Tannin precipitation high-MW ~110 kDa Reduction of proanthocyanidins RW
Color stability high-MW ~110 kDa Possible stable color loss RW

PS: polysaccharide; WW: White wine; FW: Flor wine; SW: Sparkling wine; RW: Red wine

*: Polysaccharide contains both grape and yeast polysaccharide

Commercial preparations of yeast mannoprotein were first authorized for their addition in white wine to improve its
tartaric and protein stability in the early 2000s, but then, its use quickly spread to red wines for other proposes than
well-known chemical stabilization, starting to be attractive due to its influence on technological and organoleptic effect
on these wines. Within the already know enological properties of mannoproteins in wine production, the following can
be named: Inhibition of tartrate salt crystallization, reduction of protein haze, stimulation of malolactic fermentation,
wine enrichment during autolysis of lees, interaction with flor wines, yeast flocculation, and autolysis in sparkling
wines, adsorption of toxic ochratoxin; interaction with aromatic compounds, color stabilization, reduction of
astringency and increased body and mouthfeel sensations (Guadalupe and Ayestaran, 2008). Table 1 lists some of these
properties linked to a particular molecular weight, range, or method of extraction, together with the specific effect and
the type of wine where it has been studied (Caridi 2006; Gawel et al. 2016; Guadalupe et al., 2010; Nuifiez et al., 2006).
Knowing that color is one of the most recognized aspects of red wine quality and together with mouth sensations
strongly determine its overall quality (Merrell et al., 2018; Sacchi et al., 2005). Mannoprotein's presence in the wine
matrix could play an important role by affecting for better or worse both aspects within the winemaking process.
Technological and organoleptic implications of the use of mannoproteins added at the very end of the process, just
before the last filtration remain to be deepen understood, and thus, this Ph.D. thesis Project will be directed to
understand the role of the combination of the physicochemical characteristics of mannoprotein and the wine matrix to
provide a guide to their selection and dosage prior to the last filtration, knowing the technological and organoleptic
consequences, therefore improving the quality of the wine.
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3. Ph.D. Thesis Objectives and Milestones

Within the overall objective mentioned above this Ph.D. thesis project can be subdivided into the following activities
according to the Gantt diagram given in Table 2:

Al) Lab training and Literature review about latest researches associated with wine stability in relation with
mannoproteins and evaluation of methods of determination mannoproteins and wines stability status.

A2) Physicochemical Characterization of Mannoproteins (MP) extracted by different methods (Al.1) and
different commercial mannoprotein (Al.2) preparations as enzymatic, heat, ultrasonication, PEF treatments or
combination of them, and measuring recovery, d-mannose, d-glucose, and protein concentration, plus molecular weight
screening.

A3) Determination of Technological Effects of Commercial Yeast Mannoprotein Dosage in model wine (A2.1)
and red wine (A2.2) in the laboratory by the identification of the effects on filterability index, tartaric stability, color
index, CIELAB color parameters, color stability, total polyphenol index, viscosity, and tribological measures.

A4) Determination of Technological and Organoleptic Effects of Commercial Yeast Polysaccharides Dosage
Prior Filtration in red wine at winery pilot scale by the identification of the effects of same physiochemical parameters
measured at A2 (A3.1), plus sensorial analysis of bitterness, astringency, viscosity, and hotness (A3.2).

AS) Data analysis, writing, and Editing of the Ph.D. thesis, scientific papers, and oral and/or poster
communications.

Table 2 Gantt diagram for this Ph.D. thesis project

Activity Months (246 |8[10(12|14 |16 |18]20 (22|24 |26|28[30|32|32]32
Al) Lab training and literature review

1) Literature review
2) Basic Experimental Design and Laboratory Training

A2) MP Characterization

1) Extracted
2) Commercial

A3) Effects of Dosage

1) In model wine

2) In red wine

1) Physicochemical analysis
2) Sensorial analysis

A4) | Winery Pilot Scale N O I

AS5) Thesis and Papers
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4. The research progress and principal results

Based on different studies found during the literature search, several preliminary tests for the extraction,
characterization and quantification of mannoproteins under different conditions have been carried out:

Figure 1 Total poly ide ion of
extracts from different treatments, starting with 1g/L of dry yeast

Treatment Description
T

Control
LA n 80-85°C for 8hrs and cold down 12 hrs

T3 Ultrasound for 10 minutes

T4 20g/HL enzyme for 5 hrs at 45°C
5 20gHL enzyme for 5 hrs at 45°C + ulrasound for 10 minutes
b

S

c

Total polysaccharides (mg/L)
o

ul T2 T4 T5

T3
Hydrolysis treatment

For explorative extraction methodologies, three approaches based on
thermal, enzymatic and ultrasonic techniques or a combination of the
latter two were tested against a control. Polysaccharide extraction was
performed from a 1 g/L suspension of dry yeast and quantified by the
total polysaccharides method (Segarra et al. 1995). The best result with
respect to total polysaccharides concentration in the supernatant after one
week of contact with the model wine was the heat treatment at 80-85°C
for 8 hours with 12 hours of cooling at room temperature, followed by
enzymatic treatment with 20g/HL of Beta-Glucanase at 45°C for 5 hours
plus ultrasound for 10 minutes, obtaining 195 mg/L and 154 mg/L
respectively. In the same terms, the combination of enzymatic treatment
and ultrasound had a better result than each one separately.

In parallel, eight commercial mannoproteins, specific for the pre-bottling phase of the wine and with different declared
stability properties, were analyzed for their characterization.
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Figure 2 presents the principal component analysis of the eight mannoproteins with dimension 1 and 2 explaining
respectively 51.3% and 41.8% of the variance. It can be seen the closeness of the mannoproteins as a function of total
polysaccharides analysis (Segarra ef al.,1995), glucose and mannose concentration by enzymatic assay K-MANGL kit
(Megazym) and modified filterability index test using a 0.65-micron cellulose acetate filter (G. Meglioli et al.,1983)
analyses, performed on suspensions and supernatants. It is observed that, the higher the concentration of glucose in the
suspension, the lower the filterability, the higher the percentage of precipitation in terms of total polysaccharides and
the lower the mannose:glucose ratio of mannoproteins supernatant. While in turn, the concentration of glucose in the
suspension is neither related to the concentration of total polysaccharides in the suspension nor to the concentration of
mannose in the supernatant. Therefore, a high glucose concentration in the raw mannoprotein could be a since of less

technological quality.

While Figure 3 shows the grouping of the same mannoproteins according to the mannose:glucose ratio in the
supernatant after one week of contact with the model wine, simulating a real wine application and the characterization
of their remaining mannoproteins once bottled. This information will be used for experiment planning, as the
mannose:glucose ratio as well as molecular weight have been related to different types of wine stability (Ribeiro et

al.,2014).

Figure 4
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For rapid quantification explorative techniques, a calibration curve
from 100 to 450 mg/L was performed with the purest and most
concentrated mannoprotein (M8) to then generate a predictive model
of its concentration in model wine, using a spectrum generated by a
Bacchus FTIR instrument from 950 to 3050 cm™ and a Partial Least
Squares Regression (PLSR) statistical analysis. Through a pre-
treatment of the data with the Interval Partial Least Squares
technique (IPLS), two segments of the spectrum (1092-1230 and
1377-1516 cm™) capable of reducing the root mean squared error
(RMSE) were chosen, in order to perform the regression and achieve
an R-squared of 0.94 with a RSE of 28.62 mg/L of the prediction.
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1. State of the art

In the Mediterranean basin, olive oil represents one of the main food products, since almost the 90% of the world
production comes from this area, concentrating mainly on European countries like Spain, Italy and Greece, but also on
others, such as Tunisia and Morocco. In the European Union, virgin olive oils (VOOs) can be classified in three
commercial categories depending on their quality degree: extra virgin (EV), virgin (V) and lampante (L) (Reg. EC n.
2019/1604). The different quality level of each commercial category corresponds to a different value and, subsequently,
to various price. Nowadays, one of the main worldwide challenges is the achievement of the 17 sustainable
development goals, known as SDGs. Among these, it is important to mention the SDG 12, namely “responsible
consumption and production”, and specifically the target 12.3, which focuses on the halve per capita food waste at the
retail and consumer level by 2030 and reduce food losses along the food production and supply chains. In addition,
Europe is trying to become the first continent with zero impact in 2050 and to do this the European Green Deal provides
a roadmap promoting an efficient use of resources by moving to a clean, circular economy and to restore biodiversity
and cut pollution. In the context of olive oil production and quality control, it is important to consider that most of the
official analytical methods to assess the quality and genuineness of VOOs consist of time-consuming and complex
procedures, often with the use of toxic chemicals and solvents which are dangerous for human health and the
environment (Valli et al., 2016). For these reasons, there is a strong and growing demand for rapid, easy-to use and
environmentally friendly analytical procedures. This could be possible by adopting techniques that do not require
solvents at all, such as the determination of volatile compounds by gas-chromatographic techniques with headspace-
solid phase microextraction (HS-SPME-GC), ion mobility spectrometry (HS-GC-IMS) or HS-Flash-GC (Quintanilla-
Casas et al., 2020). It is well known that volatile compounds have a crucial role to determinate VOOs quality, since they
are directly responsible for the olfactory notes, and the application of methods for their determination could be used as
support for sensory analysis in the classification of VOO based on the quality grade (Quintanilla-Casas et al., 2020;
Barbieri et al., 2020).In addition, olive oil production, as agro-industrial activity, in the Mediterranean area has a strong
environmental impact, since it generates up to 30 million tons of waste per year, in which olive pomace is one of the
principal by-products (Chandra and Sathiavelu, 2009). Agronomic factors, such as olive farming-systems, fertilization,
irrigation, pests and diseases influence olive oil composition (Malheiro et al., 2014). Consequently, the adoption of
sustainable agronomical practices can affect olive oil quality. Olive pomace is the main residue from the mechanical
extraction of the olive oil from the olive fruits and it is composed of skin, pulp and stone pieces, water, and oil. The
major problem related to olive pomace is that it contains organic compounds with phytotoxic properties, that are
dangerous for the environment. Although olive mill wastes represent an important environmental problem, they also
contain high added value molecules, such as phenolic compounds (Dermeche et al., 2013), widely recognised for their
beneficial properties (e.g. antioxidant activity). For this reason, this by-product can be considered a natural and
economic source of phenolic compounds and their valorisation as functional ingredients in pharmaceutical, cosmetic
and food industries (Nunes et al., 2016) represents a promising sustainable strategy, especially with a view to circular
economy.
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3. Objectives

Within the overall objectives mentioned above, this PhD thesis project can be subdivided into the following activities

according to the Gantt diagram given in Table 1:

Al) Bibliographic research

A2) Olive pomace valorisation: development of sustainable methods for the extraction of phenolic compounds from
olive pomace, as well as characterization and shelf-life evaluation of the phenolic extracts.

A3) Rapid and sustainable analytical methods for quality and authenticity of virgin olive oils: development and
application of easy-to use, innovative and sustainable analytical approaches to evaluate the quality and
genuineness of virgin olive oils.

A4) Comparative study of virgin olive oils produced in experimental fields using sustainable and non-sustainable
agricultural practices.

AS5) Writing and editing of the PhD thesis, scientific papers, oral and/or poster communications.

Table 1. Gantt diagram for this PhD thesis project

Activity Months
Al) Bibliographic research

A2) Olive pomace valorisation

1) Development of sustainable extractions

2) Characterization and shelf-life study

A3) Rapid and sustainable analytical methods
1) Methods development

2) Methods application

A4) Comparative study of virgin olive oils

AS) Thesis and paper preparation

4. Research progress and main results

This PhD project is focused on sustainability aspects in relation to technology, quality control and consumption of olive
oils. In particular, rapid, easy-to-use and sustainable analytical approaches to assess the quality and genuineness of
virgin olive oils (VOOs) with a reduced use in the laboratory of toxic chemicals or solvents and energy consumption are
currently under investigation. The research has started from the application of rapid instrumental methods to evaluate
the quality and genuineness of VOOs. These analytical approaches include analytical techniques for the determination
of volatile compounds, such as Flash-GC and gas chromatography coupled with ion mobility spectrometry (HS-GC-
IMS). In fact, the study of the volatile fraction shows a relevant potential to support the sensory analysis (panel test) for
the determination of the commercial category of VOOs. For this reason, firstly, a bibliographic search was dedicated to
the study of the volatile compounds in olive oil mainly related to the sensory attributes. In this context, HS-GC-IMS
analyses were performed on an olive oil set composed of 119 samples, collected in order to have a relevant and
balanced variety in the commercial categories of VOOs (among extra virgin, virgin and lampante) determined by
sensory analysis (panel test). The samples were classified in the commercial category using a previously developed HS-
GC-IMS prediction approach, based on a PLS-DA model (Valli et al., 2020). The results obtained are satisfactory in
terms of percentage of correctly classified samples for the different commercial categories (see table 2).

Table 2. Results of the prediction model on the olive oil samples set.

COMMERCIAL CATEGORY | NUMBER OF SAMPLES CORRECTLY CLASSIFIED | %
EVOO 30/42 71.4
VOO 31/54 57.4
LOO 16/23 69.6
TOT 79/119 66.4

Other analytical methods were applied to this sample set, such as Flash-GC, for which the application of the statistical
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models previously developed to predict the commercial category (Barbieri et al., 2020) is now in course. The final aim
is to combine data obtained by these different analytical techniques (data fusion) for providing the most reliable
instrumental methods and models to estimate the VOO quality grade as tools to support the panel test.

In addition, the development and application of rapid and sustainable analytical methods to evaluate the quality and
genuineness of VOOs are consisting in the improvement of the analytical conditions of the methods currently in use
(e.g. HS-GC-IMS). The study will be focused also on different data elaborations (e.g. images analysis of the heat maps
obtained by HS-GC-IMS).

Finally, the same set of samples will be analysed by spectroscopic methods (e.g. NIR, FT-IR, Raman), during a 4-
months visiting period at Queen’s University Belfast planned possibly in the next months, with the aim to combine the
results with those obtained with the gas-chromatographic techniques (Flash-GC and HS-GC-IMS), carrying out a data
fusion using different chemometrics approaches. In particular, a focus on the rancid defect will be considered, since it is
directly related to the oxidation status of olive oil, and subsequently to its quality.

Moreover, a research is in course aimed to the technological valorisation of olive pomace by obtaining sustainable
extracts rich in phenolic compounds, potentially usable in different industrial sectors, such as pharmaceutical, food and
cosmetic. This activity is carried out in the framework of the Prima project SUSTAINOLIVE “Novel approaches to
promote the SUSTAlnability of OLIVE cultivation in the Mediterranean" (Grant Agreement no. 813904), 2019 — 2023.
Firstly, a bibliographic search regarding the extraction of phenolic compounds from olive oil by-products and their
specific phenolic profile was carried out. Then, the research activity was addressed to the set-up of a sustainable method
for the extraction of phenolic compounds reducing or avoiding the use of toxic solvents. For this reason, several tests
have been carried out on the olive pomace provided by a local mill during the olive oil season 2020/21 and stored at -18
°C in the laboratory. Trials were performed by using solvents, such as ethanol, that are less toxic for the environment
than the usual adopted for extraction, and applying techniques that could favour this process, e.g. ultrasound-assisted
extraction. Then, the obtained extracts have been hydrolysed and analysed by UHPLC-DAD, in order to assess the
tyrosol and hydroxytirosol contents. Then, a spectrophotometric analysis of the total phenolic content was carried out
(130.83 + 1.77 mg gallic acid/g olive pomace).

Secondly, the valorisation of olive pomace, by developing an innovative and sustainable technology to obtain extracts
rich in phenolic compounds, is currently continuing on olive pomace samples provided by the same local mill during
the past olive oil season 2021/22. A mechanical approach (using a lab scale screw-press) was applied on the olive
pomace by adding a mixture of water and food grade ethanol (80:20 % v/v) and two types of samples were obtained,
one more liquid drained from the lower part of the mill and one drier from the frontal part. The study of the phenolic
fraction, started during the academic year 2021/22 with the preliminary tests, will be carried out by HPLC analysis
(UHPLC-DAD and HPLC-MS/MS) to reach a complete profiling of the phenolic fraction. Then, the research will
continue with the set-up of the best technological conditions to obtain stable hydroalcoholic phenolic extracts (using
food grade ethanol and water) and with the assessment of their stability during a shelf-life study.

Finally, in the frame of Prima project SUSTAINOLIVE, during the past and next olive oil seasons, a comparative study
will be carried out between VOOs obtained in experimental fields in which sustainable agricultural practices are
adopted and others in which they are not followed. The olive oil samples have been provided by three different
countries (Italy, Greece, and Tunisia) in which farms, involved in the project, have been previously selected. Other
variables, such as olive fruit variety, location, olives maturity, technology conditions of milling and storage, will be
taken into account. The main aim is to investigate the effect of sustainable agricultural solutions in the olive oil quality
by applying chemical and instrumental analyses, such as free acidity, peroxide value, specific extinctions in UV, fatty
acids determination, total phenolic compounds spectrophotometric assessment, as well as sensory analysis.

5. Elenco delle pubblicazioni prodotte nell’ambito dell’attivita di dottorato

Lazzarini C, Valli E, Casadei E, Grigoletto I, Ragni L, Bendini A, Gallina Toschi T (2021) A sustainable approach for
the valorisation of a tomato by-product: green techniques for lycopene extraction, in: 6th International ISEKI-
Food Conference, "Sustainable Development Goals in Food Systems: Challenges and Opportunities for the
Future", 2021, pp. 142 (Online: Live and On-demand, 23-25 June 2021)

Grigoletto I, (2021) Sustainability of technology, quality control and consumption of olive oil, in: First Virtual
Workshop on the Developments in the Italian PhD Research on Food Science Technology and Biotechnology
(Online, 14-15 September 2021).
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1. State-of-Art

With the growing demand for healthy and convenient foods with a long shelf life, alternatives to treatments based on
thermal exchange or additives are increasingly desirable, to optimize the microbiological profile or physical and
chemical characteristics of foodstuff.

Fermentation as a preservation technique, depends on the biological activity of microorganisms for production of a
range of metabolites which can suppress the growth of undesirable microflora in foodstuffs. As an example,
Lactobacillus sakei is often used for the natural fermentation of dry fermented meat sausages (Hugas, et al., 1993)
because in meat environments it can outcompete undesired microorganisms, including pathogenic species (Chaillou, et
al., 2013). The reason for its success relies on its wide genetic and phenotypic diversity. This makes it able to use a
variety of substrates to obtain energy for survival (Cocconcelli & Fontana, 2010) whenever its main source of energy,
hexose, and pentose sugars, is depleted. A deeper knowledge of these mechanisms and features is helpful to optimize
the use of this species at industrial level.

Microbiological profile and physic-chemical properties of foodstuff are increasingly adjusted by the application of
physical non-thermal technologies. Among them, high hydrostatic pressures (HHP) have been demonstrated effective as
a preservation technique of various foodstuff (Ekonomou & Boziaris, 2021). The effect of HHP has been studied in a
variety of fish and seafood matrices, among the most perishable food matrices, but results vary considerably depending
on process parameters but also on specific product characteristics (Tsironi, et al., 2019).

To investigate the overall effects of the above-mentioned fermentation or physic non-thermal approaches on the
characteristics of food, it is possible to rely on the study of its metabolome, the ensemble of its small organic molecules,
shading light on the metabolism of its cells and of its microorganisms. Proton high-resolution nuclear magnetic
resonance ('H-NMR) is one of the election analytical platforms for metabolomics investigation. Examples of its
application can be traced in the work by Gao et al. (2022), who investigated the changes in the flavor, nutritional quality
and functional characteristics of soymilk during fermentation, using 'H-NMR metabolomics to monitor the metabolite
profile of Bacillus subtilis BSNK-5-fermented soymilk. Lou et al. (2020) monitored metabolites change in fish models
inoculated with Shewnella baltica during spoilage by 'H-NMR. They found 'H-NMR is a valuable tool to acquire
information on quality changes in food under stress conditions.

Furthermore, the metabolome’s changes of food have implications on human health upon eating (Johanningsmeier, et
al., 2016). 'H-NMR spectroscopy can provide significant information about connections between food composition and
health, through biofluids observation (De Filippis et al., 2016). In fact, while it is accepted that the diet has a significant
impact on a living creature health, the complete set of small molecule metabolites present in foods that make up the
human diet and the role of food production systems in altering food metabolome are still largely unknown.
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during spoilage. Food Control, 123: 107697.

3. Objectives

The project of the doctoral thesis may be divided into the following activities, summarized by the Gantt diagram

reported in Table 1:

Al) Literature review about latest research related to investigating the effects of stress conditions on the
physiological response and metabolism of food-related microorganisms.

A2) Set up and application of specific NMR SOP (Standard operation procedures).

A3) Metabolomics-oriented experiments focusing on the consequences of treatments on food composition and
quality.

A4) Metabolomics-oriented experiments focusing on the relationship between food composition and health.

AS) Writing and publishing the doctoral thesis, posters, scientific articles, and oral presentations.

Table 1. Diagramma di Gantt dell’attivita di ricerca del dottorato

Attivita Mese 21416 |8 [10{12]14[16]/18]20]22{24|26[28]30{32]|34(36
Al) |Literature review and Experimental design

1) preliminary studies in metabolomics
) experiment design

A2) [Set up and apply specific NMR SOP
A3) |[Experiments focusing on the metabolites of food under treatments

1) read papers to select the most appropriate foods to investigate
) assessments of the changes of metabolites with treatments

A4) |Experiments focusing on the metabolites and health .....]
1) assessments of the changes of metabolites during processing

2) assessments of the relationship between food composition and)
health

A5) [To write and publish the doctoral thesis ............]

4. Research progress and principal results

In the first year, I focused on studies about fermented food metabolome and tests allowing me to set up and apply
specific SOP (standard operation procedures) designed to obtain information about fermented food characteristics.
These works allowed me to gain confidence about the complete workflow needed to analyze 'H-NMR data, through the
creation of script developed in-house based on R computational language and on the application of 'H-NMR specific
software MNOVA (Mestrelab Research, S.L., Spain). The works had as an outcome the paper “Insights in the
metabolomic diversity of Latilactobacillus sakei”, it describes the cultivation of five strains of different origins in a
defined medium with glucose or ribose at two concentrations. The medium was analyzed through 'H-NMR
spectroscopy, to monitor amino acid consumptions and accumulation of organic acids and aroma compounds.

A second group of works, carried out in the academic year 2021/2022, revolved around metabolomics-oriented
experiments focusing on the effect of high hydrostatic pressure (HHP) on metabolism of different seafood products,
based on striped prawn (Penaeus kerathurus), rose shrimp (Parapenaeus longirostris) and grey mullet (Mugil
cephalus). Three pressure levels (400, 500 and 600 MPa) were applied for 10 min. Metabolomics by 'H-NMR and
microbiological analyses were performed on the three seafood products during chilled storage, considering the end of
the microbial shelf life when reaching a microbial load of 6 log cfu/g.
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Figure. 1 Changes in microbial cell loads (log CFU/g) of total mesophilic bacteria (TMB) of packaged striped prawn, rose shrimp,
and grey mullet in relation to the High Hydrostatic Pressure (HHP) treatments applied (400, 500, 600 MPa).
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Total microbial count (Figure. 1) showed that and the application of 600 MPa allowed to extend the microbiological
shelf life of seafoods up to 30 days. The application of lower pressures was able to inactivate E. coli, total Coliforms,
sulfite reducing anaerobic bacteria (AB), Pseudomonas and positive coagulase staphylococci, however Lactobacillus
spp., Pseudomonas spp. and/ or total Coliforms were able to recover during storage of seafood (data not shown). On the
other side, any treated sample showed lower viable counts throughout the storage compared to the untreated
counterpart.

"H-NMR spectra representative of striped prawn, rose shrimp, and grey mullet is shown in Figure 2. Signals from
molecules derived from high fermentation activity, such as putrescine and cadaverine, were detected only at the end of
shelf-life in untreated samples. Other molecules, such as acetate, pyruvate and acetoin, could be quantified along the
entire storage period, with intensities showing different trends between treated and untreated samples. Some molecules,
such as nucleotides, trimethylamine (TMA), and biogenic amines are related to the freshness of seafood. Moreover,
some low-weight molecules are known to contribute to the specific taste of seafood, which is classified into umami,
sweet, sour, and bitter. The freshness and taste related metabolites would provide novel insights into the freshness and
taste quality of seafood as affected by high pressures suggested. The results suggested that the HHP processing slows
down the degradation of nucleotides and amino acids and thus inhibits the decay of freshness and umami taste of
seafood (data not shown).
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Figure. 2 A part of "H NMR spectra of tiger prawn, rose shrimp, grey mullet untreated and treated with HHP (400, 500, 600 MPa)
during storage. Put, putrescine; Ac, Acetate; Pyr, Pyruvate; Succ, Succinate; TMA, Trimethylamine; TMAO, Trimethylamine N-
oxide; Glc, Glucose; Xan, Xanthine; Ino, Inosine; Hx, Hypoxanthine; Cad, Cadaverine; Tyr, Tyramine; Arg, Arginine; ATP,
adenosine-5'-triphosphate; ADP, adenosine-5'-diphosphate; AMP, adenosine-5'-monophosphate; IMP, inosine-5'-monophosphate.

5. Publication produced during the PhD activities

Barbieri, F.; Laghi, L.; Montanari, C.; Lan, Q.; Levante, A.; Gardini, F.; Tabanelli, G. (2022) Insights into the
Metabolomic Diversity of Latilactobacillus sakei. Foods, 11, 477.
2Three manuscripts are being drafted on the effect of HHP on metabolism of seafood during chilled storage.
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1. Stato dell’arte

L’attuale aumento della popolazione mondiale pone una forte pressione sulla disponibilita delle risorse energetiche ed
alimentari a livello globale. La risposta a questa evidenza deve passare attraverso un’ottimizzazione delle rese
produttive, con una riduzione dei rifiuti e degli sprechi alimentari (Hoff, 2011). L’approccio Nexus promuove la
riduzione degli sprechi e 1’uso efficiente delle risorse energetiche come importante strategia per garantire la sicurezza
alimentare e la sostenibilita dell’intero sistema produttivo, in un’ottica di economia circolare. Inoltre, la degradazione
degli alimenti, con conseguente diminuzione della sicurezza e della qualita microbiologica, ¢ considerata dal Comitato
per la Sicurezza Alimentare della FAO (2015) uno dei principali fattori responsabili dell’incremento di questi sprechi in
tutte le fasi della filiera produttiva. Il miglioramento della qualita degli alimenti e I’incremento della loro shelf-life
richiedono lo sviluppo di nuove soluzioni “green” e strategie mirate e adattate alle caratteristiche peculiari dei diversi
prodotti. Queste soluzioni devono necessariamente andare incontro alla richiesta dei consumatori di prodotti naturali e
innovativi, sicuri e con ottime proprieta nutrizionali e sensoriali. Tra i diversi approcci, gli studi si sono concentrati
verso tecniche rispettose dell’ambiente basate sulla bioconservazione e sulla bioprotezione. Nel primo caso vengono
impiegati composti bioattivi naturali con una marcata attivita antibatterica e antiossidante, mentre nel secondo caso
sono utilizzate colture bioprotettive, al fine di ridurre la proliferazione di microrganismi degradativi e/o patogeni,
ottenendo un prolungamento della shelf-life. Ad oggi, i composti bioattivi derivanti da sottoprodotti di piante
aromatiche o da matrici vegetali secondarie possono rappresentare una valida alternativa naturale e sicura agli additivi
sintetici (Calo et al., 2015). Un limite di queste applicazioni nell’industria alimentare, pero, potrebbe essere
rappresentato dal conseguente impatto organolettico. Tuttavia, la combinazione di tali composti con strategie alternative
potrebbe ridurne la concentrazione utilizzata. In particolare, i batteri lattici (LAB), oltre ad essere utilizzati come colture
starter per le loro proprieta tecnologiche, possono svolgere anche un’attivita di bioprotezione grazie alla loro attitudine a
competere con la microflora spontanea e alla produzione di specifici metaboliti ad azione antimicrobica (batteriocine),
senza esercitare effetti negativi sulle caratteristiche organolettiche degli alimenti (Chikindas et al., 2018). Nelle
industrie alimentari ¢ ormai comune 1’uso di colture starter al fine di controllare i processi fermentativi e ottenere
prodotti standardizzati. Di contro, questo, insieme alla poca varieta di ceppi commercializzati, porta ad un inevitabile
appiattimento delle tipicita dei prodotti, riducendone la riconoscibilita e le peculiarita. Esistono tuttavia produttori locali
che basano ancora 1’ottenimento dei loro prodotti su processi fermentativi spontanei, che costituiscono un’importante
eredita culturale fortemente legata all’origine e al territorio di produzione. Questi alimenti offrono I’opportunita di
esplorare le complesse dinamiche che interessano le componenti microbiche responsabili di questi processi. La
biodiversita che ne risulta, non solo per quanto riguarda le specie presenti, ma a livello di biotipo, rappresenta una
grande riserva da cui attingere per 1’isolamento di nuovi ceppi da utilizzare come colture starter. Lo screening delle loro
proprieta tecnologiche e funzionali ¢ fondamentale per la loro applicazione mirata come colture autoctone, in grado di
determinare una differenziazione dei prodotti che si riflette sulla tipicita e riconoscibilitda organolettica, oltre che di
garantire qualita e sicurezza igienico-sanitaria.
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3. Sviluppo della ricerca

La ricerca ¢ stata sviluppata secondo i seguenti punti principali:
1) Caratterizzazione di salami fermentati spontaneamente provenienti da diversi Paesi Europei (Italia, Slovenia,
Spagna e Croazia).
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2) Isolamento ed identificazione di ceppi di batteri lattici da salami fermentati spontaneamente e caratterizzazione dei
biotipi per quanto riguarda la loro sicurezza e le loro proprieta bioprotettive e tecnologiche.
3) Studio in vitro degli effetti di composti naturali (estratti vegetali e oli essenziali) con attivita antimicrobica per

inibire lo sviluppo di microrganismi patogeni e ammino produttori.

4) Applicazione delle strategie di bioprotezione (colture bioprotettive e composti bioattivi) in sistemi reali per
incrementare la shelf-life e migliorare la qualita microbiologica degli alimenti: salsicce fresche, prodotti carnei

fermentati (salami) e prodotti ready-to-eat (frutta di VI gamma).

Tabella 1. Diagramma di Gantt dell’attivita di ricerca del dottorato

Attivita Mese
Al) |Ricerca bibliografica

A2) |Caratterizzazione di diversi salami fermentati spontaneamente

A3) Isolamento ed identificazione di LAB e loro screening a livello di
sicurezza e tecnologico

1) isolamento ed identificazione molecolare di ceppi isolati da salami
fermentati spontaneamente

2) caratteristiche di sicurezza: determinazione dei profili di antibiotico
resistenza e ricerca dei geni correlati e della capacita di produrre
ammine biogene

3) valutazione dell’attivita antimicrobica in vitro verso microrganismi
degradativi e/o patogeni e ricerca dei geni codificanti le batteriocine

2) caratterizzazione tecnologica dei ceppi ritenuti sicuri: performance
di crescita/acidificazione a diverse temperature di incubazione e
concentrazioni di sale, produzione di molecole d’aroma ed elaborazione
dei dati ottenuti attraverso modelli di microbiologia predittiva

Studio degli effetti di composti naturali con attivita antimicrobica verso

Ad) microrganismi degradativi e/o patogeni

1) caratterizzazione di composti bioattivi ottenuti da prodotti di scarto di
origine vegetale e studio delle loro proprieta antimicrobiche

2) studio in vitro di composti bioattivi per inibire lo sviluppo di microrganismi
patogeni o ammino produttori e impiego della citometria di flusso per valutare
le risposte cellulari agli strass applicati

AS5) |Applicazione delle strategie di bioprotezione in sistemi reali

1) impiego di colture bioprotettive selezionate e composti bioattivi per
I’incremento della shelf-life e il miglioramento della qualita microbiologica
dei prodotti e challenge test verso i principali patogeni alimentari

2) impiego di colture selezionate utilizzate come starter per la produzione di
prodotti carnei fermentati (salami)

3) caratterizzazione dei prodotti ottenuti e studi di shelf-life

Ab6) |Preparazione della tesi e di articoli _-—

4. Principali risultati

Il presente progetto di ricerca si propone di valutare e sviluppare nuovi
approcci per il prolungamento della shelf-life e il miglioramento della sicurezza
e qualita microbiologica di prodotti freschi (salsicce) o fermentati (salami),
attraverso 1’uso di colture bioprotettive o di starter funzionali e/o composti
bioattivi naturali con proprieta antimicrobiche e antiossidanti. In particolare,
nel primo anno del presente progetto di tesi le analisi si sono concentrate sulla
caratterizzazione microbiologica, chimico-fisica e di sicurezza di 15 salami
fermentati spontaneamente provenienti da 4 diversi Paesi Europei: Italia,
Slovenia, Spagna e Croazia. Inoltre, le indagini molecolari hanno messo in
evidenza una biodiversita microbica ancora marcatamente presente in prodotti
artigianali, che riflette infatti le peculiarita locali e i legami con il territorio. La
grande variabilita riscontrata ha permesso di valorizzare il patrimonio genetico
microbico di questi prodotti tradizionali utilizzati nello specifico come fonte di
isolamento di ceppi di batteri lattici, possibili candidati per essere applicati
nelle industrie come promettenti colture starter o bioprotettive autoctone. In
particolare, sono state isolate 826 colonie di presunti batteri lattici a partire
dalle piastre ottenute a seguito del campionamento microbiologico. Gli isolati,
una volta purificati, sono stati caratterizzati geneticamente attraverso analisi
repPCR ed un rappresentante di ogni biotipo riscontrato ¢ stato identificato a
livello tassonomico, utilizzando sia tecniche PCR specie-specifiche sia il
sequenziamento del gene rRNA 16S (Figural).

15 salami fermentati spontaneamente provenienti da diversi
Paesi Europei (Italia, Slovenia, Spagna e Croazia)

826 isolati di presunti LAB
148 biotipi identificati

Caratteristiche di sicurezza Studio dell’attivita antimicrobica in
(antibiotico resistenza e potenziale vitro e ricerca dei geni codificanti le

amminobiogenico) batteriocine

47 biotipi sicuri = 23 ceppi selezionati
caratterizzati da buone proprieta antimicrobiche

Caratterizzazione tecnologica (performance di
crescita/acidificazione a diverse temperature di incubazione
e concentrazioni di sale, produzione di molecole d’aroma)

Latilactobacillus sakei 2M7, ZK42, SN34 ¢ SWO61
Latilactobacillus curvatus KN55
Lactiplantibacillus paraplantarum BPF2
Pediococcus acidilatctici SCT9

|

Applicazione in sistemi reali dei ceppi selezionati per incrementare la shelf-

life e migliorare la qualita microbiologica degli alimenti:

- impiego di colture con finalita bioprotettiva in salsicce fresche e challenge
test verso i principali patogeni alimentari (Listeria monocytogenes,
Salmonella e Staphylococcus aureus)

- impiego di colture utilizzate come starter per la produzione di prodotti
carnei fermentati (salami)

mmm) Caratterizzazione dei prodotti ottenuti e studio della shelf-life

Figural: Schematizzazione dei principali task del progetto di tesi.
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Le indagini hanno permesso di evidenziare come in generale Latilactobacillus sakei (62.2%) e, in misura minore,
Latilactobacillus curvatus (26.4%) fossero le specie pit comunemente associate alla fermentazione della carne. La
distribuzione dei biotipi pero variava da salame a salame: i campioni italiani e sloveni erano caratterizzati da una bassa
biodiversita, al contrario dei campioni spagnoli e croati in cui ¢ stata registrata una maggiore biodiversita sia a livello di
numerosita dei biotipi presenti che di specie. In particolare, i campioni spagnoli erano caratterizzati dalla presenza della
specie Companilactobacillus alimentarius (riscontrata ad una percentuale del 8.1%), che si configura come una
particolarita microbiologica dell’area geografica di produzione di questi salami. Nella fase successiva del lavoro, i 148
ceppi identificati sono stati studiati per quanto riguarda alcuni aspetti di sicurezza, quali il profilo di antibiotico
resistenza e la capacita di produrre ammine biogene (AB), per escludere la presenza di tali caratteri che pregiudicano il
loro utilizzo nelle industrie. I risultati degli antibiogrammi hanno mostrato una diffusa resistenza alla streptomicina
mentre per altri antibiotici (gentamicina, kanamicina e tetraciclina) i valori di resistenza riscontrati risultavano
estremamente variabili in relazione sia alla specie che ai ceppi testati, alcuni dei quali erano caratterizzati anche da
resistente multiple. Per quanto riguarda la determinazione delle AB, tutti i ceppi appartenenti alla specie Lat. sakei
hanno dato esito negativo per gli amminoacidi testati (tirosina, istidina, lisina e ornitina), mentre alcuni ceppi di Comp.
alimentarius e Lat. curvatus, prevalentemente di origine spagnola, erano in grado di produrre tiramina, putrescina e/o
istamina. L’aspetto sicuramente interessante ¢ che alcune di queste caratteristiche di sicurezza si sono dimostrate essere
fortemente legate all’origine geografica degli isolati (maggiore incidenza di resistenza agli antibiotici e di capacita di
produrre AB nei ceppi isolati da prodotti spagnoli e croati), ad indicare un effetto delle condizioni ambientali
nell’esercitare una pressione selettiva sulle comunita microbiche e sui loro metabolismi (Figura2).
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Figura2: Distribuzione dell’antibiotico resistenza e della produzione di ammine biogene nei ceppi analizzati, divisi per fonte di isolamento. I risultati
sono riportati come % di resistenti/positivi (rosso) sul totale.

I ceppi che sono risultati sensibili agli antibiotici
precedentemente testati e incapaci di produrre AB

sono stati caratterizzati anche per alcuni aspetti
funzionali, come la potenziale attivita antimicrobica,
testata in vitro, verso ceppi di Escherichia coli e
Listeria innocua (Figura_3). I migliori risultati sono
stati osservati nei ceppi di origine croata e indagini

ulteriori hanno dimostrato che tale attivita potrebbe
essere dovuta alla capacita di produrre batteriocine,
pOiChé molti di questi ceppi erano caratterizzati dalla Figura3: Percentuale dei ceppi di LAB classificati in base ai loro aspetti di sicurezza
presenza di uno o plfl geni codificanti per la come sicuri, antibiotico resistenti, ammino produttori o entrambi.
produzione di sakacina e curvacina. Sulla base dei risultati ottenuti ¢ stato possibile selezionare un gruppo di 23 ceppi,
appartenenti alle specie Lat. sakei e Lat. curvatus, considerati sicuri e promettenti da un punto di vista applicativo,
grazie alla loro spiccata attivita antimicrobica verso microrganismi degradativi e/o patogeni. Tali ceppi sono stati
valutati a livello tecnologico per quanto riguarda il loro potere acidificante e le loro performances di crescita a diverse
temperature di incubazione ¢ in presenza di diverse concentrazioni di sale, al fine di selezionare i migliori candidati da
utilizzare su scala industriale come colture starter e/o bioprotettive, in grado di garantire qualita e sicurezza agli alimenti
e al contempo attribuire ai prodotti tradizionali le loro peculiari caratteristiche. Come prevedibile, all’aumentare della
concentrazione di sale o al diminuire della temperatura i risultati hanno evidenziato una riduzione delle cinetiche di
crescita, caratterizzate da una velocita di sviluppo ridotta e un incremento della fase lag. Questi parametri, comunque
marcatamente variabili, non sembravano essere legati all’origine dei ceppi. Inoltre, uno dei biotipi testati non era in
grado di crescere alla temperatura di incubazione piu bassa (10°C), a dimostrare come queste performance tecnologiche
siano fortemente dipendenti dal ceppo piuttosto che dalla specie considerata. Infine, ¢ stata studiata anche I’attitudine
dei biotipi nel produrre composti d’aroma, inoculandoli in un sistema reale (un impasto carneo simulante un salame),
per valutare una possibile azione nell’influenzare il profilo organolettico dei prodotti finiti. Questo profilo presentava
una significativa variabilita nella composizione in molecole d’aroma in relazione al ceppo testato. In particolare, alcuni
ceppi erano caratterizzati da uno scarso accumulo di questi composti, rendendoli possibili candidati come colture
bioprotettive per via del loro basso impatto organolettico.

Latilactobacillus sakei Latilactobacillus curvatus Companilactobacillus alimentarius

N W

51%

41%

= Antibiotico resistenti = Ammino produttori = Entrambi = Sicuri
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Un altro aspetto considerato in questo progetto di dottorato consiste nello sfruttare sottoprodotti di origine vegetale
come risorse di composti bioattivi con conseguente riduzione degli sprechi alimentari attraverso la valorizzazione di
materie prime non convenzionali. Nel corso del progetto di ricerca di cui il mio dottorato fa parte, sono stati ottenuti
estratti fenolici (EF) e oli essenziali (EO) dai sottoprodotti di lavorazione di alcune piante tipiche della macchia
mediterranea e in particolare dalle foglie di mora (Rubus fruticosus) e dagli aghi di ginepro (Juniperus oxycedrus).
Questi EF e EO sono stati poi testati in vitro per valutare il loro effetto sullo sviluppo di microrganismi patogeni e
ammino produttori, possibili contaminanti alimentari (Listeria monocytogenes ed Enterococcus faecium). In particolare,
sono state studiate le cinetiche di crescita di questi microrganismi in presenza dei EF e EO, addizionati ad una
concentrazione sub-letale, e la risposta fisiologica cellulare a questo tipo di stress. In generale, i risultati hanno mostrato
una maggiore efficacia da parte degli EO nell’ostacolare la crescita dei microrganismi target, rispetto agli EF (Figura4).

Listeria monocytogenes ScottA Enterococcus faecium FC12

Log ufc/ml

Log ufc/ml

0 15 30 45 60 75 90 105 120 135 150 0 15 30 45 60 75 90 105 120 135 150
Tempo (h) Tempo (h)

= Controllo ———EF ginepro == EF mora OEmora  =——OE ginepro
Figura4: Cinetiche di crescita di L. monocytogenes ScottA e Ent. faecium FC12 in relazione alla presenza degli EF e degli EO di foglie di mora e aghi
di ginepro.

L’EF di mora non ¢ stato in grado di inibire significativamente la crescita dei due microrganismi testati, mentre la
presenza dell’EF di ginepro ha indotto un prolungamento della fase di latenza di Ent. faecium e causato una lieve
decrescita in L. monocytogenes, seguita da uno sviluppo che ha portato a concentrazioni cellulari di 1 log inferiori al
controllo. Questo andamento ha caratterizzato in maniera piu evidente i campioni addizionati con gli OE, che si sono
dimostrati piu efficaci nel ridurre le cinetiche di crescita di entrambi i microrganismi target. In particolare, I’OE di mora
ha determinato un’importante perdita di coltivabilita nelle popolazioni microbiche fin dalle prime ore di incubazione.
Tuttavia, le cellule hanno mostrato la capacita di riprendere in seguito la propria attivita metabolica e una fase di
moltiplicazione attiva, seppur raggiungendo un carico cellulare al di sotto di quello dei controlli. Queste osservazioni
sono state confermate dalle analisi citofluorimetriche. Anche nel caso delI’EO di mora, i dati ottenuti hanno messo in
evidenza come i danni cellulari indotti sono stati per lo piu sub-letali e temporanei, evidenziando comunque una
percentuale cospicua di cellule danneggiate. Inoltre, i campioni di Ent. faecium FC12, noto produttore di tiramina e 2-
feniletilammina, sono stati valutati anche per 1’effettivo accumulo di AB: come prevedibile, i composti naturali non
hanno compromesso la capacita del microrganismo di produrre queste molecole, ma rallentandone la crescita, ne hanno
ritardato di conseguenza 1’accumulo.

I risultati hanno dimostrato che gli OE rappresentano un promettente impiego come conservanti naturali e saranno
quindi caratterizzati attraverso analisi gas-cromatografiche per evidenziare la presenza di molecole a riconosciuto
effetto antimicrobico. Tuttavia, la sola presenza di questi composti potrebbe non bastare per inibire la proliferazione
microbica, rallentandola solamente. Sulla base di queste osservazioni, i futuri trial in sistemi reali prevederanno
I’applicazione di strategie combinate, come ad esempio I’aggiunta di piu composti naturali di diversa origine o di
colture bioprotettive, al fine di massimizzare 1’effetto di questi composti e sfruttare eventuali effetti sinergici.
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1. Stato dell’arte

Negli ultimi 30 anni, nella maggior parte dei Paesi europei la diffusione di una dieta povera di fibre e ricca di grassi e
proteine animali, combinata ad uno scorretto stile di vita, ha contribuito all’incremento dell’incidenza di malattie
cardiovascolari (Belc et al., 2019).

Oltre al recente riconoscimento di diete piu appropriate, come la dieta mediterranea, le soluzioni suggerite dall’industria
alimentare hanno riguardato il bilanciamento della dieta sulla base di livelli massimi o minimi, quando disponibili, di
determinate componenti dell’alimento. Tale strategia ha portato alla riformulazione di alcuni alimenti che hanno
modificato le abitudini alimentari, aggiungendo alla dieta tradizionale alimenti fortificati, ingredienti sostitutivi,
supplementi o integratori, ecc.

Il consumo di grandi quantita di alimenti riformulati puo creare uno squilibrio nell’ecosistema intestinale danneggiando
sia I’equilibrio della composizione del microbiota, che alterando il suo metabolismo.

Nonostante 1’elevata qualita tecnologica dei nuovi prodotti alimentari, non ¢ ancora stato ben chiarito se le loro
caratteristiche compositive siano correlate alla biodiversita della microflora intestinale ed al suo contributo alla salute.
In questo senso, il crescente interesse della comunita scientifica sul microbiota intestinale e sul ruolo che svolge
nell’interazione con 1’ospite, ha accelerato 1’evoluzione di sistemi alternativi allo studio in vivo su animali.

A questo scopo, i modelli in vitro rappresentano strumenti eccellenti per consentire lo screening di un gran numero di
sostanze, che vanno dagli ingredienti dietetici agli agenti patogeni, dai farmaci ai composti tossici oltre che ovviamente
alimenti innovativi di cui ¢ possibile valutare le alterazioni e le interazioni del microbiota. A partire da fine anni ’80
sono stati proposti diversi modelli di intestino in vitro (Nissen et al., 2020) aventi diverso grado di complessita e di
similarita con il modello in vivo. In questo progetto ¢ stato messo a punto e validato su alcuni alimenti riformulati, un
nuovo modello di fermentazione colonica che si colloca nel gruppo dei modelli “short term...” in quanto rappresenta un
compromesso tra la necessita di limitare i tempi di fermentazione e la capacita di riprodurre il colon umano.
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3. Sviluppo della ricerca

La ricerca ¢ stata sviluppata secondo i seguenti punti principali:

1) Messa a punto del modello in vitro per lo studio dell’ecologia microbica del tratto intestinale e delle metodiche
per la determinazione del microbiota e dei suoi metaboliti;

2) Selezione degli alimenti oggetto dello studio sulla base di uno screening delle loro caratteristiche prebiotiche:
e selezione dei prodotti maggiormente diffusi
e screening delle caratteristiche prebiotiche tramite saggio
e determinazione dei composti prebiotici

3) Valutazione degli effetti sulla microflora intestinale con modello in vitro (shift della popolazione e dei suoi
metaboliti).

Tabella 1. Diagramma di Gantt dell’attivita di ricerca del dottorato
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4. Principali risultati

Il presente progetto di ricerca si propone di valutare I’effetto di alimenti, componenti alimentari o integratori sul
microbiota intestinale umano grazie al modello intestinale in vitro MICODE. In particolare, di seguito saranno descritti
1 risultati ottenuti da: i) uno studio finalizzato a valutare il potenziale prebiotico della crusca di canapa, un potenziale
integratore prebiotico; ii) uno studio volto ad esplorare 1’impatto sul microbiota intestinale umano di salami riformulati
con antiossidanti e acido ascorbico come sostituti dei nitriti.

Per quanto riguarda il primo studio, la fermentazione colonica in vitro con MICODE ¢ stata utilizzata per studiare il
potenziale prebiotico della crusca di canapa (HB) e della crusca di canapa trattata con alcalasi (HBPA). In particolare, al
fine di comprendere i potenziali benefici per la salute di HBPA, ¢ stato adottato un approccio interomico che accoppia
la genomica microbica (qQPCR e Sequencing [llumina) e la metabolomica (SPME GC-MS).

I risultati mostrati in Figura 1 hanno evidenziato una riduzione della ricchezza microbica (numero di OTU osservate),
la cui causa puo essere trovata nel passaggio dalla condizione in vivo a quella in vitro. Al contrario, I’abbondanza (Chao
1) per HBPA era significativamente piu alta alla fine della fermentazione (p<0.05), mentre una riduzione non
significativa ¢ stata osservata per HB o FOS. Sono stati osservati picchi di uniformita (Shannon) per HB (p > 0.05) e
HPBA (p <0.05), ma non sono stati osservati cambiamenti nella dominanza (Simpson) (p > 0.05).

La diversita tra i campioni (diversita beta) ¢ stata esaminata con l'analisi Bray-Curtis ed ha indicato la capacita di
mantenere una condizione di eubiosi in seguito alla fermentazione di entrambi i campioni HB ¢ HBPA, con una
capacita di HBPA maggiore rispetto a HB.

A B
sa0 60 -
a H
2 M b x
3 o H ] b
5 w0 & ] o b Es0
-E L,
H - 1 o £45 b
8 20 . E H L
5 L © o EIE b b
w . o
N as
0 - . . . . . . .
Baseline  HB24h HBPA24h FOS24h Blank24h Baseline  HB24h HBPA24h FOS24h  Blank24h
c D n
0
036 ab H
. * ab
002 T 50 3 5 b
§ b b b 3 H i .
H T g . o :
gl O . — : [ |
g ] b H -
5o — == £ — B
1 — ° . .
08 0 .
o

. * - B . - *
Baseline ~ HB24h HBPA24h FOS24h Blank24h Baseline ~ HB24h HBPA24h FOS24h Blank24h

m

F \ PC2(16.36%)

B — _ _
= . [ - | o
098 5 ;
=] L]
T - ° pool
g - ©@ 01
- - FOs24h | ©
Fom HB24h @
g o3
8
5 084 °
g « sk 240
8
S
o078 y PC1(33.25%)
oz
Pes a1

Baseline HB24h HBPA24h FOS24h Blank 24 h
Figura 1. Diversita alfa e beta del microbiota. A — E = indicatori di alfa diversita: F = beta diversita Bray Curtis PCoA. ® Lettere differenti indicano
una significativita statistica Student’s t-test (p < 0.05).

Al fine di valutare il potenziale prebiotico di HB e HBPA, ¢ stato utilizzato il qPI (QPCR Prebiotic index), un'equazione
basata su valori di quantificazione espressi come LoglO cell/mL. Considerando i risultati (Figura 2), il substrato
fermentato con la migliore attivita prebiotica era FOS dopo 18 ore ¢ il secondo classificato era HBPA dopo 24 ore.
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Figura 2. qPCR Prebiotic Index (qPI) a diversi time points. **Lettere differenti indicano significativita statistica da Tukey’s honestly significant
differences (HSD) test (p < 0.05).
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Per analizzare, invece, i principali cambiamenti nei metaboliti microbici correlati al potenziale prebiotico, ¢ stato
considerato lo shift dei carichi dalla baseline (BL) all'endpoint (24 h) di 10 molecole con bioattivita rinomata nell'uvomo.
Dai risultati mostrati nella Figura 3A, la concentrazione di acidi organici ¢ aumentata con HB, HBPA e FOS, mentre
nel controllo bianco (Blank) non ¢ stata registrata alcuna variazione.

La capacita dell'HBPA, una volta fermentato, di liberare piu SCFA dell'HB potrebbe essere dovuta alla maggiore
disponibilita di peptidi/proteine a MW inferiore e alla maggiore preferenza di fermentazione di questi substrati da parte
di Lactobacillales e Bifidobacteriaceae.

Il secondo set di metaboliti ha mostrato un andamento diverso per i substrati rispetto al controllo bianco (Figura 3B).
L'abbondanza di indolo ¢ aumentata con HB, HBPA ¢ FOS ma ¢ diminuita nel controllo bianco. Al contrario, fenolo, p-
cresolo, benzaldeide e 2,4-(DTBP) sono stati ridotti con HBPA e parzialmente con HB, mentre aumentati con il
controllo bianco. Gli shift registrati dalle fermentazioni con FOS e HBPA rispetto alla baseline (linea rossa) hanno
indicato un leggero aumento dell'indolo e una riduzione dei metaboliti (fenoli) correlati alla degradazione dei grassi e
delle proteine animali.
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Figura 3. Shift dell’abbondanza relativa di metaboliti microbici benefici (A) e di metaboliti potenzialmente tossici (B), espressi come abbondanza
relativa rispetto alla baseline dopo 6, 18 e 24 h di fermentazione. I casi con lettere o numeri o simboli differenti all’interno di una singola variabile
indipendente sono significativamente differenti per Tukey’s HSD test (»p < 0.05)

Per quanto riguarda, invece, il secondo studio, la fermentazione colonica in vitro con MICODE ¢ stata utilizzata per
studiare gli effetti sul microbiota intestinale di salami riformulati sostituendo i nitriti con acido ascorbico e antiossidanti
vegetali. I risultati mostrati in Figura 4A mostrano I’incremento degli acidi organici dopo la fermentazione colonica dei
salami rispetto alla baseline. Durante la fermentazione, la formulazione con acido ascorbico (SA) produce circa 7 volte
acido acetico e circa 4 volte acido pentanoico ed esanoico. La formulazione con mix antiossidanti e acido ascorbico
(SMA), invece, produce ridotte quantita di ciascuno dei composti prima citati, mentre il controllo con nitriti (CNO2)
produce la piu alta quantita di acido butanoico, pentanoico ed esanoico.

I risultati mostrati in Figura 4B mostrano, invece, la capacita delle formulazioni SA, SMA e CNO2 di produrre meno
sostanze potenzialmente tossiche rispetto al controllo senza nitriti (CO). Le formulazioni SMA e CNO2 producono in
modo simile (p > 0.05) circa 6 volte meno questi metaboliti rispetto al controllo CO (p < 0.05). Al contrario, il
benzotiazolo ¢ prodotto maggiormente in seguito alla fermentazione di CNO?2 rispetto a CO2, probabilmente a causa
della presenza di nitriti, i quali stimolano nel colon la crescita di batteri solfato-produttori, che producono dimetil
disolfato e contribuiscono cosi alla formazione di composti tossici, come il benzotiazolo. In particolare, la formulazione
SMA si ¢ dimostrata in grado di ridurre la produzione di molecole dannose ad un livello comparabile a quello osservato
con I'utilizzo dei nitriti (CNO2).
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Figura 4. Shift dell’abbondanza relativa di metaboliti microbici benefici (A) e di metaboliti potenzialmente tossici (B), espressi come abbondanza
relativa rispetto alla baseline dopo 6, 18 e 24 h di fermentazione. I casi con lettere o numeri o simboli differenti all’interno di una singola variabile
indipendente sono significativamente differenti per Tukey’s HSD test (p < 0.05).
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Passando all’analisi del microbiota, la Figura SA mostra i risultati ottenuti per i batteri benefici. In particolare,
all'endpoint soltanto SA ha mostrato un incremento significativo di Lactobacillales mentre, per quanto riguarda le
Bifidobacteriaceae, tutte le formulazioni ne hanno favorito la crescita, eccetto CNO», che ne ha invece ridotto
I’abbondanza. Clostridium gruppo IV subisce una significativa riduzione in quasi tutte le formulazioni ad eccezione di
SMA (p <0.05). Bifidobacterium longum ¢ aumentato con entrambe le formulazioni innovative SA e SMA (p <0.05).
Akkermansia muciniphila subisce una riduzione significativa per entrambe le formulazioni innovative, mentre la
crescita del gruppo BPP risulta supportata soltanto da SMA (p <0.05).

Considerando i taxa opportunisti (Figura 5B), all’endpoint le Enterobacteriaceae risultano incrementate dopo la
fermentazione di tutti i campioni, compreso il controllo bianco (BC). In particolare, all’EP si rileva un incremento

minore con le formulazioni innovative di tutte le popolazioni microbiche opportuniste considerate.
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Figura 5. Quantificazione batteri benefici (A) e batteri opportunisti (B) rispetto alla baseline. I casi con lettere o numeri o simboli differenti
all’interno di una singola variabile indipendente sono significativamente differenti per Tukey’s HSD test (p < 0.05).
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1. Stato dell’arte

The Klebsiella genus, family Enterobacteriaceae, comprises Gram-negative, rod shaped, facultative anaerobic bacteria
which are ubiquitously found in a wide range of host-associated and environmental niches, including soil, surface
waters, plants and intestines of animals and humans. Klebsiella pneumoniae and Klebsiella oxytoca are the most
prevalent species of this genus, both acknowledged as opportunistic pathogens associated with hospital and community-
acquired infections such as septicemia, pneumonia and urinary tract infections, thus representing a significant threat to
public health. The treatment of Klebsiella spp. infections has become challenging due to the spread of strains producing
extended spectrum pf-lactamases (ESBL) and/or carbapenemases and showing additional broad resistance to
aminoglycosides, tetracyclines, chloramphenicol, sulfonamides and trimethoprim. Moreover, invasive community-
acquired infections are mostly linked to K. pneumoniae strains so-called hypervirulent (hvKp), firstly described in
Asian countries, which harbor pathogenic features linked to polysaccharide capsule synthesis and hypermucoid
phenotypes as well as horizontally-acquired virulence factors encoding for siderophores systems such as yersiniabactin
(Ybt), aerobactin (Iuc) and salmochelin (Iro).

Although Klebsiella spp. in not generally recognized as a major foodborne pathogen, in recent years the number of
reports providing evidence for the detection of Klebsiella spp. in several food products categories has increased.
Furthermore, the food chain has been showed to potentially become a reservoir of antibiotic resistant and virulence
genes, since multidrug-resistant (MDR) and potentially virulent K. pneumoniae strains have been isolated. These
findings pose a public health hazard concerning the transmission of antimicrobial-resistant bacteria to humans or the
acquisition of antibiotic-resistant infections. Likewise, antimicrobial resistance and/or virulence determinants are
generally carried by mobile genetic elements (MGEs) including plasmids, transposons and integrative conjugative
elements (ICEs), which could be horizontally transferred to other pathogens colonizing the microflora of food and
human gut, thus facilitating the spread of multi-drug resistant and/or pathogenic strains. Therefore, an increasing
surveillance and monitoring of resistant and/or virulent bacteria in food is needed for setting up targeted intervention
strategies as well as selecting last-resort molecules for infections’ treatment. In this framework, knowledges ar still
limited on the prevalence rates of antibiotic resistant and/or virulent profiles of Klebsiella spp. isolated from Italian
artisanal food chain. Being artisanal Italian food productions widely appreciated among consumers and part of the
Italian cultural heritage thanks to their organoleptic and healthier properties, further investigations are needed to assess
the potential hazard that foodborne Klebsiella spp. isolated from the artisanal food chain might constitute for public
health.
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The aim of the research was to apply a molecular typing approach based on Whole Genome Sequencing (WGS) to

characterize the biological hazard of Klebsiella spp. strains isolated from 6 batches of two artisanal ready-to-eat (RTE)

food productions of dairy (soft cheese) and meat (fermented salami) origin respectively, sampled between January 2020

and May 2021 in two distinct small-scale factories located in norther Italy.

The WGS analyses consisted in a combination of culture-based methods along with advanced bioinformatic genotyping

tools and clustering analyses, aimed at:

1) assessing the presence of Klebsiella spp. within the selected production and improving its taxonomic
characterization along the artisanal food chain;

2) describing the distribution ad mobilization of key features of proven clinical importance, such as antimicrobial
resistance and virulence associated loci;

3) predicting the source and route of contamination within batch and between batches of each production and
assessing the genetic relationship between isolated strains.

Tabella 1. Diagramma di Gantt dell’attivita di ricerca del dottorato

Attivita Mese
Al) |Bibliographic research

A2) |Samples’ collection and strains isolation

1) Collection of samples from food matrices and processing environment
2) Culture-based methods for characterization of Enterobacteriaceae

3) Biochemical and molecular methods for Klebsiella spp. identification
A3) |Antimicrobial susceptibility testing

1) Broth microdilution assay against 14 antibiotics

A4) |DNA extraction and whole genome sequencing (WGS)

1) DNA extraction

2) Library preparation and short-read sequencing

A5) |Bioinformatic analyses
1) Reads processing and de-novo assembly

2) Sequence-based taxonomic assignment confirmation

3) Prediction of resistance and virulence determinants and mobilization
4) Allele calling (core-gene phylogeny, sequence typing and cgMLST
including public genomes)

5) Genome annotation and pangenome analysis

A6) |Scientific communication

4. Principali risultati

The PhD research activities (from Al to A6) were outlined according to the Gantt diagram showed in Table 1. Starting
from Al, a constant literature review through the consultation of scientific articles and books from public databases
such as Pubmed, Google Scholar, Scopus, etc. was carried out throughout the whole period of the research.

The first part of the activities (A2) was focused on the collection of 420 and 750 total samples from salami and cheese
productions respectively, including both food matrices (raw materials and final products) and environmental swabs.
Enrichment broth and selective culture media (McConkey) were used for the growth of bacteria belonging to
Enterobacteriaceae, which allowed to select colonies showing the typical pink mucoid morphology related to Klebsiella
spp. Preliminary species confirmation based on biochemical and molecular methods assigned a total of 75 strains to the
Klebsiella genus, identified as K. oxyfoca (n=52) and K. pneumoniae (n=23). The prevalence of K. oxytoca resulted
higher among the cheese production (75%), whereas K. prneumoniae was more prevalent (87%) in salami. Results also
reported that the isolation of Klebsiella spp. covered 5 and 6 batches of cheese and salami respectively, and for most of
the cheese batches and 1 salami batch, strains were detected not only in the final products but also starting from raw
materials and/or the processing environment. These preliminary findings confirm the ubiquitous nature of Klebsiella
spp. which is able to grow and survive in different ecological niches (food and environment) and suggest its persistence
in the processing environment for almost the whole sampling period which has potentially led to a transmission along
the food chain. Further genomic comparative clustering analyses was performed in AS activities to confirm this
hypothesis by providing a more accurate prediction of the intra and inter-batch strain relatedness.

73 Klebsiella spp. samples, since two strains didn’t show plate’s growth, were further submitted to phenotype testing
for antimicrobial susceptibility (A3 activity), showing that all isolates were resistant to sulfamethoxazole and 72 of 73
(99%) also to ampicillin. Furthermore, one strain collected from the cheese production was found to be multi-drug
resistant to five different classes of antibiotics, such as sulfonamides, quinolones, f-lactams, aminoglycosides and
polymyxins.

Moving to the A4 activities, after the whole-genomic DNA extraction, all DNA spectrophotometer measures showed
260/280 ratio values ranging from 1.8 to 2.0 suggesting a good quality of DNA extracts. Following extraction, library
preparation and sequencing were performed on Illumina platform. Short-read sequences were then processed with
dedicated bioinformatic tools (A5 activity). Firstly, raw reads were mapped against public reference databases
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(Kraken2) for taxonomic confirmation and further the fq2dna pipeline was applied for reads pre-processing and de-novo
assembly, obtaining 75 Klebsiella spp. draft genomes. The sequence-based taxonomic confirmation carried out from
reads (Kraken2) or assembled contigs (ReferenceSeeker and Kleborate) against selected WGS databases reported
results highly concordant, which revealed that the 72% of isolates previously identified as K. pneumoniae and K.
oxytoca belonged to closely related species within relative complexes, such as K. pneumoniae species complex
(K.pneSC), K. oxytoca species complex (K.oxySC) and K. ornithinolytica species complex (K.ornSC). Results showed
that the K pneSC gathered 17 strains encompassing K. prneumoniae sensu stricto (n=16) and K. variicola subsp.
variicola (n=1), whereas the K. oxySC comprised 38 genomes with K. oxytoca sensu stricto (n=11), K. michiganensis
(n=15), K. pasteurii (n=5) and K. grimontii (n=7). The prevalence of K.pneSC and K.oxySC strains confirmed by WGS
tools on the selected productions resulted highly similar to the one previously assigned using phenotypic and molecular
testing, confirming the higher identification rate of K.oxySC in cheese (68% by WGS vs. 75% by phenotypic and
molecular tests) and K.pneSC in salami (94% by WGS vs. 87% by phenotypic and molecular tests). Among the 28% of
mismatched strains, 18 sequences revealed high similarity to the Raoultella genus, taxonomically nested with Klebsiella
spp. and recognized to be a pathogen of increasingly importance associated as well to AMR and virulence factors.
Given the last scientific updates based on the nested taxonomy between the genera Klebsiella and Raoultella, the
Raoultella genomes (13 strains of R. ornithinolytica and 5 strains of R. planticola) have been re-named as Klebsiella
ornithinolytica and Klebsiella planticola, thus belonging to the K.ornSC. Among them, all K. ornithinolytica strains
were isolated from the cheese production and all K. planticola strains from salami. Two strains were identified as
Citrobacter spp. and thus excluded from the dataset. The genotyping of antimicrobial resistance (AMR) loci performed
by Kleborate showed an intrinsically resistance to penicillins related to K.pneSC strains, due to the presence of the
chromosomally encoded fS-lactamases SHV (K. preumoniae sensu stricto) and LEN (K. variicola subsp. variicola).
Moreover, the tool predicted ESBL production among all the K.oxySC strains due to the presence of the blaoxyi-24-5 f5-
lactamases acquired resistance genes. Thus, a ESBL phenotypic prediction was reported in both artisanal productions
with a persistence across time (from January 2020 to May 2021) and in both environmental and stored cheese samples.
In salami, ESBL+ genomes were detected with a prevalence (81%) in raw materials. Other acquired resistance patterns
were detected among K.oxySC genomes as regard to resistance to aminoglycosides (strAB, aph3-la, aph(3')-1a)
reported for both productions and resulting in 8 out of 38 isolates, and sulfonamides resistance (su/2), associated to one
K. pasteurii strain isolated from cheese. Regarding the molecular bases of ampicillin resistance, in KpneSC resistance to
penicillins is intrinsic due to their ancestral resistome harbouring blasuv or blaren genes, whereas for K oxySC
ampicillin resistance is associated to the plasmid-borne blaoxy gene. Similarly to Klebsiella species, Raoultella spp. (K.
ornithinolytica and K. planticola) showed phenotypic resistance to ampicillin as reported in the literature. However, no
ESBL gene patterns were identified by Kleborate. Similarly, the phenotypic resistance to sulfamethoxazole was
genotypically confirmed in all SC but one K.pasteurii harboring the sul/2 gene. These results suggest that other
mechanisms such as the overexpression of multidrug efflux pumps might be associated to ampicillin and
sulfometoxazole resistance in these isolates.

Beside the identification of AMR determinants, Kleborate identified among all K. preumoniae sensu stricto strains
genetic features reflecting the accumulation of the acquired siderophores systems aerobactin (iuc) alone or in
combination with yersiniabactin (ybf). The ybt locus was found also in 26 out of 38 K.oxySC genomes and all K.
ornithinolytica. Interestingly K. pneumoniae strains harboring iron-acquisition systems (iuc and/or ybf) has been
predominantly observed in raw materials and environmental samples taken from first processing steps of salami
production. Similarly, one iuc positive K. pneumoniae strain was also isolated from stored cheese. Interestingly, the
aerobactin system was predicted in a single lineage iuc3 AbST43 found in correlation with the yb¢16 mobilized by
ICEKp12, an integrative conjugative element frequently found in clinical K. pneumoniae strains. The MOB-suite tool
results highlighted that the iuc3 locus was carried by the conjugative IncFIB/IncFII plasmid resulted in high sequence
similarity (>98% of average nucleotide identity) across samples. A comparison of the iuc3 allele sequence harbored by
two K. pneumoniae strains selected from our dataset representing the major sequence type detected (ST4242 and
ST3254) was performed against the same locus harbored by three public K. pneumoniae retrieved from livestock pig
samples and hospitalized patients around the city of Pavia (norther Italy) in 2017 and 2018. Public genomes were
selected based on plasmid replicon type and pMLST profiles. The gene clustering alignments related to the aerobactin
locus iucABCD-iutA reflected the high nucleotide identity (>97%) shared by iuc3 sequences, highlighting the presence
of the same allelic profile in K. pneumoniae isolated from different settings (food, pig farming and hospitalized
patients). Phylogenetic analyses have been further performed to assess sequence types (STs) and DNA relatedness
between samples. The Maximum likelihood (ML) phylogenetic tree inferred on core gene alignments (figure 1) shows
three distinct clades representing each species complex. In each clade, clusters gathered genomes belonging to the same
species/ST. For K.pneSC, two main STs (4242 and 3254) were assigned among different salami batches, whereas ST36
and ST18 were the most frequently identified within K. oxytoca salami. Whereas, all K. oxytoca isolated from cheese
belonged to ST37. Overall, 13 new ST types were assigned to K.oxySC. None of the K.ornSC genomes were assigned
to specific ST-types suggesting that the MLST scheme originally built on K. pneumoniae genomes is not suitable for
this SC. Clustering analyses and STs assignment confirmed the hypothesis of the spread of Klebsiella spp. closely
related strains in the same processing environment for several months, which might have been transmitted along the
food chain with a persistence from raw materials to the end of the production.
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Figure 1: Maximum likelihood phylogenetic tree by core-gene alignment of 73 Klebsiella spp. genomes (K.pneSC,
K.oxySC and K.ornSC) isolated from the selected Italian meat and dairy artisanal food productions with associated
metadata (food product, sample origin and batch), STs and scores given by Kleborate and MOB-suite tools (resistance
and virulence loci including their mobilization pattern).

Phylogenetic analyses were also implemented with a cgMLST methodology to assess the population structure of strains
isolated from the selected artisanal productions and other Klebsiella spp. sequences harboring the same STs retrieved
from public repositories such as the National Center for Biotechnology Information (NCBI) for K.oxySC and K.ornSC,
and the BIGSdb platform hosted by the Pasteur Institut for K. pneSC. For K.pneSC, the cgMLST allele calling was
performed based on a curated cgMLST scheme already available on BIGSdb, whereas a new ¢cgMLST scheme was
designed with the chewBBACA suite for the remaining two complexes (K.oxySC and K.ornSC) starting from a selected
dataset of public sequences. For KpneSC, the cgMLST comparison, based on a 629 loci scheme identified 8 and 9 loci
variant among the salami productions and African human carriage strains of K. pneumoniae, all belonging to ST3254.
Similarly, for K.oxySC the clustering results based on allelic profiles calculated on a 3394 loci cgMLST scheme,
identified 50-loci variant within a cluster including the Italian cheese sampled along its shelflife and both human
carriage and environmental K.oxytoca strains isolated in Europe and sharing the same ST (ST37). A higher genetic
distance (450-loci variant on a 2957 loci scheme) was observed within a cluster composed by K. planticola strains from
salami and Asian human clinical samples. Overall, the cgMLST phylogeny suggested a high relatedness between
human and food K. pneumoniae and K. oxytoca strains (~1,5% of variant differences) indicating the genetic similarity
between human and food isolates. Regarding the pangenome inference, 19365 gene clusters were retrieved among the
Klebsiella strains, with 2911 of these (15%) representing the core genome and 16454 (85%) the accessory content,
highlighting the huge heterogenicity of the Klebsiella spp. population.

In conclusion, the scientific research activities have significantly enhanced the understanding of the potential health risk
posed by Klebsiella spp. strains isolated from the Italian artisanal food chain, highlighting the potential transmission of
strains harboring plasmid-encoded ESBL resistance loci or siderophores aerobactin and yersiniabactin virulence
systems from the processing environment to ready-to-eat food productions. The harboring of these clinical features
along the food chain should not be underestimated due to the potential hazard derived from the transmission of
antimicrobial-resistant bacteria to humans or transferring of AMR and/or virulence determinants to other colonizing
bacteria. An increasing surveillance of foodborne Klebsiella is needed to further characterize its prevalence, AMR and
virulence as well as the epidemiological and public health implications of this pathogen.

5. Elenco delle pubblicazioni prodotte nell’ambito dell’attivita di dottorato
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Crippa C, Pasquali F, Lucchi A, Gambi L, De Cesare A (2022) Investigation on the microbiological hazards in an
artisanal soft cheese produced in northern Italy and its production environment in different seasonal periods. Italian
Journal of Food Safety (in press).
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Crippa C, Manfreda G, Gambi L, Lucchi A, Pasquali F, De Cesare A. Enumeration of natural flora and survey of
foodborne pathogens in artisanal salami and its production environment. Proceedings of 74nd Convegno Sisvet, 2021,
pp. 76 —76.

Crippa C, Pasquali F, Lucchi A, Gambi L, De Cesare A. Valutazione del profilo di rischio microbiologico di formaggio
artigianale a pasta molle Squacquerone D.O.P. e dell’impianto di produzione in differenti periodi stagionali. XXX
Convegno Nazionale Associazione Italiana Veterinari Igienisti, 16%-17 % and 23™ -24" September 2021
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1. Stato dell’arte

Traditionally, probiotics, defined as functional microorganisms with a positive impact on human health, have been
isolated from the gut. Nevertheless, in recent years, the literature has pointed out the functional role of microorganisms
isolated also from other human sources such as the skin, oral cavity, breast milk and genital tract (Petrova et al., 2015).
In this context, breast milk, considered as one of the best example of a natural functional food, contains not only
nutrients, hormones, growth factors, immunoglobulins, cytokines, and enzymes, which contribute to immune
maturation and child well-being, but also a significant number of microorganisms, that are responsible for the
gastrointestinal colonization of the newborn and for the adequate maturation of the gut mucosal immune system
(Zacarias et al., 2011). Thus, it is not without reason that selected strains of Lactobacillus and Bifidobacterium spp.
also isolated from human breast milk, are the most studied microorganisms worldwide and the most used in food and
pharma as probiotics. In this instance, however, it’s important to underline how breast milk can be considered as an
important source of potential probiotic bacteria, but the technological aptitude of isolates obtained from this matrix is
not always guaranteed and have to be deeply investigated, especially in perspective to include them in food products
dedicated to infants, such as infant formulas. In this context, in recent years, probiotics have been also proposed to
improve genital health of women, and microbial strains with beneficial properties can be used to prevent or treat vaginal
dysbiosis and genital infections. In particular, vaginal Lactobacillus crispatus and Lactobacillus gasseri strains
exhibited activity towards several genital pathogens, including Candida, Chlamydia trachomatis (Parolin et al., 2018)
Neisseria gonorrhoeae (Foschi et al., 2017) Group-B Streptococcus (Marziali et al., 2019) and HIV1. Such beneficial
strains can be administered in sifu or orally, given their capability to pass from the intestine to the vagina because of
spatial proximity of the two apparati. Moreover, although already available as oral preparations, it would be very
challenging to use them in foods as a dietary strategy to prevent human diseases, after their technological, functional
and metabolic characterization. However, it’s important to underline how the maintenance of adequate levels of
probiotic cultures in food and their functional properties for the full shelf-life of food is highly challenging, also
considering their fate during the digestive process. When included in a food product, probiotic strains and their viability
are affected by several factors, such as their sensitivity to process conditions (low pH, oxygen, fermentation
temperature), the effect of the food matrix (water activity, pH, presence of natural antimicrobials), and storage
conditions, which can affect their performance and viability (Patrignani et al., 2017). Moreover, during the digestion,
the low pH of the stomach or presence of bile salts in the small intestine can further contribute to the loss of viability of
the strains (Barbosa and Teixeira, 2017). Therefore, the development of suitable technologies for the maintenance of an
adequate number of viable probiotic bacteria (>7 log colony-forming units [CFU] /g of product) is a key step. In this
sense, microencapsulation using a spray-dryer is one of the most promising and widely used techniques, which offers a
valuable option for encapsulating heat-sensitive nutrients and probiotic microorganisms. Several studies have
demonstrated the potential of this technique in developing probiotic powders with different carriers that can preserve
the functionalities (Muzaffar et al., 2016; Paim et al., 2016; Patrignani et al., 2017). In addition, it is important to
underline how probiotic delivery to humans has traditionally been associated with fermented dairy foods such as
fermented/sour milk, yoghurt and cheese, mostly of bovine origin. However, due to the rising emergence of lactose
intolerance, cow’s milk protein allergy, problems due to diets rich in cholesterol, changing lifestyles towards veganism
and negative environmental impacts of dairy production have created a growing demand for non-dairy-alternatives. At
present, also the viability levels of probiotics in plant-based milk substitutes (PBMS), such as soy milk, during product
storage have been reported as highly satisfactory (Rasika et al., 2021). However, their functional efficacy in PBMS such
as gastrointestinal survival, colonic fermentation and intestinal adhesion has not been thoroughly studied and need to be
further assessed. In this context, it could be interesting to evaluate the technological and functional potential of
encapsulated and unencapsulated selected vaginal strains for the development of probiotic soy milk yoghurts.
Furthermore, it would be also interesting the study of the effects of these probiotic soy milk yoghurts on the vaginal
microbiome of different women such as postmenopausal women (potentially more prone to vaginal dysbiosis).
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3. Sviluppo della ricerca

The research activities carried out during my PhD project, aimed to the selection of good microbial candidates to be
used in the formulation of functional foods, covered several aspects:

Al) Literature review and investigation of metabolic, antimicrobial, functional and technological aptitude of the
Lactobacillus and Bifidobacterium spp. strains isolated both from breast milk and healthy vaginal microbiome.

A2) Evaluation on the potentiality of Lactobacillus and Bifidobacterium spp. isolated from breast milk for their
potential inclusion in functional foods conceived for specific categories of consumers.

A3) Evaluation of the potential of microencapsulation by spray-drying, performed on selected vaginal lactobacilli,
already characterized for their technological and functional properties, using soy milk as carrier.

A4) Use of encapsulated and unencapsulated probiotic vaginal lactobacilli to produce functional soy-milk yoghurt
designed for the well-being of female gender.

AS5) Investigation on the effects of the formulated soymilk products, containing the vaginal lactobacilli, encapsulated or
not, on the vaginal microbiome of postmenopausal women, using a fecal model systems. This approach will give
important information on i) the ability of post-menopausal women microbiome to use the carbohydrates provided in the
soy product and if the presence of the vaginal strains affects this; ii) the metabolism of the vaginal strains and
postmenopausal microbiome, by means of short chain fatty acid (SCFA) determination and microbiota assessment by
means of qPCR determinations of defined microbial groups.

A6) The set-up of a functional formulation, containing the probiotic strains of Lactobacillus and Bifidobacterium spp.
isolated from breast milk, conceived as probiotic product for infants. The formulated product will be studied from a
functional and microbiological point of view, on the basis of traditional and molecular tools, also including the study of
texture parameters and the production of volatile molecules by GC/MS/SPME approach.

Table 1. Gantt Chart for the research activities in scope of doctoral study.

Activities Months

Al)(Literature review.

Characterization of the strains isolated from breast milk
and healthy vaginal microbiome.

A2)|Evaluation on the potential inclusion of the strains
isolated from breast milk and healthy vaginal microbiome
in functional foods conceived for specific categories of consumers.

A3)Evaluation of the potential of spray-drying on selected vaginal lactobacilli,
already characterized for their technological and functional properties,
using soy milk as carrier.
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A4)

Use of encapsulated and unencapsulated probiotic vaginal lactobacilli to produce
functional fermented soy-milk designed for the well-being of female gender

AS)

Investigation on the effects of the formulated soymilk products, containing the
vaginal lactobacilli, encapsulated or not, on the vaginal microbiome
of postmenopausal women, using a fecal model systems

A6)

The set-up of a functional formulation, containing the probiotic strains of
Lactobacillus and Bifidobacterium spp. isolated from breast milk,
conceived as probiotic product for infants.

Preparation of manuscripts, presentations and thesis.

4. Principali risultati

(A1-A2) Regarding the evaluation of the functional and technological aptitude of selected strains of Lactobacillus and
Bifidobacterium spp. isolated from breast milk and vagina of healthy women, also in perspective to include them in
functional foods conceived for specific consumers, the results obtained highlight a great potential for a significant
number of the investigated strains. The majority of the selected strains showed strong antagonistic activity against
pathogenic species, frequently associated to food products and gastrointestinal infections. The antimicrobial activity
was also observed in terms of anti-biofilm effect. In fact, from a clinical point of view, the formation of a biofilm by a
pathogenic species increases resistance to antibiotics and makes their eradication difficult. In addition, especially for the
strains isolated from human breast milk were recorded a remarkable aptitude to adhere to intestinal cells, even higher
than L. rhamnosus GG, a recognized probiotic strain. In this sense, it's necessary to emphasize that the ability of a
candidate probiotic to adhere to the surface of the intestinal mucosa contributes to microbial persistence in a specific
environment. This behavior is also confirmed by hydrophobicity and auto-aggregation features, that showed values
higher than 60% which can be considered as positive thresholds for these parameters. As regards to antibiogram results,
obtained data showed a variable spectrum of susceptibility in relation to the species and the strain considered. In these
cases, further studies are needed to better characterize mechanisms responsible for antibiotic resistance, before
including these strains in food products. In order to investigate also their technological potential, the strains
fermentation kinetics and viability in a food matrix such as pasteurized whole milk were investigated, also including the
volatile molecule profiles of the obtained fermented milks. The results clearly indicated the unsuitability as
fermentation starters for the majority of the strains, due to their slow fermentation kinetics. Nevertheless, especially for
most of the breast milk strains the maintenance of high viability in milk has been highlighted, also during the
refrigerated storage. In order to confirm their potential role as co-starters in fermented milks was also observed the
production of volatile molecules by GC/MS/SPME such as diacetyl, acetoin, and acetaldehyde, that are related to the
specific flavour of several dairy products. In conclusion data collected by Biolog phenotype microarray analysis have
underlined the metabolic versatility, especially for the functional vaginal strains. According to their metabolic profiles
(Fig. 1) they could be exploited for the formulation of symbiotic foods. In fact, the lack of ability to promptly use
carbon source as lactose or galactose make them good candidates as adjuncts probiotic cultures in dairy products.

Fig. 1 Heat map showing the metabolic differences among selected functional vaginal strains with green referring to high catabolic activity and red to low activity.

(A3-A4) As regards the evaluation of the potential of microencapsulation by spray-drying on selected functional
vaginal lactobacilli, the results obtained suggest that optimized spray-drying conditions to produce bacterial
microcapsules and the use of soy milk as carrier can be regarded as an optimal tool to vehiculate the selected strains in
food products. Moreover, the choice of soy milk as carrier contributed to maintain high viability and functionality of the
encapsulated lactobacilli suggesting their potential use as adjunctive cultures and the maintenance of high viability
during food production, storage and digestion; increasing the possibility to use them for the formulation of new female
gender foods. In addition, it’s important to underline how the microcapsules resulted not only with a good strain
viability but also with suitable morphology, good technological features in terms of water activity and moisture content.
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Fig. 2 Cell loads (log UFC/g) of L. crispatus BC4 + L. gasseri BC9 encapsulated after 7, 14, 30, 90, 365 days of storage (RT, +4 ° C and -20 ° C) and after simulated
stomach-duodenum passage.

Consequently, with the perspective of use encapsulated powders in food formulations to obtain novel functional foods,
the encapsulated lactobacilli were then inoculated as adjuncts to produce soy milk yoghurts. During the manufacturing
of the food products, all the samples, containing the starter cultures (Streptococcus thermophilus and Lactobacillus
delbrueckii subsp. bulgaricus) and the probiotic adjuncts (encapsulated or not), reached the pH 4.5 in 7 h at 42 °C. The
data (Fig.3) showed a small decrease in starter cultures cell loads, also considering the progress of the storage.
However, after 60 d of refrigerated storage, the cell load of L. crispatus + L. gasseri was higher in soy milk yoghurt
where the probiotic strains were added in encapsulated form. The performances of microencapsulation in maintaining
strain viability are also demonstrated during the simulated digestive passage performed after 30 d of product storage.
Moreover, especially the product with the encapsulated strains showed a remarkable antagonistic activity vs
gastrointestinal pathogens (Fig.4). Further investigations are also ongoing in order to evaluate the sensory properties
and the texture parameters of the products. (A5-A6) Finally, later analyses are underway to fully understand the effect
of these formulated soy milk products on the vaginal microbiome of post-menopausal women and to select the best
probiotic candidates, previously deeply characterized, for the formulation of a functional infant product.

Fig. 3 Cell viability of fermentation starter (S. thermophilus, L. delbrueckii subsp. bulgaricus ) and encapsulated or not probiotic lactobacilli (co-starters) in
fermented soy-milks during 60 d of storage and after simulated digestion.
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1. Stato dell’arte

L’aumento demografico, associato alla crescente difficolta nel reperire materie prime di fondamentale importanza per il
sostentamento, unitamente alla necessita di ridurre I’impatto ambientale dovuto all’eccessiva industrializzazione, ha spinto il
mondo della ricerca verso I’individuazione e 1’utilizzazione di risorse alternative e sostenibili. Ogni anno, in Europa,
vengono sprecati circa 88 milioni di tonnellate di cibo, con una perdita stimata di 143 miliardi di euro (in accordo con il
progetto FP7 FUSIONS, 2016). Questi scarti, pur rappresentando una valida fonte di composti ad alto valore aggiunto,
d’altra parte, sono scarsamente impiegati e rappresentano un costo per le industrie. Il loro utilizzo potrebbe costituire un
approccio innovativo e sostenibile anche per la produzione di ingredienti da re-impiegare in diversi settori del panorama
industriale, apportando, pertanto, una riduzione della quantita di rifiuti, maggiori benefici economici, creando
interconnessioni tra diversi settori e un miglioramento della sostenibilita ambientale (Pleissner et al., 2016). Sebbene questi
scarti presentino un alto potenziale applicativo, il loro utilizzo nelle formulazioni alimentari ¢ estremamente limitato, se non
assente, a causa di una serie di ostacoli economici, sociali, € normativi, nonché per la mancanza di approcci biotecnologici
sostenibili che permettano un completo sfruttamento di queste risorse. Per questi motivi, attualmente, la valorizzazione di
sottoprodotti ¢ ancora limitata e confinata alla produzione di composti a basso valore aggiunto destinati principalmente al
consumo animale e alla produzione di biogas. La necessita di individuare fonti di sostentamento alternative ha portato,
inoltre, all’individuazione di fonti proteiche innovative che vadano a sopperire la carenza delle fonti proteiche di origine
animale non piu in grado di soddisfare la richiesta globale. Differenti studi suggeriscono come il consumo di insetti edibili
(entomofagia) possa rappresentare una valida alternativa al consumo delle usuali proteine animali (Stoops et al., 2016).
Infatti, tra i potenziali benefici del consumo di insetti si evidenzia un’alta concentrazione di proteine e lipidi ad alto valore
nutrizionale, vitamine, fibre nonché la presenza di microelementi minerali biodisponibili quali calcio, ferro e zinco (Belluco
et al.,, 2013; van Huis et al., 2013; Rumpold and Schliiter, 2013). Ai benefici nutrizionali descritti dai diversi autori, si
aggiungono quelli ecologici, economici e sociali (Belluco et al., 2013; van Huis et al., 2013). Infatti, in confronto al bestiame,
gli insetti da allevamento si moltiplicano molto piu rapidamente e con un coefficiente di conversione alimento/proteine piu
alto, richiedono poco spazio per la riproduzione e producono minori emissioni di gas a effetto serra ed ammoniaca (Klunder
et al., 2012; van Huis et al., 2013). L’incremento di consumo di insetti edibili puo rappresentare, inoltre, una soluzione valida
e sostenibile ai problemi nutrizionali nei paesi in via di sviluppo (Klunder et al., 2012). Grazie ai numerosi fattori positivi
associati all’utilizzo degli insetti commestibili come fonte di cibo, negli ultimi anni, 1'idea di sfruttarli per la loro produzione
industriale ha attirato l'attenzione dei media, degli istituti di ricerca e degli operatori dell'industria alimentare. D’altra parte, la
valutazione microbiologica degli alimenti a base di farine di insetti rappresenta un'attivita fondamentale per verificare la loro
idoneita per un consumo umano sicuro. Inoltre, per consumatori aventi una ricca e peculiare tradizione culinaria, come quelli
europei, il consumo di insetti pud risultare possibile solo nel caso in cui questi facciano parte delle formulazioni come
ingredienti di preparazioni alimentari usuali e tipiche del patrimonio culturale.

Il mio progetto di dottorato ha lo scopo di portare ad un avanzamento nella conoscenza di processi biotecnologici tailor-made
per lo sfruttamento di scarti, sottoprodotti e fonti proteiche alternative per la produzione di prodotti innovativi da fonti
sostenibili e rinnovabili.
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3. Sviluppo della ricerca

La ricerca ¢ stata sviluppata secondo i seguenti punti principali:

1) Ricerca bibliografica destinata all’individuazione di metodi per la valorizzazione di sottoprodotti dell’industria
molitoria e della farina di grillo come fonte proteica alternativa utile produzione di alimenti innovativi e ad alto
valore nutrizionale.

2) Isolamento di microorganismi provenienti da differenti matrici alimentari di origine animale o vegetale e da
sottoprodotti dell’industria molitoria. Identificazione dei microorganismi individuati e selezione di questi ultimi
sulla base delle loro caratteristiche di sicurezza, tecnologiche e funzionali.

3) Messa a punto delle formulazioni e processi biotecnologici per I’ottenimento di ingredienti innovativi da impiegare
successivamente per la produzione di alimenti innovativi oggetto di studio di questo progetto.

4) Caratterizzazione dei prodotti innovati ottenuti, da un punto di vista microbiologico, tecnologico e funzionale.

5) Secrittura e pubblicazione della tesi di dottorato, poster, articoli scientifici e presentazione orale

Tabella 1. Diagramma di Gantt dell’attivita di ricerca del dottorato

Attivita Mese
Al) | Ricerca Bibliografica

A2) | Selezione di ceppi microbici

1) Isolamento di microorganismi da diverse
matrici alimentari e sottoprodotti

2) Selezione dei ceppi microbici sulla base di
caratteri di sicurezza, tecnologici e funzionali

A3) | Ottimizzazione delle performance microbiche _

1) Allestimento di piani sperimentali (CCD) per
|'ottimizzazione delle performance dei ceppi
selezionati

2) Ottimizzazione dei processi produttivi per
l'ottenimento di ingredienti innovativi da fonti
rinnovabili e proteine alternative

A4 | Prodot innovaii LTI

1) Formulazione di prodotti innovativi mediante
processi biotecnologici tailor made

2) Caratterizzazione microbiologica, tecnologica
e funzionale dei prodotti innovativi ottenuti

4. Principali risultati

Allo scopo di fornire una descrizione piu chiara delle attivita svolte e dei principali risultati raggiunti, i due macro-argomenti
relativi alle attivita di ricerca svolte durante i primi 2 anni e parte del terzo anno, verranno trattate separatamente.

1. Produzione di alimenti innovativi ad alto valore nutrizionale
Il primo macro-argomento consiste nella produzione e caratterizzazione di idrolizzati a partire da farina di grillo allo scopo di
ottenere ingredienti ad alto contenuto proteico per la formulazione di alimenti innovativi, in particolare prodotti da forno.
A tal fine, sono state valutate le potenzialita tecnologiche di due ceppi di Yarrowia lipolytica (PO11, RO24) e due di
Debaryomyces hansenii (DB e SP6L.12) a sviluppare in una matrice composta da farina di grillo e acqua. I risultati ottenuti
hanno evidenziato che tutti e 4 i ceppi sono stati in grado di sviluppare nella matrice di partenza considerata. Il ceppo di Y.
lipolytica PO11 ¢ stato quello che ha aumentato maggiormente il suo carico cellulare fino al raggiungimento di valori oltre a
7 log ufc/g di prodotto. Inoltre, i dati ottenuti hanno evidenziato che, dopo 72 ore dall’inoculo, il contenuto di chitina nei
campioni idrolizzati con i ceppi di Y. lipolytica erano inferiori rispetto al controllo non inoculato e ai campioni idrolizzati con
i ceppi di D. hansenii. In particolate, la maggiore riduzione della chitina, pari al 28%, ¢ stata rilevata nel campione
idrolizzato da Y. lipolytica RO25 (Tabellal). Attraverso un’analisi condotta mediante GC/MS sono anche stati evidenziati
peculiari profili in acidi grassi negli idrolizzati ottenuti, in relazione al ceppo utilizzato. Di grande importanza la presenza di
acidi grassi essenziali omega 3 ¢ 6. Anche i profili in aminoacidi hanno evidenziato 1I’importanza del ceppo di partenza. Sono
stati infatti rilevati, soprattutto negli idrolizzati da Y. lipolytica aminoacidi quali Istidina, Treonina, Leucina e Ornitina.
La liberazione di composti aromatici gradevoli, ’aumento degli acidi grassi insaturi e la riduzione del chitinizzato sono stati
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un ottimo punto di partenza per I’ottenimento di prodotti innovativi a base di farina di grillo. La scelta di uno specifico ceppo
in campo alimentare ¢ stata legata alle caratteristiche sensoriali, qualitative e nutrizionali che si volevano impartire al

prodotto finale, tenendo anche conto del processo

produttivo adottato.

Tabella 1. Contenuto di chitina (g/g farina) determinato in farina di grillo ) ] ) o
non idrolizzata e nei campioni di idrolizzato dopo 72 h dall'inoculo di ¥  Per questo motivo, in base alle informazioni ottenute

lipolyticaPO11, RO25 e D. hansenii DB e SP6L12.
72h

Chitina (g) /g farina di grillo

dalle prove precedentemente citate, 1’idrolizzato
ottenuto da Y. lipolytica RO25, avente le migliori
caratteristiche, ¢ stato utilizzato per produrre un

sourdough destinato alla produzione di pane. Nello

No hydrolysed cricket 0.823+0.010 ) . D
. specifico, il sourdough ottenuto con 1’aggiunta del
PO 11 cricket hydrolysate 0.617+0.008 30% di idrolizzato di farina di grillo da Y.
RO 25 cricket hydrolysate 0.590-0.009 lipolytica RO25, denominato “R0O25 sourdf)l}gh , ¢
stato confrontato con un sourdough tradizionale,
SP6L12 cricket hydrolysate 0.793+0.009 ottenuto con sola farina di frumento “Wheat
DB cricket hydrolysate 0.693+0.010 sourdough” e un ulteriore controllo contenente il

30% di farina di grillo non idrolizzata, ottenuta con
lo stesso metodo ma senza inoculo di lieviti

“Cricket sourdough”. I risultati ottenuti hanno dimostrato che “RO25 sourdough” era caratterizzato, in confronto ai due
campioni di controllo, da un marcato e peculiare profilo in proteine totali dovuto alle ben note capacita idrolitiche di Y.

lipolytica (Figural).

A

135kD -
100 kD -
7SKD -

48KD .

R J

11KD .

‘WCS 0h -
noH-CS Oh-
‘WCS 24h-
noH-CS 24h-

R25H-CS Oh-
R25H-CS24h .

Figural. Coomassie coloured SDS-PAGE contenente
proteine estratte in condizioni riducenti di “Wheat
sourdough” (WCS), “Cricket Sourdough” (noH-CS) e
“R0O25 sourdough” (RO25HCS), subito dopo il secondo
rinfresco (0 h) e dopo 24 h di fermentazione (24 h) a 25
°C. Marker dei pesi molecolari nella prima colonna e
loro valori in kDa a sinistra.

nutrizionale e funzionale.

“RO2S5 sourdough” era anche composto da uno specifico profilo in acidi
grassi liberi, tra cui 1’acido arachidonico e linolenico aventi caratteristiche
funzionali. Inoltre, era anche costituito da un’alta concentrazione di C18:2,
C18:1 e C16:1 che vengono considerati precursori di aroma. Infatti, la
presenza di un’alta attivita proteolitica e un’elevata concentrazione di acidi
grassi liberi ha dato origine a uno specifico profilo in molecole volatili.
Attraverso 1’analisi GC/MS/SPME ¢ stato possibile identificare piu di 60
molecole appartenenti alle classi di alcoli, aldeidi, chetoni, acidi, lattoni e
furanoni che differenziano il campione ottenuto da Y. lipolytica RO25
rispetto ai campioni di controllo (Figura 2).

Pertanto, 1 risultati
ottenuti hanno mostrato

le buone potenzialita di

Y. lipolytica RO25 per

la  produzione  di
sourdough destinati alla
produzione di prodotti

da forno innovativi e

con un altro valore

A questo scopo, sulla base delle informazioni descritte precedentemente,
il 75% di ogni sourdough ottenuto ¢ stato impiegato per la produzione di
un impasto ed infine di pane. In particolare, il pane ottenuto da sourdough
contenente il 30% di farina di grillo idrolizzata con Y. lipolytica RO25
“RO2S5 bread” ¢ stato messo a confronto con il controllo ottenuto da
sourdough contenete solamente farina di fumento “Wheat bread” e un
secondo controllo ottenuto da sourdough composto da farina di grillo non
idrolizzata con lieviti “Cricket bread”. I dati ottenuti hanno sottolineato le
buone caratteristiche del pane a base di farina di grillo ottenuto dal

ters = Hydrocarbons

Acids = Alcohols

Figura 2. Principali classi di composti (espressi in mg/kg)
rilevati in “Wheat sourdough” (WCS), “Cricket Sourdough”
(noH-CS) e “RO25 sourdough” (RO25HCS), subito dopo il
secondo rinfresco (0 h) e dopo 24 h di fermentazione (24 h) a
25 °C.

sourdough contenete idrolizzato

da parte di Y. lipolytica RO25. Infatti, questo pane, come anche 1’idrolizzato di partenza ed il sourdough successivamente, era
caratterizzato da un’alta concentrazione di acidi grassi liberi polinsaturi, di frazioni proteiche (albumine/globulina, prolamine
e gluteline) e un basso livello di ammine biogene quando comparato con “Cricket bread”. In effetti, i campioni di pane erano

Tabella 2. Contenuto di ammine biogene in “Wheat bread” (WCB), “R0O25 bread” (RO25H-CB) e “Cricket bread” (noH-

caratterizzati dalla presenza
di ammine biogene (Tabella

CB).

: Ammine Biogene WCB RO25H.CB noH CB 2). Tuttavia, il campione
Cadaverina (mg/kg) 7.0+0.1¢ 8.0=04" 20+1.002 “R0O25 Bread” mostrava un
Istamina (mg/kg) <1! <11 <1t contenuto di cadaverina e
Putrescina (mg/kg) 11.0£0.2° 15.0+0.82 15.0£1.82 tiramina a livelli inferiori
Spermidina (mg/kg) 3.0£0.1° 4.0=022 402022 rispetto al “Cricket Bread”,
Spermina (mg/kg) 2.7=0.1° 3.0=0.1° 20=0.1¢ infine, il B.A.L (biogenic
Tiramina (mg/kg) 30.0=0.2° 17.0+0.9° 28.0=1.4¢ amine index) era di 29 e 5
B.A.L Index (mg/kg) 2.7£02° 2.9£0.1° 50+032 rispettivamente per “RO25

Per ogni linea considerate, le ammine biogene indicate con una lettera differente sono significativamente diverse.
ISotto al limite di determinazione
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Bread” e “Cricket bread”.
Inoltre, 1 dati di texture dimostrano che i valori di durezza del campione ottenuto da Y. lipolytica RO25 non sono
significativamente diversi da quelli di “Wheat bread”. Infine, i risultati ottenuti dall’analisi sensoriale sottolineano la buona
opportunita di applicazione del sourdough ottenuto da farina di grillo idrolizzata con Y. lipolytica RO25, come ingrediente
per la panificazione. Infatti, il “RO25 bread” ha ricevuto valutazioni positive per quasi tutti i parametri considerati. I risultati
dimostrano che I’idrolizzato da Y. lipolytica RO25, comparato con la farina di grillo non idrolizzata, ¢ in grado di impartire
specifiche caratteristiche sensoriali e qualitative al prodotto finale.
Infine, durante il periodo all’estero svolto in Germania presso Leibniz Institute for Agricultural Engineering and Bioeconomy
(ATB) fra Gennaio e Giugno 2022 ¢ stato allestito un processo avente 1’obiettivo di sviluppare un prodotto da forno, a base
di farina di grillo, arricchito di zinco, un oligoelemento la cui carenza nell’organismo puo provocare la compromissione del
sistema immunitario. Il processo di arricchimento ¢ stato svolto impiegando microorganismi adattati ad un ambiente ad alta
concentrazione di solfato di zinco e contenenti all’interno delle proprie membrane cellulari questo micronutriente. I
microorganismi cosi arricchiti sono stati destinati alla produzione di sourdough e di idrolizzati di farina di grillo per la
produzione di un prodotto da forno funzionale e ad alto valore nutrizionale.
Inoltre, un ulteriore importante aspetto preso in considerazione riguarda il potenziale allergenico della farina di grillo e
I’eventuale effetto che le successive fasi di lavorazione, tra cui la fermentazione e 1’idrolisi, possono avere sull’allergenicita
del prodotto da forno finale.

2. Valorizzazione di sottoprodotti dell ’industria molitoria
Il secondo macro-argomento ¢ concentrato sulla valorizzazione, per via microbica, dei sottoprodotti dell'industria molitoria
attraverso 1’impiego di processi biotecnologici atti all’ottenimento di prefermenti destinati ad essere riutilizzati come
ingredienti in formulazioni alimentari innovative.
A tal proposito, sono stati isolati ceppi microbici da numerosi impasti ottenuti a partire da sottoprodotti della lavorazione di
segale, grano duro e tenero attraverso fermentazioni spontanee. I pre-fermenti sono stati rinfrescati giornalmente sino a
stabilizzazione del pH, dopodiché ¢ stato valutato il pH finale, il carico di lieviti e batteri lattici ed infine sono stati eseguiti
gli isolamenti microbiologici. L’identificazione dei ceppi di lieviti e batteri ¢ avvenuta attraverso metodi molecolari. I dati di
sequenziamento microbico hanno evidenziato per i lieviti la presenza, nei prefermenti, di Saccharomyces cerevisiae, Pichia
kudriavzevii e Kazachstania unispora. Nel caso dei batteri lattici le specie maggiormente identificate sono state: Pediococcus
pentosaceus (15 ceppi), Leuconostoc mesenteroides (4 ceppi), Lactobacillus curvatus (5 ceppi), Lactobacillus brevis (4
ceppi), Lactobacillus plantarum (7 ceppi), Lactobacillus fermentum (2 ceppi), Lactobacillus paralimentarius (4 ceppi),
Lactobacillus pentosus (2 ceppi) e Lactobacillus songhuajiangensis (3 ceppi). 1 ceppi microbici identificati sono stati
caratterizzati, in vitro, per la cinetica di fermentazione e la capacita di produrre molecole volatili, acidi grassi a catena corta
(SCFA) e altri antimicrobici naturali e composti bioattivi. Sono stati selezionati i ceppi di lievito e batteri lattici (LAB) con le
migliori caratteristiche, al fine di ottenere consorzi microbici ottimali per la produzione di pre-fermenti da utilizzare nella
formulazione di prodotti da forno. Il passo successivo ¢ stato quello di selezionare le migliori formulazioni per la
preparazione prefermenti. Inizialmente sono stati prodotti diversi pre-fermenti utilizzando singolarmente crusca di segale e
sottoprodotti di frumento tenero e duro, fermentati da un consorzio microbico composto da L. curvatus, L. mesenteroides e P.
pentosaceus come LAB e S. cerevisiae come lievito. I risultati ottenuti hanno consentito di selezionare diverse formulazioni
di sottoprodotti dell’industria molitoria da utilizzare per l'ottimizzazione e la messa a punto dei prefermenti finali da
utilizzare come ingredienti nella panificazione. Le formulazioni, e il loro contenuto d'acqua, sono state basate sulla cinetica
di fermentazione (le migliori prestazioni in termini di velocita di acidificazione e rapporto tra lieviti ¢ LAB “ottimale
1:100”), la coesione del pre-fermento (che rappresentano un parametro importante), l'accettabilita organolettica
(caratteristiche sensoriali), e i dati relativi alla composizione di ciascun ingrediente utilizzato in termini di composti
funzionali (contenuto di fibre, composizione di acidi grassi, capacita antiossidanti ecc...). I consorzi selezionati, come
riportato in precedenza, sono stati testati su differenti miscele di crusca e il loro metabolismo ¢ stato valutato in termini di
acidificazione, cinetica di crescita, profili di molecole volatili, SCFA e accettabilita organolettica. Tutti i risultati ottenuti
hanno permesso di definire le formulazioni ottimali dei pre-fermenti ed i consorzi microbici piu idonei. Nello specifico, 4
miscele di prefermenti e 2 consorzi microbici sono risultati i pit interessanti per produrre pre-fermenti come ingredienti per
la panificazione. Inoltre, i dati ottenuti hanno permesso di definire il livello ottimale di inoculo (6 e¢ 4 log UFC/g
rispettivamente per LAB e lieviti) di ciascun consorzio microbico testato. Le miscele e i consorzi microbici selezionati sono
stati utilizzati al 20 e 30% per la produzione di pani innovativi. I risultati ottenuti hanno sottolineato che tutti i prefermenti
testati conferivano buone prestazioni al prodotto finale. Infatti, all’aumentare della % di prefermento nella composizione del
pane, si ¢ verificato anche un aumento delle attivita antiossidanti ¢ dei fenoli totali, inoltre, non sono stati osservati effetti
negativi sui parametri reologici e, per quanto riguarda 1’aspetto sensoriale, i pani contenenti prefermento hanno evidenziato
un aumento e dell'intensita gustativa e dell'accettazione complessiva.
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