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Azione 1.1 Costituzione accordo di cooperazione

L’accordo di cooperazione € stato attuato.

Azione 1.2 Programmazione di dettaglio delle attivita di progetto e attivita di
coordinamento.

L’attivita di programmazione di dettaglio delle attivita del del progetto e [lattivita di

coordinamento sono state attuate dal partner A2.1 (capofila della misura 16.2) in modo

accurato e in accordo con gli altri partners. In dettaglio, il Consorzio Strizzaisemi, tramite i

consulenti incaricati, ha curato le azioni di collegamento con il capofila del progetto

generale PIF; gestito le comunicazioni con gli uffici regionali preposti; collaborato al

coordinamento generale del progetto in accordo con il capofila e i partner scientifici;

vigilato sulla corretta gestione amministrativa delle pratiche. L’attivita di coordinamento ha

incluso la verifica delle attivita svolte e l'interazione con il soggetto finanziatore per la fase

relativa alla presentazione delle relazioni tecniche ed economiche.

Azione 2 - Test agro-tecnici: messa in opera delle agrotecniche innovative per la

coltivazione di grano saraceno e miglio e collaudo multicriterio (Soggetto responsabile:
SSSA, A52.1; Soggetti coinvolti: MUSU, A4.1; RINNOVAMENTO, A3.1)
PARTNER A52.1: SCUOLA SUPERIORE SANT’ANNA (SSSA)

Referente scientifico: Prof.ssa Laura Ercoli
Gruppo di ricerca: Dott.ssa Elisa Pellegrino, Dott. Edoardo Bertolini, Dott. Matteo
dellAcqua, Alice Cheli, Dott.ssa Valentina Ciccolini, Prof. Marco Nuti, Alessio Cardini,

Fabio Taccini.



Azione 2.1. Messa in opera delle agrotecniche innovative e Azione 2.2 Test di collaudo
dell’introduzione negli ordinamenti colturali di grano saraceno e miglio e delle agrotecniche
innovative introdotte

La messa in opera delle agrotecniche innovative e stata realizzata in tre aziende agricole di cui due
partner del progetto (in agriqualita: Musu A4.1; in conversione al biologico: Rinnovamento
Agricolo A3.1). La terza, invece, non partner del progetto, in regime biologico, I’Azienda Agricola
Biologica Floriddia, Loc. Cedri, Peccioli, Pisa, & stata selezionata da SSSA (A52.1) come unica
presente nell’areale in grado di soddisfare gli obiettivi del progetto. L’azienda presenta infatti un
ordinamento colturale che permette l'inclusione della coltivazione di pseudocereali ed ha una
consolidata esperienza nella molitura e nella trasformazione sia di cereali che di pseudocereali.
Nelle tre aziende sono stati coltivati per due anni (2016 e 2017) grano saraceno e miglio. Il partner
A52.1 (Scuola Superiore Sant'Anna) ha fornito il necessario supporto tecnico alle tre aziende per la
messa in opera e gestione delle innovazioni colturali. Il supporto e stato fornito durante ambedue i
cicli colturali al fine di monitorare tutte le fasi del collaudo secondo quanto riportato nello
specifico protocollo agronomico definito sia per grano saraceno che per miglio, grazie alla
consulenza scientifica del Prof. Marco Mariotti, esperto in pseudocereali. Il protocollo prodotto da
A52.1 é stato fornito alle tre aziende ed & caricato sul sito web dedicato al progetto PRINCE dalla
CIA.

Trasferimento di agrotecniche presso I’azienda in agriqualita’ Musu (A4.1)

Azione 2.1. Nella prima annata agraria (2016), le superfici occupate dal collaudo sono state di circa

2 ha per il miglio (Fig.1) e di 4 ha per il grano saraceno (Fig.2).

Figura 1. Rilevo sul collaudo di miglio (giugno 2016) presso I'azienda MUSU.



(c)

Figura 2. Rilievo su collaudo di grano saraceno (agosto 2016) presso I'azienda MUSU (a,b), Miglio - Estratto PCG
2016 (Collesalvetti, Foglio 36 Part 33 — SAU 2 Ha) (c), Grano saraceno Estratto PCG 2016 (Collesalvetti, Foglio 36
Part 20, 28, 32 — SAU 4 Ha).

Inquadramento pedo-paesaggistico degli appezzamenti interessati:

UdP 58.2

(a)
Figura 3. a) Unita di Paesaggio e b) Unita Cartografica (Fonte: Regione Toscana — Legenda Arno Pedopaesaggi —
Progetto Carta Pedologica 1:250.000)

Gli appezzamenti sono inseriti nella Soil Region 64.4, sistema 64.4d (Aree pianeggianti a bassa
quota, su substrato principalmente formato da deposti fluvio lacustri recenti e/o da terreni di
riporto e bonifica) sottosistema della Piana interfluviale.




Unita di Paesaggio prevalente ¢ la 58.2 (Superfici pianeggianti della pianura alluvionale dei fiumi
Arno ed Era, in posizione arretrata rispetto all’alveo fluviale, su depositi alluvionali recenti ed
attuali limoso sabbiosi. Uso del suolo a seminativo avvicendato e colture ortive).

Unita Cartografica prevalente: PCC1 (Suoli profondi, a profilo Ap-Bw, non ghiaiosi, a tessitura
franco limosa o franco sabbioso argillosa, da moderatamente a fortemente calcarei, da debolmente
a moderatamente alcalini, da ben drenati a moderatamente ben drenati).

Dati di coltivazione 2016
Per quanto riguarda il miglio, il protocollo del collaudo ha previsto:

* Discatura profonda (20 cm) (settembre);

* Concimazione in presemina con solfato di potassio interrato con erpice a dischi;
* Discatura leggera (10-15 cm) (gennaio);

* Discatura leggera (10-15 cm) (febbraio);

* Affinamento e semina con interfila di 15 cm (aprile)

* Semina di Miglio biologico (prodotto in Italia). Dose di seme utilizzata:50 kg ha-1

Nell’annata agraria 2016 la raccolta del miglio sulle parcelle sperimentali & stata portata a termine
con una resa di circa 27 q ha-1.

Per quanto riguarda il grano saraceno, il protocollo del collaudo ha previsto:

* Aratura (25-30 cm) (inizio settembre);

* Concimazione presemina con solfato di potassio interrato con erpice a dischi

* Discatura leggera (gennaio)

* Discatura leggera (febbraio)

* Affinamento e semina con interfila di 15 cm e densita di semina pari a 100 piante/m2
(aprile)

* Varieta di grano saraceno seminato: “Panda” (biologico).

Le principali criticita dell’annata agraria 2016 che hanno impedito la raccolta del grano saraceno
sulle parcelle sperimentali sono state:

o Grande competizione con le piante infestanti: soprattutto il girasole selvatico che alla fine
del ciclo culturale ha soffocato il grano saraceno. Nella fase iniziale del ciclo invece,
I’emergenza é stata ottimale (100%).

Nel complesso quindi 4 ettari sono stati seminati a grano saraceno e 2 ettari a miglio nel 2016.
L'azienda ha raccolto e conferito al Consorzio Strizzaisemi solo 8,5 quintali di grano saraceno e 34
g di miglio.




Annata Agraria 2017

Le superfici complessivamente occupate nel collaudo sono state di circa 8,51 ha per il miglio e 7 ha

per grano saraceno su terreno pianeggiante. In figura 4, 5, 6, 7 e 8 lo schema del collaudo su miglio

e la vista area degli appezzamenti.

MIGLIO

Varieta Earlybird Varieta Sunrise Popolazione Biasion

I:'dose di seme 25 kg ha!
I:'dose di seme 50 kg ha!

-dose di seme 75 kg ha'

Figura 4. Schema sperimentale del collaudo di miglio presso I'azienda MUSU.

Appezzamenti in comune di Castelfranco di Sotto:

Figura 5. Miglio - Estratto PCG 2017 (Castelfranco di Sotto, Foglio 42 Part 41 — SAU 1,54 Ha).



Figura 6. Miglio - Estratto PCG 2017 (Castelfranco di Sotto, Foglio 39 Part 91 — SAU 0,44 Ha).

Inquadramento pedo-paesaggistico degli appezzamenti interessati in comune di Castelfranco:

(b)
Figura 7. a) Unita di Paesaggio e b) Unita Cartografica (Fonte: Regione Toscana — Legenda Arno Pedopaesaggi —
Progetto Carta Pedologica 1:250.000).

Gli appezzamenti sono inseriti nel sistema 64.4e (Aree pianeggianti situate a bassa quota, su
substrato costituito principalmente da depositi alluvionali recenti, ad uso prevalentemente
agricolo (seminativo, e secondariamente vigneto e oliveto) e secondariamente urbano)
sottosistema della Piana alluvionale bonificata.

Unita di Paesaggio prevalente e la 35.1 (Piana alluvionale dell'Arno tra Montelupo fiorentino e
Pontedera. Superfici pianeggianti su depositi alluvionali attuali e recenti, limoso sabbiosi,
occupate principalmente da seminativi alternati a zone residenziali molto estese a carattere per
lo piu continuo).

Unita Cartografica prevalente: CRN1_ (Suoli profondi, a profilo Ap-Bw, non ghiaiosi, a tessitura da
franca a franco limosa, moderatamente calcarei, debolmente alcalini, ben drenati).




Appezzamenti in comune di Santa Maria a Monte:

Figura 8. Miglio Estratto PCG 2017 (Santa Maria a.m. Foglio 40 Part 315,316,317; Fg 36 Part. 79, 148 — SAU 6,53
Ha).

In figura 9 l'inquadramento pedo-paesaggistico degli appezzamenti situati in comune di Santa

Maria a Monte:

‘ ‘ | (b)
Figura 9. a) Unita di Paesaggio e b) Unita Cartografica (Fonte: Regione Toscana — Legenda Arno Pedopaesaggi —
Progetto Carta Pedologica 1:250.000).

Unita di Paesaggio prevalente & la 35.3 (Piana alluvionale dell'Arno tra Fucecchio e Pontedera.
Superfici pianeggianti o leggermente depresse, distali dal corso del fiume, su depositi alluvionali
attuali e recenti, limoso argillosi, occcupati principalmente da seminativi irrigui e non irrigui).
Unita Cartografica prevalente: SCR1_ (Suoli profondi, a profilo Ap-Bw-Cg, non ghiaiosi, a tessitura
franco limoso argillosa e argillosa, con caratteri vertici frequenti, moderatamente calcarei,
debolmente alcalini, da moderatamente ben drenati a piuttosto mal drenati).

Dati di coltivazione 2017

Per quanto riguarda il miglio, il collaudo sperimentale ha previsto:




e Concimazione in presemina con 80 kg ha-1 P205 (triplape) e 80 kg ha-1 K20 (solfato di
potassio) interrato con erpice a dischi

e Semina con interfila di 14 cm (in data 10.4.2017)

e Concimazione azotata in forma di urea 100 kg ha-1

Le innovazioni di agrotecnica introdotte hanno previsto la scelta varietale e la dose di seme. Le
varieta di miglio collaudate sono state: Earlybird — Sunrise - Poplazione Biason

Le dosi di seme testate:

e 25kgha-1
e 50kgha-1
e 75kgha-1
| i e

Figura 10. Collaudo di miglio presso I'a
alla raccolta; (c) dettaglio della raccolta.

Un primo rilevo e stato effettuato in data 4 luglio 2017 dal partner A52.1.
La raccolta del miglio & stata effettuata in data 31 luglio 2017 con il supporto tecnico del partner

A52.1. Le produzioni sono riassunte nella tabella 1.

Tabella 1. Produzioni di miglio presso I'azienda Musu (annata agraria 2017).

Varieta Dose di seme (kg Superficie Produzione per parcella (kg Produzione (q
ha) (m?) m?) ha™)
Early Bird 25 2500 620 24,8
50 2500 1220 48,8
75 2500 1060 42,4
Sunrise 25 2500 600 24,0
50 2500 660 26,4
75 2500 1000 40,0
Popolazione Biason 40 6600 720 10,9




Per quanto riguarda il grano saraceno, il collaudo ha previsto (Fig. 11):

e Concimazione presemina con 80 kg ha-1 P205 (triplape) e 80 kg ha-1 K20 (solfato di potassio)
interrato con erpice a dischi (in data 5.4.2017)

e Semina (seminatrice pneumatica di precisione Lemken Solitair 9) con interfila 14 cm (in data

7.4.2017)

GRANO SARACENO

Varieta Panda

N50 NO N100
33 m

larghezza passata: 5 m

Varieta Lileja
NS0 NO N100

I:Idose diseme 60 kg ha'!

Ddose diseme 90 kg ha'!

[ cose di seme 120 kg ha!

Figura 11. Schema sperimentale del collaudo di grano saraceno presso I'azienda MUSU.

Appezzamenti a grano saraceno (Fig. 14) in comune di Santa Maria a Monte (per I'inquadramento

pedo-paesaggistico si veda la Fig. 9.

Figura 14. Gr.saraceno Estratto PCG 2017 (S. Maria a.m., Foglio 40 Part 193,217; Fg 39 Part 1, Fg 36, Part. 7 —
SAU 7 Ha).



Le innovazioni di agrotecnica introdotte hanno previsto la scelta varietale, la concimazione
minerale e la dose di seme.
Le varieta di grano saraceno collaudate sono state: Panda - Lileja

Le dosi di seme testate:

e 60kgha-1
e 90kgha-1
e 120kgha-1

Le dosi di fertilizzazione azotata testate:

e OkgNhaha-1

e 50kgN ha-1

e 100 kg N ha-1

Le principali criticita dell’annata agraria 2017 che hanno impedito la raccolta del grano saraceno
sono dovute alla grande competizione con le piante infestanti: soprattutto il girasole selvatico che

alla fine del ciclo culturale ha soffocato il grano saraceno (Fig. 15).

Figura 15. Foto dei rilevi esequiti dal partner A52.1 nel giugno (a) e luglio (b) 2017. Si evidenzia I'infestazione da

girasole selvatico.

Le superfici complessivamente occupate nel collaudo sono state di circa 8,51 ha per il miglio e 7 ha
per grano saraceno su terreno pianeggiante. | dettagli del protocollo di collaudo sono stati inseriti

nella relazione tecnico-scientifica del partner A4.1.
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Trasferimento di agrotecniche presso l'azienda in conversione al biologico rinnovamento
agricolo (A3.1)

Azione 2.1: Messa in opera delle agrotecniche innovative

Il trasferimento di agrotecniche innovative & stato realizzato secondo il metodo biologico. Nell’
azienda sono state coltivate per due annate agrarie (2016 e 2017) varieta di grano saraceno e

miglio.

ANNATA AGRARIA 2016
Nella prima annata agraria, le superfici occupate nel collaudo sono state di circa 10 ha per il

miglio (Fig. 16 e 17) e 4 ha per grano saraceno su terreno collinare (Fig. 18 e 19).

———

(a) (b)

Figura 16. Panoramica (a) e dettaglio (b) del collaudo di miglio presso I'azienda “Il rinnovamento agricolo”-
(2016)

Dal seguente estratto del Piano Colturale Grafico 2016 (Fig. 17) presentato dall’azienda & possibile
evincere la superficie messa a coltura nel 2016, finalizzata alla realizzazione della fase

sperimentale:

g o/ eave sow craveiuaf
R P A R

Figura 17. Miglio — Estratto PCG 2016 (Santa Luce, Fg 67 P. 11,69; Fg 73 P. 95 — SAU 10,35 Ha).
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(b)

Figura 18. Panoramica (a) e dettaglio (b) del collaudo di grano saraceno presso I’azienda “Il rinnovamento
agricolo”- (2016).

Di seguito una rappresentazione grafica (ortofoto ARTEA — Polinesia) della SAU coltivata a grano

saraceno nel 2016:

Figura 19. Grano saraceno — Estratto PCG 2016 (Santa Luce, Fg 67 P. 7 —SAU 4 Ha).

Inquadramento pedo-paesaggistico degli appezzamenti interessati nel 2016 (Fig. 20):

U.C. ROT1

(b (a)
Figura 20. a) Unita Cartografica (Fonte: Regione Toscana —Progetto Carta Pedologica 1:250.000)
b) Estratto Geoscopio — Ambiti di paesaggio.
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Dal punto di vista paesaggistico la maggior parte degli appezzamenti ricade in aree tutelate per
legge ai sensi del D.Lgs 42/2004 — Codice del Paesaggio — Art. 142, lettera c (fiumi, torrenti, corsi
d’acqua). | corpi aziendali sono classificabili, ai sensi del Piano Paesaggistico Regionale (PIT),
all'interno dell’Ambito n° 8 (Piana Livorno Pisa Pontedera), interessando la porzione collinare
posta a sud del territorio di riferimento dell’ambito indicato, al confine con I'ambito n° 13 della Val
di Cecina.

Pedologicamente i suoli aziendali sono inseriti nella Soil Region 61.3 (Colline su sedimenti
pliocenici e pleistocenici).

Unita Cartografica prevalente: ROT1 (Suoli moderatamente profondi, a profilo Ap-C, non ghiaiosi,
a tessitura argilloso limosa, molto calcarei, da debolmente a moderatamente alcalini, salini,
piuttosto mal drenati. Presentano fessurazioni superficiali.).

Dati di coltivazione 2016
Per quanto riguarda il miglio, il protocollo del collaudo ha previsto:
* Discatura profonda (20 cm) (settembre);
* Concimazione alla semina con concime organico azotato, interrato con erpice a dischi;
* Discatura leggera (10-15 cm) (febbraio);
* Affinamento e semina con interfila di 15 cm (aprile)
* Semina di Miglio biologico (prodotto in Italia). Dose di seme utilizzata:50 kg ha™
Le principali criticita dell’annata agraria 2016 che hanno impedito la raccolta del miglio sono state:
o forte infestazione di senape selvatica (Sinapis arvensis L.);
o l'accrescimento delle piante di miglio & stato estremamente ridotto, probabilmente in
conseguenza di carenze idriche e basse temperature verificatesi durante la fase vegetativa.
Per quanto riguarda il grano saraceno, il protocollo del collaudo ha previsto:
* Aratura (25-30 cm) (inizio settembre);
* Concimazione presemina con concime organico azotato interrato con erpice a dischi
* Discatura leggera (gennaio)
* Discatura leggera (febbraio)
* Affinamento e semina con interfila di 15 cm (aprile)
* Varieta di grano saraceno seminato: “Panda” (biologico).
La principale criticita dell’annata agraria 2016 che hanno impedito la raccolta del grano saraceno e
stata:

o forte infestazione di senape selvatica (Sinapis arvensis L.).
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ANNATA AGRARIA 2017

Le superfici occupate nel collaudo sono state di circa 12,36 ha per il miglio (Fig. 21 e 22) e 5,5 ha

per grano saraceno (Fig. 23 e 24) su terreno pianeggiante. Le analisi chimico-fisiche dei terreni

sSono in corso.

Precessione girasole

Miglio

50 kg ha-1 dose di seme

O kg N ha" sottoforma di sangue secco
enza concime azotato
oculo con micorrize b g ’ 2 |
5 i i 40 it s
(a) (b)

Figura 21. Schema sperimentale del collaudo di miglio presso I’azienda Il rinnovamento agricolo (a) e foto del
rilievo a luglio 2017 (b).

La SAU totale impegnata a miglio dalla cooperativa nel 2017 ¢ evidenziabile in Figura 22.
‘ ¢

Figura 22. Miglio — Estratto PCG 2017 (Santa Luce, Fg 54 P. 37,38 — SAU 12,36 Ha).
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Per quanto riguarda il miglio il collaudo, messo a punto con la consulenza del partner A52.2, ha
previsto:
* Discatura profonda (20 cm) (in data 15 settembre);
* Concimazione alla semina con concime organico azotato micro-granulare a rilascio
graduale, interrato con erpice a dischi;
* Discatura leggera (10-15 cm) (in data 10 gennaio 2017);
* Discatura leggera (10-15 cm) (in data 15 febbraio 2017);
* Affinamento e semina con interfila di 15 cm (13 aprile 2017)
* Semina di Miglio biologico (prodotto in Italia). Dose di seme utilizzata:50 kg ha™;
* La precessione colturale era il girasole
L'innovazione agrotecnica introdotta € stata la concimazione biologica, nel dettaglio sono state
testate tre diverse fertilizzazioni biologiche:
1. senza concime azotato (No)
2. concimazione con 50 kg ha™ di N sottoforma di sangue secco

3. inoculo con micorrize (500g inoculo per 26 kg di seme)

P i i h
Precessione girasole GRANO SARACENO r
Grano saraceno 'recessmne FRUMENTO
90 kg ha-1 dose di seme I:Idose di seme 90 kg ha'!
0 kg N ha sottoforma di sangue secco .
ose di seme 120 kg ha'
nza concime azotato (NO)
ose di seme 60 kg ha'!
oculo con micorrize
(a) (b)

Figura 23. Schema sperimentale del collaudo di grano saraceno presso I'azienda Il rinnovamento agricolo: (a)
test di diverse modalita di fertilizzazione; (b) test di diverse densita di semina
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Figura 24. Grano saraceno — Estratto PCG 2017 (Santa Luce, Fg 54 P. 36 — SAU 5,5 Ha).

Inquadramento pedo-paesaggistico degli appezzamenti interessati nel 2017 in Fig. 25:

7 77 B

| u.c.PAS1

Figura 25. Unita Cartografica (Fonte: Regione Toscana —Progetto Carta Pedologica 1:250.000).

Anche in questo caso, dal punto di vista paesaggistico la maggior parte degli appezzamenti ricade
in aree tutelate per legge ai sensi del D.Lgs 42/2004, Art. 142, lettera c.

Gli appezzamenti sono inseriti nella Soil Region 61.3 (Colline su sedimenti pliocenici e
pleistocenici).

Unita Cartografica prevalente: PAS1_ (Suoli da moderatamente profondi a profondi, a profilo Ap-
Bk-C, da poco ghiaiosi a molto ghiaiosi (con scheletro costituito prevalentemente da calcari e
scisti), franco sabbioso argillosi o franco argillosi, calcarei, ben drenati.).

Per quanto riguarda il grano saraceno il protocollo di collaudo, messo a punto con la consulenza

del partner A52.2, ha previsto:
* Aratura (25-30 cm) (inizio settembre 2016);
* Concimazione presemina con concime organico azotato micro-granulare a rilascio graduale
* Discatura leggera (10 gennaio 2017)
* Discatura leggera (15 febbraio 2017)

* Affinamento e semina con interfila di 15 cm (13 aprile 2017)
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* Varieta di grano saraceno seminato: “Panda” (biologico).
Le innovazioni agrotecniche introdotte sono state due:
1) Concimazione biologica. In questo collaudo la dose di seme applicata & stata di 90 kg ha™ e
precessione colturale era di girasole. Nel dettaglio sono state testate tre diverse fertilizzazioni:
i. senza concime azotato (NO)
ii. concimazione con 50 kg ha™ di N sottoforma di farina di sangue o sangue secco
iii. inoculo con micorrize (2kg di inoculo per 50 kg di seme)
2) Dose di seme. In questo collaudo la fertilizzazione applicata & stata di 50 kg N ha™ di sangue
secco e precessione colturale era di frumento. Nel dettaglio le dosi di seme sono state:
i. dose di seme 60 kg ha™
ii. dose di seme 90 kg ha™
iii. dose di seme 120 kg ha™
Sia il miglio che il grano saraceno non sono stati raccolti: I'accrescimento delle piante di miglio e
stato limitato dalla carenze idrica, mentre le piante di grano saraceno, con ciclo biologico piu
precoce rispetto al miglio, si sono sviluppate normalmente fino alla fase di fioritura ma la carenza
idrica e le alte temperature verificatesi durante questa fase hanno impedito la fecondazione dei

fiori.

In data 4 luglio 2017 e stato eseguito un sopralluogo tecnico da parte del partner A52.2 sul

\

collaudo del miglio. L’accrescimento della coltura & stato fortemente penalizzato dalla carenza

idrica, che ha impedito I'allegagione del seme e la raccolta della coltura (Fig. 26).

A(b)
Figura 26. Rilevo del 4 luglio 2017 sul collaudo di miglio presso I'azienda Rinnovamento Agricolo: (a) non

fertilizzato; (b) fertilizzato con sangue secco; (c) inoculo a base di funghi micorrizici arbuscolari

17



Il sopralluogo sul collaudo di grano saraceno (Fig. 27, 28) ha messo in evidenza un migliore

accrescimento della coltura.

Figura 27. Rilevo del 4 luglio 2017 sul collaudo di grano saraceno presso I'azienda Rinnovamento Agricolo: (a)

non fertilizzato, (b) fertilizzato con sangue secco; (c) inoculo con funghi micorrizici arbuscolari

In data 4 luglio 2017 e stato eseguito un sopralluogo tecnico sul grano saraceno da parte del
partner A52.2. Il collaudo in campo ha evidenziato forti criticita dovute probabilmente alla carenza
idrica (Fig. 27, 28) In nessuna delle tre tesi il miglio e cresciuto rendendo inutili ulteriori rilievi. Il

rilievo sulle due prove di grano saraceno non hanno una situazione migliore (Fig. 29).

Figura 28. Rilevo del 4 luglio 2017 sul collaudo di grano saraceno sulla densita di semina presso I'azienda

Rinnovamento Agricolo.
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(b) & i ¥ (c)

Figura 29. Rilevo del 4 luglio 2017 sul collaudo di grano saraceno presso I'azienda Rinnovamento Agricolo: (a)

dose di seme 60 kg ha'’; (b) dose di seme 90 kg ha'’; (c) dose di seme 120 kg ha

\

Sia il miglio che il grano saraceno non sono stati raccolti: I'accrescimento delle piante di miglio &
stato limitato dalla carenze idrica, mentre le piante di grano saraceno, con ciclo biologico piu
precoce rispetto al miglio, si sono sviluppate normalmente fino alla fase di fioritura ma la carenza

idrica verificatasi durante questa fase ha impedito la fecondazione dei fiori.

TRASFERIMENTO DI AGROTECNICHE PRESSO L’AZIENDA BIOLOGICA FLORIDDIA

Azione 2.1 La superficie occupata dal collaudo del miglio e stata di circa 2 ha nel 2017 (Fig. 14). Nel
collaudo in azienda sono stati confrontati il sovescio di trifoglio alessandrino, la fertilizzazione
organica a base di sangue secco e la fertilizzazione biologica con funghi micorrizici arbuscolari,

secondo lo schema riportato in Fig. 30.

MIGLIO

Sovescio trifoglio Nessun sovescio

I:lSO kg N ha sottoforma di sangue secco
I:'inoculo con micorrize

I:lsenza concime azotato (NO)

Figura 30. Schema sperimentale del collaudo di miglio presso I'azienda Floriddia
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Per quanto riguarda il miglio, una popolazione (Biasion) e stata seminata a file con una distanza tra
le file di 15 cm. In questo collaudo la dose di seme applicata & stata di 50 kg ha™. Nel dettaglio
sono state collaudate tre diverse fertilizzazioni:

l. controllo non fertilizzato

Il. concimazione con 50 kg ha™ di N sottoforma di sangue secco

1. inoculazione con funghi micorrizici arbuscolari (concia del seme: 2 kg di inoculo per 50

kg di seme).
Azione 2.2 In data 3 luglio 2017 da parte del partner A52.2 é stato eseguito un sopralluogo tecnico
sul collaudo di miglio (Fig. 31). La coltura di miglio mostrava un accrescimento ridotto e

disomogeneo, con fallanze nell’investimento.

Figura 31. Rilievo del 3 luglio 2017 sul collaudo di miglio presso I’azienda Floriddia (a). Particolare di una pianta

di miglio (b)

Azione 2.1 Inoltre nell’azienda Floriddia & stata messa in opera un’innovazione di prodotto e
processo che consiste nella produzione on farm (all'interno dell’azienda) di inoculo grezzo di
funghi micorrizici arbuscolari (Fig. 32). L'inoculo ¢ stato prodotto utilizzando come specie ospite il
sorgo sudanense (Sorgo gentile varieta Monarch), per incrementare il contenuto di propaguli di
funghi micorrizici nativi nel suolo (spore, ife e radici colonizzate dal fungo micorrizico arbuscolare).

Su tale terreno é stati coltivato il miglio nell’anno 2018.
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SORGO

I:linoculo con micorrize

(a)
Figura 32. Schema del collaudo di sorgo presso I'azienda Floriddia (a); panoramica della prova di produzione

inoculo on farm utilizzando sorgo sudanense come specie ospite

Azione 2.2 Nell’azienda Floriddia si & provveduto a collaudare la persistenza dell’inoculo a base di
funghi micorrizici arbuscolari mediante metodi molecolari. Circa 100 mg di radici di sorgo
(sostanza fresca) sono stati utilizzati per I'estrazione del DNA genomico totale. Successivamente si
e proceduto all’amplificazione dei frammenti di gene 185 mediante la tecnica della reazione a
catena della polimerasi del DNA. Di seguito & descritta la coppia di primer utilizzata per
I’'amplificazione, la lunghezza del singolo amplicone e le caratteristiche del ciclo di amplificazione
(Tab. 2).

Tabella 2. Coppia di primer utilizzata per I'amplificazione della porzione del gene 18S di funghi micorrizici

arbuscolari, lunghezza dell’amplicone e caratteristiche del ciclo di amplificazione.

Gene target  Primers Lunghezza amplicone Ciclo PCR Ne di cicli

SSU  AMI /NS31 550 bp 95° C, 2m; 95°C, 30 s; 58°C 1m; 72°C, 1m; 72°C, 10 m; 4°C, 10m 30

Le radici di sorgo sono state colonizzate dal fungo micorrizico arbuscolare inoculato. In figura 33
sono evidenti le bande degli amplificati corrispondenti alla lunghezza di 500 bp caratteristica dei
funghi micorrizici arbuscolari. Gli amplificati dei campioni corrispondenti alle parcelle non
inoculate con funghi micorrizici arbuscolari non presentavano alcuna banda o bande lievi, che

indicano una scarsa presenza di funghi micorrizici arbuscolari indigeni.
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Figura 33. Gel elettroforetico degli amplificati del gene 18S di funghi micorrizici arbuscolari nelle radici di sorgo

inoculate

Successivamente si € proceduto alla ligazione e clonaggio secondo quanto descritto in Pellegrino
et al. (2012). Almeno 25 inserti positivi sono stati sequenziati con metodologia Sanger (3730XL
Genetic Analyser automated sequencer, Applied Biosystems). Le analisi dei dati per
I'identificazione delle specie di funghi micorrizici arbuscolari hanno dimostrato che l'isolato AMF
persisteva sia nel terreno che nelle radici delle piante inoculate e che la comunita fungina subiva
una forte modifica rispetto all’indigena.

L'analisi dell’efficacia della produzione dell'inoculo on farm é stata determinata mediante
estrazione in gradiente di saccarosio e successiva conta delle spore vitali dal terreno inoculato e
non inoculato. In dettaglio I'utilizzo di due soluzioni di saccarosio a concentrazione diversa (40% e
60%) consente di creare un gradiente nel quale le spore restano sospese a meta altezza e possono
essere facilmente isolate. Le spore estratte sono poi state osservate al microscopio per
I'identificazione e la conta secondo il protocollo INVAM (INternational culture collection of
(Vesicular) Arbuscular Mycorrhizal fungi).

Inoltre I'infettivita dell’inoculo dei funghi micorizzici prodotti in campo (on farm production) e
stata valutata tramite il test MIP (mycorrhizal infection potential; Pellegrino et al., 2011. Semi di
lattuga sono stati seminati in provette da 50 mL contenti terreno proveniente dal collaudo del
sorgo inoculato con funghi micorrizici arbuscolari. Le plantule sono state fatte crescere per tre
settimane in camera di crescita. Alla fine della prova, gli apparati radicali sono stati prelevati e
successivamente decolorati e colorati con trypan blue. Le radici della singola pianta sono state
montate su vetrino per 'osservazione al microscopio e per la quantificazione della colonizzazione

fungina (Fig. 34). Il test ha rivelato un’ottima infettivita del suolo analizzato, con una positivita del
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100% dei vetrini analizzati, ed ha confermato I'efficacia del metodo di produzione on farm di

funghi micorrizici arbuscolari.

(b)

Figura 34. Apparati radicali di lattuga montati su vetrini per lettura al microscopio (a); particolare di

colonizzazione della radice (b)

In questa azione, inoltre & stato condotto un collaudo multicriterio, basato su indicatori
agronomici, economici ed ambientali. In maggiore dettaglio, € stato innanzitutto compilato il
bilancio economico (analisi costi-ricavi) della coltivazione in regime biologico ed integrato di grano
saraceno e miglio sulla base dei costi registrati nelle aziende Musu, Rinnovamento Agricolo e
Floridida durante I'azione 2.1. (Tabelle 3 e 4). | costi totali di coltivazione, calcolati applicando le
tariffe di contoterzisti per I'esecuzione delle operazioni colturali sono state per il miglio di 793 e
1047 € ha, rispettivamente in regime integrato e biologico, e per il grano saraceno di 929.90 e
1171.90 € ha™. Ipotizzando una riduzione dei costi nell’ipotesi dell’esecuzione delle operazioni
colturali con mezzi tecnici e manodopera aziendale del 30%, i costi scendono per il miglio a 555,10
e 732,90 € ha™, rispettivamente in regime integrato e biologico, e per il grano saraceno a 650,93 e
820,33 €ha™.

Il bilancio economico della coltura del miglio e stato calcolato, per il metodo di produzione
integrato e biologico, ipotizzando due scenari, diversi per produzione di granella (Tabella 5). Nello
scenario 1 sono state inserite le produzioni ottenute nel progetto, mentre nello scenario 2 & stato
ipotizzato un aumento di queste produzioni pari al 20% in conseguenza del miglioramento delle
tecniche colturali applicate. Il profitto & risultato, nello scenario 1, pari a 469,70 € ha™ per il
metodo integrato e a 707,10 € ha™ per il metodo biologico, mentre & salito nello scenario 2 a

674,66 € ha' e a 995,10 € ha™, rispettivamente per i due metodi. Le produzioni pit ridotte
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ottenute con il metodo biologico sono dunque ampiamente compensate dal prezzo piu elevato del
prodotto (quasi tre volte superiore). Facendo il calcolo della quantita di prodotto che corrisponde
alla compensazione dei costi, nel metodo integrato per ottenere profitto occorre ottenere
produzioni superiori a 26 q ha™* di granella, mentre con il metodo biologico sono sufficienti 12 q
ha™.

Analoghe stime effettuate per il grano saraceno evidenziano che il profitto & risultato, nello
scenario 1, pari a 349,07 € ha™ per il metodo integrato e a 379,67 € ha™* per il metodo biologico,
mentre & salito nello scenario 2 a 549,07 € ha™ e a 619,67 € ha™, rispettivamente per i due metodi
(Tabella 6). Anche per questa coltura, le produzioni piu ridotte ottenute con il metodo biologico
sono compensate dal prezzo piu elevato del prodotto (+60%). Facendo il calcolo della quantita di
prodotto che corrisponde alla compensazione dei costi, nel metodo integrato per avere profitto
occorre ottenere produzioni superiori a 13 g ha™ di granella, mentre con il metodo biologico sono
sufficienti 10 q ha™.

E’ stato stimato il bilancio della sostanza organica nello stato superficiale del terreno
compreso tra 0 e 30 cm di profondita in conseguenza della coltivazione di miglio e grano saraceno
(Tabella 7). Come confronto, calcoli analoghi sono stati effettuati per il mais e la soia. Le entrate di
sostanza organica nel terreno sono state stimate sulla base delle produzioni ottenibili, sia come
residui che radici, differenziate per metodo di produzione applicato. Nel caso del metodo biologico
a cui veniva aggiunto un intervento di inoculazione con AMF, e stato ipotizzato un incremento
delle produzioni di biomassa delle colture del 20%, in linea con i risultati ottenuti nella letteratura

recente (ad es. Pellegrino et al., 2015).

24



Tabella 3. Costi della coltivazione di miglio in regime biologico ed integrato.

Classe Metodo di Descrizione Dose Costo unitario medio (€ kg’1 Costo per ettaro Costo per ettaro (€ ha'l)
coltivazione (kg ha_l) o L'l) (€ ha'l) -30%
Bio/Integrato Lavorazione del terreno 267.00 186.90
Bio/Integrato Semina 52.00 36.40
Costo contoterzista Nessuno Nessun formulato diserbante registrato
Bio/Integrato Applicazione fertilizzante 34.00 23.80
Bio/Integrato Raccolta 152.00 106.40
Seme Bio/Integrato 44 2.5 110.00 77.00
Erbicida Integrato Pre-emergenza 2 5 10.00 7.00
Fertilizzante (N) Integrato Urea 200 0.32 64.00 44.80
Fertilizzante (P) Integrato Perfosfato P22 400 0.26 104.00 72.80
Fertilizzante (K) Nessun prodotto
Fertilizzante (N-P-K) Integrato Nessuno 0.00
Fertilizzante (organico) Bio Orgazot microgranulare (sangue secco) - N 300 1.44 432.00 302.40
org 14%
Totale costi metodo integrato 793.00 555.10
Totale costi metodo biologico 1047.00 732.90
Tabella 4. Costi della coltivazione di grano saraceno in regime biologico ed integrato.
Classe Metodo di Descrizione Dose Costo unitario (€ kg'1 o L'l) Costo per ettaro Costo per ettaro (€ ha'l) -
coltivazione (kg ha’l) (€ ha'l) 30%
Bio/Integrato Lavorazione del terreno 267.00 186.90
Bio/Integrato Semina 52.00 36.40
Costo contoterzista Nessuno Nessun formulato diserbante registrato
Bio/Integrato Applicazione fertilizzante 34.00 23.80
Bio/Integrato Raccolta 152.00 106.40
Seme Bio/Integrato 87 2.7 234.90 164.43
Erbicida Integrato Pre-emergenza 2 5 10.00 7
Fertilizzante (N) Integrato Urea 400 0.32 128.00 89.60
Fertilizzante (P) Integrato Perfosfato P22 200 0.26 52.00 36.40
Fertilizzante (K) Nessun prodotto
Fertilizzante (N-P-K) Nessuno
Fertilizzante (organico) Bio Orgazot microgranulare (sangue secco) - 300 1.44 432.00 302.40
N org 14%
Totale costo metodo integrato 929.90 650.93
Totale costo metodo biologico 1171.90 820.33
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Tabella 5. Calcolo dei costi, ricavo, profitto e produzioni corrispondenti all’equivalenza tra costi e ricavi della
coltivazione di miglio in regime biologico ed integrato in due scenari produttivi.

Scenario 1 Totale costi Produzione Prezzo prodotto Ricavo Profitto

€ ha-1 g ha-1 €9-1 € ha-1 € ha-1

Metodo integrato 555.10 48.8 21.00 1024.80 469.70

Metodo biologico 732.90 24.0 60.00 1440.00 707.10

Scenario 2 Totale costi Produzione Prezzo prodotto Ricavo Profitto

€ ha-1 g ha-1 €9-1 € ha-1 € ha-1

Metodo integrato 555.10 58.6 21.00 1229.76 674.66

Metodo biologico 732.90 28.8 60.00 1728.00 995.10
Equivalenza costi-ricavi Metodo integrato 26.4
Metodo biologico 12.2

Tabella 6. Calcolo dei costi, ricavo, profitto e produzioni corrispondenti all’equivalenza tra costi e ricavi della
coltivazione di miglio in regime biologico ed integrato in due scenari produttivi

Scenario 1 Totale costi Produzione Prezzo prodotto Ricavo Profitto

€ ha-1 g ha-1 €9-1 € ha-1 € ha-1

Metodo integrato 650.93 20.0 50.00 1000.00 349.07

Metodo biologico 820.33 15.0 80.00 1200.00 379.67

Scenario 2 Totale costi Produzione Prezzo prodotto Ricavo Profitto

€ ha-1 g ha-1 €9-1 € ha-1 € ha-1

Metodo integrato 650.93 24.0 50.00 1200.00 549.07

Metodo biologico 820.33 18.0 80.00 1440.00 619.67
Equivalenza costi-ricavi Metodo integrato 13.0
Metodo biologico 10.3

Le uscite di sostanza organica dal terreno in conseguenza della mineralizzazione della sostanza
organica, sono state calcolate per un terreno sabbioso e per uno argilloso applicando i parametri
specifici per i due terreni. L’analisi rivela che la coltivazione di miglio e grano saraceno porta ad un
impoverimento del contenuto di sostanza organica del terreno con valori pilu elevati per il metodo
biologico e il terreno sabbioso. Per la coltura del mais in ambedue i terreni e per la soia solo nel
terreno argilloso, invece, il bilancio della sostanza organica del terreno & positivo, con apporti
derivanti dalle colture superiori alle quantita mineralizzate annualmente. E’ evidente quindi la
necessita di incrementare le produzioni di granella, e di conseguenza la biomassa di residui e radici
per il mantenimento del tenore di sostanza organica nel terreno, indicatore importante per la
fertilita del terreno e per la capacita di stoccare il carbonio, sottraendolo alla riserva di anidride

carbonica dell’atmosfera.
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Tabella 7. Stima del bilancio della sostanza organica dopo la coltivazione in regime integrato, biologico e con inoculazione con funghi micorrizici arbuscolari (AMF) di miglio, gr
saraceno, mais e soia in un terreno argilloso ed in uno sabbioso. E’ stato preso in esame lo stato superficiale del terreno compreso tra 0 e 30 cm di profondita.

Miglio Grano saraceno Mais Soia

Metodo Metodo Metodo Metodo Metodo Metodo Metodo Metodo Metodo Metodo Metodo Meto

integrato biologico bio.+AMF* integrato  biologico  bio.+AMF* | integrato biologico  bio.+AMF* | integrato biologico bio.+Al
Produzione utile tha” 4.88 2.40 2.88 2.00 1.50 1.80 10.00 8.00 10.00 3.00 2.40 2.8¢
Harvest Index % 50 50 50 40 35 35 50 50 50 40 40 40
Residui aerei tha’ 4.88 2.40 2.88 3.00 2.57 3.09 10.00 8.00 10.00 4.50 3.60 4.3;
Radici tha’ 0.49 0.24 0.29 0.50 0.41 0.49 6.00 4.80 6.00 2.25 1.80 2.1¢
Coefficiente isoumico % 15 15 15 15 15 15 20 20 20 30 30 30
Entrate S.O. tha” 0.81 0.40 0.48 0.53 0.45 0.54 3.20 2.56 3.20 2.03 1.62 1.9:
Terreno argilloso
Coeff. mineralizzazione S.0O. annuo % 1.51 1.51 1.51 1.51 1.51 1.51 1.51 1.51 1.51 1.51 1.51 1.5:
Densita apparente tm? 1.2 1.2 1.2 1.2 1.2 1.2 1.2 1.2 1.2 1.2 1.2 1.2
Contenuto S.O. terreno % 2.5 2.5 2.5 2.5 2.5 2.5 2.5 2.5 2.5 2.5 2.5 2.5
S.0. mineralizzata per anno tha’ 1.4 1.4 1.4 14 1.4 1.4 1.4 1.4 1.4 1.4 1.4 1.4
Terreno sabbioso
Coeff. mineralizzazione S.0. annuo % 3.62 3.62 3.62 3.62 3.62 3.62 3.62 3.62 3.62 3.62 3.62 3.6.
Densita apparente tm? 1.5 1.5 1.5 1.5 1.5 1.5 1.5 1.5 1.5 1.5 1.5 1.5
Contenuto S.O. terreno % 1.5 1.5 1.5 1.5 1.5 1.5 1.5 1.5 1.5 1.5 1.5 1.5
S.0. mineralizzata per anno tha’ 2.4 2.4 2.4 2.4 2.4 2.4 2.4 2.4 2.4 2.4 2.4 2.4
Bilancio terreno argilloso tha” -0.55 -0.96 -0.88 -0.83 -0.91 -0.82 1.84 1.20 1.84 0.67 0.26 0.5¢
Bilancio terreno sabbioso t ha'1 -1.64 -2.05 -1.97 -1.92 -2.00 -1.91 0.76 0.12 0.76 -0.42 -0.82 -0.5

* aumento del 20% della produzione di biomassa delle piante
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Tabella 8. Effetto della fertilizzazione con funghi micorrizici arbuscolari sugli enzimi del suolo di grano saraceno e miglio.

Coltura

Cell. ®

NAG

B-gluc.

Xylos.

Aryls.

Fertilizzazione a-gluc. Phosph. L.AP
con (nmol MUF ¢/ (;mc_)ll L\A\;IJF MfJnFrr}ol 1 (nmol MUF/ (/nmcﬂ Z/I\L’JVF (nmol MUF / (;mc_)ll L\A\;IJF (nmol MUF / (N,[ZELULCQP) (NIADE;;‘?P)/
biofertilizzanti g'ld.w. h™) gh_l)' ’ dw. h_lg) g'1 d.w. h™) gh-1) ’ g'1 d.w. h™) gh_l)' g'1 d.w. h) ’ P
Grano AME
saraceno 45,75 50,05 202,45 18,97 30,56 118,45 27,89 327,68 0,60 3,44
+AMF
30,50 35,56 177,45 9,43 21,34 132,43 22,76 215,99 0,82 2,56
Migli -AMF
8110 19,00 31,22 112,45 11,56 21,45 151,23 19.67 205,45 0,55 1,67
+AMF
43,55 38,98 225,67 25,46 32,45 222,37 31,25 222,45 0,95 1,49
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In tabella 8 sono riportati i dati dell’effetto della biofertilizzazione a base di funghi micorrizici
arbuscolari sul pattern enzimatico dei suoli di grano saraceno e miglio. L'uso di AMF incrementa al
pari di una fertilizzazione azotata la funzionalita dei terreni, quasi per tutti gli enzimi e in entrambe

le colture.

Azione 3 - Test ambientali (Soggetto responsabile: SSSA, A52.1; Soggetti coinvolti:
MUSU, A4.1; RINNOVAMENTO, A3.1)

Azione 3.1: Valutazione fenotipica genotipi di miglio

Durante il primo anno di progetto e stata ottenuta e seminata una collezione di 704 accessioni di
miglio (anziché di 250 come inizialmente preventivato) fornite dalla banca del seme dell’United
States Department of Agriculture (USDA North Carolina 7). Il campo e stato condotto con tecniche
agronomiche correnti presso il Centro di Ricerche Agro-Ambientali Enrico Avanzi dell’Universita di
Pisa (San Piero a Grado, Pisa), ed allo stato di fioritura sono state condotte osservazioni
fenotipiche inerenti alla struttura della pianta, alla struttura dell’infiorescenza, e la quantita di
semi prodotti allo scopo di identificare delle accessioni con caratteristiche fenotipiche desiderabili.
Sono inoltre stati analizzati i dati di passaporto disponibili per le varie accessioni, i quali
comprendevano in alcuni casi latitudine e longitudine del sito di campionamento dell’accessione,
nome vernacolare dell’accessione, e natura del materiale (se coltivata o meno). Contrariamente a
quanto indicato nel progetto, si & deciso di piu che raddoppiare il numero di genotipi analizzati,
passando da 40 a 96. Si & quindi proceduto a selezionare una collezione rappresentativa (core
collection) di 96 accessioni di miglio) che i) presentasse caratteri agronomici favorevoli e ii) fosse
rappresentativa delle diverse aree del mondo in cui si coltiva il miglio. Durante il secondo anno la
collezione rappresentativa di 96 accessioni e stata fenotipizzata per le caratteristiche del seme
(lunghezza, larghezza, circolarita, perimetro, colore) con un sistema automatizzato di analisi di
immagine messo a punto per I'occasione. | dati sono stati analizzati con strumenti bioinformatici
per valutarne la correlazione (Fig. 35). Abbiamo osservato una rilevante associazione tra lunghezza
e larghezza del seme, nonché tra i caratteri derivati. L'indice di colorazione stimato dal programma
era debolmente correlato con la larghezza del seme (Fig. 35). L'intera collezione rappresentativa
(anziché i 30 genotipi preventivati) & stata altresi misurata in campo durante il secondo anno delle
attivita, misurandone epoca di fioritura, portamento, numero di internodi, numero di foglie,
numero di infiorescenze per pianta, altezza, e resa per pianta (Fig. 36). Il materiale cresciuto in
campo ha mostrato delle caratteristiche di grande interesse agronomico, quali la fioritura precoce,

la produzione di un elevato numero di infiorescenze, e la produzione di molti semi per
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infiorescenza, suggerendo una resa ragguardevole per alcune accessioni una volta che saranno
seminate in parcelle di dimensioni maggiori atte a valutarne il potenziale agronomico. Anche in
questo caso i dati sono stati analizzati con strumenti bioinformatici per condurre analisi di
correlazione, identificando una relazione positiva tra altezza della pianta e numero di foglie, ed
una relazione negativa tra grado di accestimento e numero di foglie (Fig. 37). La distribuzione
dell’altezza delle piante e del numero di foglie per pianta, due caratteristiche che possono essere
messe in relazione con la produzione di biomassa ed il vigore della pianta, si sono dimostrate
molto ampie (Fig. 37). | dati raccolti sul seme e sulle piante sono in seguito stati uniti in un’analisi
delle componenti principali (PCA). L’elevata diversita fenotipica non ha permesso di identificare
dei gruppi di individui secondo un criterio geografico o un criterio che seguisse la tipologia di
materiali (se materiale selvatico o risultato di miglioramento genetico) (Fig. 38). Questi risultati
dimostrano che la grande diversita della collezione non puo essere facilmente fatta risalire ad un
limitato numero di caratteristiche fenotipiche, ma anzi & contribuita in maniera eterogenea dalle
piu diverse combinazioni di caratteri. Altri studi permetteranno di valutare questo materiale su

estensioni maggiori, promuovendone l'utilizzo nel sistema agricolo Toscano e dell’ltalia Centrale.
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Fig. 35. Correlazione tra i caratteri misurati sui semi (a sinistra) e misurati in campo (a destra), rappresentata
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Fig. 36. Campo di caratterizzazione della collezione rappresentativa. (a) Una veduta panoramica del campo, che
comprende 94 accessioni in sigola filetta. (b) Tunnel di protezione eretto nelle fasi finali della maturazione. (c), (d)
Tipologie di infiorescenza apera e chiusa rappresentate nella collezione rappresentativa. Sulla base della quantita
di semi prodotti, le accessioni hanno un buon potenziale agronomico.
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campo. Le accessioni della collezione rappresentativa sono rappresentati da simboli che si riferiscono all’origine
del materiale (legenda in basso a sinistra) in colori che si riferiscono alla loro provenienza geografica (legenda in

alto a destra).
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Sui 20 genotipi selezionati & stato anche eseguito un campionamento dell’apparato radicale per
valutare la colonizzazione da parte dei funghi micorrizici arbuscolari, con lo scopo di valutare la

compatibilita dei genotipi di miglio alla simbiosi. (Tab. 9).

Tabella 9. Elenco dei 20 genotipi di miglio selezionati.

CODICE NOME SPECIE Inters?zioni .Inte.rsezioni Colorllizzazione
totali (n.) micorizzate (n.) radicale (%)
2 Ames 32316 Panicum miliaceum subsp. miliaceum 308 28 9.09
7 Ames 11641 Panicum miliaceum subsp. miliaceum 212 95 44.81
9 Ames 11674 Panicum miliaceum subsp. miliaceum 208 55 26.44
11 Ames 11679 Panicum miliaceum subsp. miliaceum 220 68 30.91
33 Pl 170592 Panicum miliaceum subsp. miliaceum 208 101 48.56
35 Pl 170594 Panicum miliaceum subsp. miliaceum 216 60 27.78
55 P1 176653 Panicum miliaceum subsp. miliaceum 210 82 39.05
56 PI 176654 Panicum miliaceum subsp. miliaceum 211 73 34.60
58 PI1 177015 Panicum miliaceum subsp. miliaceum 204 47 23.04
68 PI1 179379 Panicum miliaceum subsp. miliaceum 205 46 22.44
89 P1 202294 Panicum miliaceum subsp. miliaceum 200 62 31.00
92 Pl 204904 Panicum miliaceum subsp. miliaceum 207 49 23.67
99 P1 211060 Panicum miliaceum subsp. miliaceum 276 33 11.96
100 P1212108 Panicum miliaceum subsp. miliaceum 204 56 27.45
114 Pl 222811 Panicum miliaceum subsp. miliaceum 220 57 25.91
120 PI1 223794 Panicum miliaceum subsp. miliaceum 203 56 27.59
122 P1 223796 Panicum miliaceum subsp. miliaceum 212 79 37.26
138 P1 253789 Panicum miliaceum subsp. miliaceum 224 47 20.98
139 PI1 253790 Panicum miliaceum subsp. miliaceum 259 40 15.44
162 P1 289329 Panicum miliaceum subsp. miliaceum 203 48 23.65
T1 Pop. Floriddia Panicum miliaceum 211 72 34.24

La colorazione degli apparati radicali delle piante di miglio € stata eseguita in bagnomaria,
attraverso quattro fasi: (i) decolorazione con KOH 10%, neutralizzazione del KOH, (ii) ulteriore
decolorazione con HCl 2%, (iii) colorazione con trypan blue 0.05% e (iv) lavaggi finali con acqua
distillata per eliminare il colorante in eccesso. Le radici sono state poi conservate in acido lattico
ed acqua (1:1) fino all’analisi al microscopio ottico, durante la quale e stata stimata la
colonizzazione da parte dei funghi micorrizico arbuscolari. La determinazione della colonizzazione
radicale e stata eseguita attraverso la conta delle intersezioni micorrizate e non micorrizate con le
linee di una griglia predefinita. In Fig. 39 & mostrata la colonizzazione radicale AMF dei 20 genotipi
e del tester rappresentato dalla popolazione Floriddia: il range oscilla dal 9% al 48%, con una
media del 27%. | risultati indicano che piu della meta dei genotipi mostrano un’ottima

compatibilita alla simbiosi.
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Figura 39. Colonizzazione radicale (%) da parte di funghi micorrizici arbuscolari nelle radici dei genotipi di miglio
selezionati. In verde la popolazione di miglio Floriddia usata come confronto. La linea rossa rappresenta la

colonizzazione radicale media in campo.

Azione 3.2: Caratterizzazione genotipica della collezione di miglio e analisi
fenotipica e molecolare della tolleranza a siccita di genotipi selezionati

Attivita del partner A52.1 nel primo anno e secondo anno di progetto

Durante il primo anno, ed in seguito alla selezione della collezione rappresentativa, le accessioni
sono state germinate in capsule petri per permettere I'estrazione del DNA genomico (temperatura
22/22°C, umidita relativa 50% e fotoperiodo 16/8 giorno/notte). || DNA é stato estratto con un
sistema di colonnine di filtrazione a base di silice (GenElute Plant Genomic DNA Miniprep Kit,
Sigma Aldrich), ed e stato quantificato tramite corsa in gel di agarosio 1% e quantificato con il
sistema fluorimetrico Qubit Thermofisher. Osservatane la qualita soddisfacente, il DNA e stato
sottoposto a sequenziamento parallelo massivo con sistema Illumina presso IGA Technology
Services (Udine) secondo un protocollo ddRAD, ovvero un protocollo che prevede la digestione del
DNA genomico con due enzimi di restrizione (I'uno frequente e I'altro raro) per permettere una
riduzione della complessita del genoma da sequenziare. Il sequenziamento ddRAD ha cosi
prodotto un totale di 500.766.820 reads di sequenziamento, lo 0,65% delle quali & stato scartato

dopo un’analisi della qualita. Il numero medio di reads prodotte per ciascuno dei campioni della
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collezione rappresentativa & stato5.182.123, con deviazione standard di 3.936.569. In seguito a
procedure bionformatiche di allineamento delle reads prodotte, sono stati derivati 9,154
marcatori molecolari distribuiti su tutto il genoma. | dati molecolari sono stati analizzati con
tecniche bioinformatiche volte alla caratterizzazione della diversita tra le accessioni, tra le quali
analisi filogenetiche “neighbor joining” che hanno rilevato un grande grado di differenziazione tra
le accessioni (Fig. 40). Questo albero filogenetico dimostra che la diversita tra le accessioni facenti
parte della collezione rappresentativa & piuttosto elevata, e che esiste uno scarso grado di
strutturazione interno alla collezione. Vi sono infatti gruppi di accessioni che hanno una chiara
origine comune, come ad esempio le linee migliorate europee (in alto a destra in Fig. 40), ma
queste sono frammiste ad accessioni di tutt’altra origine geografica e di altra tipologia. L'elevato
grado di commistione puo essere meglio riscontrato nell’analisi PCA condotta sul medesimo dato
genotipico (Fig. 41). Anche in questo caso & possibile vedere come le diverse provenienze
geografiche sono sovrapposte, indicando un rilevante scambio di alleli e diversita, forse derivante
da condivisione di materiali genetici e commercio di accessioni. La grande diversita genetica che
abbiamo osservato conferma un grande potenziale in una prospettiva di miglioramento genetico
basato su incroci tra il materiale della collezione rappresentativa. Infatti, la diversita genetica ¢ il
primo ingrediente necessario alla produzione di nuove varieta con superiori capacita di
adattamento e potenzialita agronomica. La programmata analisi di espressione genica in risposta
alla siccita non e stata condotta in quanto l'analisi preliminari della resistenza in condizioni
controllate non ci ha consentito di identificare, nelle consizioni da noi provate, genotipi
sufficientemente differenziata per quanto riguarda la resistenza allo stadio di plantula. In
particolare il protocollo da noi adottato e stato derivato dalle nostre precedenti esperienze
condotte in Brachypodium distachyon, specie modello per i cereali, ma il trattamento seguito e
risultato troppo blando per il miglio, specie particolarmente resistente. Il basso livello e la
difformita di germinazione, sommata a un numero limitato di semi ha impedito I'identificazione di
un protocollo affidabile di saggio della resistenza alla siccita, fondamentale per la raccolta del
materiale biologico dal quale estrarre 'RNA necessario per la produzione delle genoteche da
utilizzare per I'analisi. In un’analisi non originariamente preventivata dal progetto, | dati fenotipici
raccolti nel corso dell’azione 3.1 sono stati messi in relazione con i dati genotipici qui discussi per
permettere l'identificazione di posizioni del genoma associate con i caratteri misurati. Questa
analisi, chiamata analisi di “associazione genome-wide” ci ha permesso di identificare tra quelli

testati dei marcatori molecolari che sono significativamente associati ai caratteri misurati (Fig. 42).
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Quest’informazione complementa I'analisi della diversita della collezione rappresentativa in

quanto permette di associare tale diversita a funzioni di potenziale interesse agronomico, quali

dimensioni dei semi, loro colore (Fig. 26), e caratteristiche della pianta. L’analisi dettagliata di

queste regioni genomiche (chiamate “quantitative trait loci”, o “QTL”), ne permettera I'utilizzo per

produrre nuove varieta di miglio in maniera piu rapida ed efficiente basandosi su tecniche di

selezione assistita da marcatori (“marker assisted selection”).
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Fig. 40. Analisi di neighbor joining rappresentante la diversita genetica tra le accessioni. Le accessioni della
collezione rappresentativa sono rappresentati da simboli che si riferiscono all’origine del materiale (legenda in

basso a sinistra) in colori che si riferiscono alla loro provenienza geografica (legenda in alto a destra).
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Fig. 42. Analisi di associazione genetica con caratteristiche del seme. | marcatori SNP sono rappresentati da punti
grigi, la cui altezza sulle ordinate rappresenta il grado di accociazione con il carattere riportato nel titolo del
grafico (in rosso le associazioni significative). Non essendo disponibile una mappa genetica che possa ordinare gli
SNP, questi ultimi sono rappresentati in ordine discendente di significativita.
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Azione 4 - Test di trasformazione: molitura della granella di grano saraceno e miglio
e produzione di pasta per celiaci e non celiaci intolleranti al glutine e di prodotti da

forno per celiaci (Soggetto responsabile: STRIZZAISEMI, A2.1; Soggetti coinvolti: SSSA, A52.1;
NTFOOD, A50.1)

Gli obiettivi specifici della presente azione hanno riguardato:
b. I'innovazione tecnico-organizzativa ad opera del partner A2.1 nel ruolo di collettore finale
della filiera agricola
c. innovazione di processo mediante ottimizzazione delle operazione di gestione, trattamento e
trasformazione delle granelle (selezione, cernita, pulitura, essiccazione, stoccaggio, molitura e
confezionamento prodotti finiti)
d. prove e verifiche qualitative e quantitative finalizzate alla salubrita e l'idoneita al mercato
dei nuovi prodotti (micotossine e altri contaminanti)
L'attivita ha riguardato le seguenti operazioni:
* Ricevimento, stoccaggio e molitura granelle di miglio e grano saraceno provenienti dai
partner di progetto e altri produttori di base.
* Molitura e gestione delle granelle, anche di altre specie di cereali e/o proteoleaginose per
la produzione di nuovi mix di farine e semi (anche soffiati) e pasta e pane di miglio e grano

saraceno
Ricevimento granelle e Molitura

Le operazioni di ricevimento delle granelle conferite direttamente al consorzio si sono svolte nei
mesi di agosto/settembre 2016 e 2017, con immediato stoccaggio in big bags.
Parte della produzione dell’azienda Musu é stata conservata presso le strutture di stoccaggio delle
stesse aziende partner (in parte da Musu e parte trasportata verso il Rinnovamento) e
successivamente conferita al consorzio. In questo modo é stato possibile monitorare le condizioni
di conservazione delle partite secondo differenti modalita (in capannone alla rinfusa, in big bags e
in silobags) e verificare le condizioni di trasporto ottimali per una migliore gestione del rischio
legato a contaminazioni con I’allergene glutine.
Nella sede operativa del consorzio la fase di ricevimento granelle e confezionamento in big bags e
stata organizzata secondo i seguenti passaggi:

* misurazione e registrazione del peso specifico

* misurazione e registrazione impurita

* misurazione e registrazione umidita relativa su apposita scheda
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¢ formazione campioni sigillati per singoli lotti
* confezionamento in big bags

* monitoraggio periodico umidita in big bags

La gestione dei ricevimenti € una fase delicatissima e
fondamentale per la risposta qualitativa dell’intero processo
produttivo. Ogni lotto in arrivo € stato analizzato con strumento
Grain tester Plus della Isoelectric per determinazione rapida sulla
granella del parametro umidita (Fig. 2)

I valori di impurita sono stati stimati a occhio, il peso ettolitrico
con strumento manuale di tipo tradizionale.

Figura 43. Dispositivo Grain Tester Plus per analisi rapide su granella tal
quale

Parte del grano saraceno 2016 dopo la macinazione e lavorazione (Figs 44,45,46) é stato inviato
alla decorticazione in conto lavorazione presso un’azienda esterna (settembre 2016), mentre il
miglio & stato in parte destinato alla macinazione direttamente presso la sede del Consorzio nei

mesi di settembre 2016 e giugno 2017 e in parte al confezionamento tal quale (Fig 47) .

Figura 44. Mulinetto a macine in pietra. Figura 45. Tramoggia di carico miglio.
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Figura 46. Lavorazione del miglio.

Figura 47. Confezionamento granelle.

La macinazione del grano saraceno (Figs 48,49,50) & avvenuta nei mesi di gennaio, giugno, luglio,

agosto e settembre 2017.

Figura 50. Farina di grano saraceno.
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Le prove di molitura sono state effettuate con mulino a macine in pietra e buratto centrifugo
(Figura 2) con capacita di lavoro oraria 50 kg/ora. La macina in pietra & ottimale per conservare
intatte le proprieta nutrizionali delle granelle (vitamine e sali minerali), evitandone il
surriscaldamento.
Il confezionamento in appositi sacchi idonei all’uso alimentare (Figura 8) e stato immediatamente
successivo alle operazioni di molitura, al fine di garantire i migliori requisiti igienico sanitari delle
farine ed evitare perdite di prodotto o contaminazioni causate dall’ambiente esterno.
Le farine sono state in seguito sottoposte ad analisi di laboratorio per la determinazione dei
seguenti parametri:

* Micotossine

* Metalli pesanti
Il partner SSSA A521 ha eseguito la molitura delle granella di miglio e grano saraceno dalla
coltivazione dell’anno 2016 dell’Azienda Agricola Floriddia in regime biologico. La molitura ¢ stata
eseguita con un mulino a pietra. Sono state ottenute: semola di varieta/popolazioni di frumento
duro (Cappelli, Taganrog, Tilmilia e Etrusco), farina di grano saraceno, farina di miglio
(popolazione Floriddia), farina di vecchie varieta di frumento tenero (Verna, Frassineto,
Inalettabile, Gentil Rosso, Abbondanza). Tali campioni sono stati inviati al partner DSMCN Sl (A5.1)
per i test nutraceutici delle farine. Di seguito il contenuto in proteine (Fig. 51) dei diversi semolati
usati per la pastificazione ed analizzati per le proprieta nutraceutiche. Il semolato 75% grani duri
antichi e miglio presenta il contenuto proteico pilu elevato, seguito dal semolato di soli solo grani
duri antichi (tutti i semolati sono integrali). La farina di solo grano saraceno NTFOOD presenta il
contenuto in proteine pil elevato, mentre i prodotti trasformati per celiaci (Panfette NTFOOD e

minicrackers NTFOOD) hanno valori estremamente bassi.

Contenuto proteine (%)
Contenuto proteine (%)

Farina bianca Semolato Semolato Semolato Semolato Farina

grano saraceno  frumento duro  frumento duro  frumento duro  frumento duro  semintegrale

NTFOOD_1  antico + grano  modermo _1 antico_1 antico + grano saraceno
saraceno_1 miglio_1 NT FOOD_1

Panfette NTFOOD Minicrackers NTFOOD grano
saraceno

Figura 51. Contenuto di proteine dei prodotti del progetto.
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Azione 4.2: Trasformazione della farina di grano saraceno e miglio in pasta per
celiaci e non celiaci intolleranti al glutine e in prodotti da forno per celiaci
Attivita del partner A52.1 nel primo anno e secondo anno di progetto
Azione 4.2. Trasformazione della farina di grano saraceno e miglio in pasta per celiaci e non
celiaci sensibili al glutine e in prodotti da forno per celiaci
La messa a punto del processo di trasformazione del grano saraceno e del miglio prodotti
nell’azione A2 (test agro-tecnici) e moliti nell’azione A4.1 ha incluso test di di collaudo delle
migliori miscele in termine di requisiti tecnologi. Sono state testate miscele contenenti il 25%, 50%
e 75% di farina di miglio o grano saraceno. Il complemento a 100 era costituito da semola di
varieta/popolazioni di frumento duro (Cappelli, Taganrog, Tilmilia e Etrusco).
In seguito al collaudo delle miscele, sono state realizzate quattro tipologie di pasta (Fig. 52):

1. pasta ai 4 cereali (a base di semola di varieta/popolazioni di frumento duro: Cappelli,

Taganrog, Tilmilia ed Etrusco) (75%) + miglio (25%)

2. pasta ai 4 cereali (75%) + grano saraceno (25%)

3. pasta di frumento duro (varieta Claudio)

4. pasta ai 4 cereali.
e tre tipologie di pane (Fig. 52):

1. pane con farina semi integrale di frumento tenero di vecchie varieta

2. pane con farina semi integrale di frumento tenero di vecchie varieta (75%) e farina di

miglio (25%)

3. pane con farina semi integrale di frumento tenero di vecchie varieta (75%) e farina di grano

saraceno (25%).

Figura 52. Pasta (a) e pane (b) prodotti con farine di miglio e grano saraceno

La quantita di pasta prodotta e stata di circa 140 kg per ciascuna tipologia, quantita necessarie per
I'azione 6 (Test clinici: test clinici di somministrazione di pasta a base di grano saraceno e miglio a

soggetti celiaci e non celiaci intolleranti al glutine) coordinata dal partner DMSC FI (A49.1). Inoltre
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nell’ambito delle prove di trasformazione dei prodotti da forno come alimento funzionale per
celiaci, sono state analizzate farine di grano saraceno raffinate e semi integrali, panfette integrali
(9% di grano saraceno) e minicraker multicereali (mais e riso) (2,7% di grano saraceno) prodotte

dalla NTFOOD (A50.1) (Fig. 53).

Figura 53. Farine a base di grano saraceno prodotte da NTFOOD

Azione 5 - Test tecnologici e nutraceutici: test di collaudo delle farine e dei

trasformati attraverso la valutazione dei parametri tecnologici e nutraceutici

(Soggetto responsabile: DSMCN SI, A5.1; Soggetti coinvolti: STRIZZAISEMI, A2.1; SSSA, A52.1;
NTFOOD, A50.1)

Azione 5.1: Test per la valutazione delle caratteristiche tecnologiche
Le attivita previste dall’azione 5.1 sono state volte principalmente alla definizione di nuove
referenze commerciabili adatte al mercato di consumatori sensibili al glutine (innovazione di
prodotto e strategie di marketing), attraverso:

* Pastificazione con farine di miglio e grano saraceno e semola di grano duro

* Ricerca ed elaborazione basi dati sui valori nutrizionali

* Elaborazione schede tecniche di prodotto delle nuove referenze individuate

* Analisi chimiche effettuate presso laboratori esterni accreditati

Pastificazione

Le prove di pastificazione sono state affidate a un pastificio esterno (Figs. 54 e 55)

o
Pasta di grano saraceno - Composizione: farina di grano saraceno (15 g) + semola di grano
duro (75g) per 100 g di pasta al 10% di umidita
Pasta di miglio - Composizione: farina di miglio (15 g) + semola di grano duro (75g) per
100 g di pasta al 10% di umidita
Sono state analizzate le caratteristiche nutrizionali (Reg CE 1169/2011) e testato il valore
organolettico. Le nuove referenze, formulate per ridurre il contenuto complessivo in glutine
rispetto alla pasta di solo grano duro, potranno ben figurare nell’elenco prodotti della
cooperativa, al termine della fase pre-competitiva. Particolarmente delicata la pasta di
miglio; quella di grano saraceno presenta il sapore lievemente amarognolo tipico della
farina che si ottiene dalla macinazione degli acheni della poligonacea.
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Figure 54 e 55. Pasta di miglio e grano saraceno

Valutazione delle caratteristiche nutrizionali dei prodotti innovativi

La valutazione delle caratteristiche nutrizionali € stata condotta per le nuove referenze
commerciabili ottenute all'interno del progetto pilota, al fine di favorirne la conformita alle
disposizioni normative in materia di etichettatura e presentazione dei prodotti alimentari.

Di seguito i report dei dati reperiti da fonti ufficiali e successivamente elaborati (Figura 56):

Pasta di miglio:

PASTA DI SEMOLA DI GRANO DURO CON FARINA DI MIGLIO

C per 100 g di INGREDIENTI per 100 g di PRODOTTO
Ingredienti Energia | Energia ine | Carboidrati :";hL Grassi [saturi| Fibra | Sale Energia | Energla | Proteine |carboidrati| % | Grassi [saturi| Fibra | sale
Kal | W | (@) vl © | @ [ @ | me @l 0| @ | @ e @] e m
SEMODLS&RANO 339 | 1418 | 11,5 | 769 |19 |05 |0,1[36] 30 254,3| 1064 | 8,625 | 57,675 1,43(0,38| 0,1 | 2,7 23
F’:ARI'(;‘SCE" 360 | 1505 | 11 | 741 |49 |42 |0 [31]25 sa 2258 1,65 | 11,115 [0,74|063| 0 |05 0,4
ACQUA [ 0 o [o]o]o

Pasta di grano saraceno:

PASTA DI SEMOLA DI GRANO DURO CON FARINA DI GRANO SARACENO

[ per 100 g di INGREDIENTI per 100 g di PRODOTTO
di cui di cui
. .. |Energia | Energia ine| Carboidrati Grassi | saturi| Fibra | sale Energia | Energia | Proteine |C: Grassi |saturi| Fibra | Sale
h |zucche|
Ingredienti | "1 | | | @ Ul @ @ | @ | mo kal | W@ | @[] @ @ 6] m
SEMODLSSJMNO 339 | 1418 | 115 | 769 |19 [ 05 [013,6( 30 254,3| 1064 | 8,625 | 57,675 [1,43(038|0,1|2,7 | 23
FARINA DI
GRANO | 314 [1312 | 124 | 625 | 0 |33 |06[ 6 | 0 471 | 196,8| 1,86 | 9375 | 0 |05 [01]09]| 0
SARACENO
ACQUA 0 [ o [ o 0 0o [ofo]o
Mix farine:
MIX FARINE: FRUMENTO TENERO INTEGRALE (60%), CECI (15%), MIGLIO (10%), PANELLO DI GIRASOLE (5%), AVENA (5%), GRANO SARACENO (5%)
c per 100 g di INGREDIENTI - per 100 g di PRODOTTO
dicui di cui
. .. |Energia | Energia ine | Carboidrati Grassi |saturi Fibra | Sale Energia | Energia | Proteine | Carboidrati Grassi [saturi | Fibra | Sale
Ingredienti | "o | 0" N | @ |4 W | @ | @ | mo kal | W | @ @ || ® | ® | @]
FARINA DI
0. | 319 |133¢| 119 | e78 |21 |19 | 0 |84| 75 191,4| 800,4 | 7,14 | 40,68 [1,26|1,14| 0 | 5 |45
INTEGRALE
FT\J:’:AD' 385 | 1613 | 126 | 723 |72 (71| 0 |7,6|825 19,25 80,65 | 0,63 | 3,615 [036(0,36| 0 |04 [ 4,1
FARINADICECI | 316 | 1323 | 20,9 | 46,9 [ 3,7 |63 [08]14] 15 47,4 [ 1985 | 3,135 | 7,035 [0560,95]01] 2 | 2,3
FI"\\/'I‘II('S\‘SCE)I 360 | 1505 11 74,1 49 42| 0 |31|25 36 | 150,5 11 7,41 |0,49|0,42| 0 |0,3|0,3
FARINA DI
PANELLODI | 362 | 1517 385 | 17,3 |31 |118| 0 [17 | 0 18,1 | 75,85 [ 1,925 | 0,865 [0,16[0,59| 0 |0,8| 0
GIRASOLE
FARINA DI
GRANO 314 | 1312 | 124 | 625 | 0 |33 (06| 6 | O 15,7 | 656 | 0,62 | 3,125 | 0 |0,17] 0 |0,3] O
SARACENO

Figura 56. Schede nutrizionali nuove referenze.
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Mix cereali soffiati:

Zuppa di cereali:

o

o TABELLA VALORI NUTRIZIONA LI
TAEEIiIﬁﬁ gﬁﬁ!ﬂ%’#m per 100 g miscela composta da

(3% farro, 25% migiio, 25% orzo, FARRO 40% ; ORZO DECORTICATO 30% ; MIGLIO 20%; AVENA 10%

5% lino, 10% girasole)
E’;q“lga'a gzgolﬁal. Calorie (Kcal/Kj) 356/1210
Proteine 1'1’2 g Carboidrati (g) 71,8
Ceneri 2q. Di cui zuccheri (g) 2,96
Carboidrati 70,5g. Fibra (g) 12,2
- zuccheri 0,74q. Grassi totali (g) 32
Fibre 024¢ Di cui saturi (g) 0,56
Grass 10,3 . Di cui monoinsaturi (g) 0,63
- saturi 11 Di cui polinsaturi (g) 1,52
Sde 0015g. Proteine (g) 13,5
Sodio (g) 8
Miglio soffiato:
“VALORI NUTRIZIONALI Energia 376 Kcal / 1591 KJ

Grassi

di cui acidi grassi saturi
Carboidrati

di cui zuccheri

Proteine

Fibra grezza

Sale

Valori nutrizionali su mix semi soffiati:

pHs.rl.
Socetd ipr

MEDI PER 100 g
DI PRODOTTO

LA N 0069

ansle soggota al controdo  al coordinamento & TOV SUD AG
e Laboratono Ahmsm. Vi Sangal 200128 Tvame V7. ()
..mm .n oss a0

Vla Elsmnn!e 10411 50028 Tavamelle V.P. (FI)
lnMonn ‘39 055 %677 ln +30 055 8067850

o-mai: info@phsr it web: www phse it

Rapporto n° 17-LA29270-1 in sostituzione al Ne

17-LA29270
Semi soffiati - Composizione: 35% farro, 25% miglio, 25% orzo, 5% lino,
10% girasole

Numero di identificazione
Descrizione del campione

17-LA29270

2,20g
0,602
69,50g
0,30g
13,70¢g
5,90¢
0,02¢g

Campionamento effettuato da: Cliente (5)
Ritiro effettuato da: Corriere
Richiedente: CONSORZIO STRIZZAISEMI SOC.COOP.AGRICOLA
VIA DELL' IMPERO, S.N.C.
SANTA LUCE 56040 PI
Data arrivo campione: 08/08/2017
deciina ogni per le modalita di
ESITO D'ESAME
Prova Prove Chimiche Risultato  Inc um L0Q LOD  Lmit Rec o Mot s Daa
ANALISI NUTRIZIONALE UE1169/2011
Umidita 5.80 $0.23 % 0s 02 oA 0808 1008
oot STISAN 199474 P e+ M 2708150550 QU 145
Sunenos:
* Cen 20 11 % 010 003 0A  oans 14ne
g0 22000
Grassi totali 03 2 % 010 003 0A oams rans
Rapport ISTISAN 1956734 Pag 41
* Acidi grassi saturi 1.10 $0.18 % 0.010 0.005 oA 0808 1808
Rap G Zs60oat 071101 U CEE Lo 5191 A+ g o
75873002 082002 GU CE L128 150572002 ATXE +Re CE 14291503
28081902 GU CEE (150 12061992 sReg CE umaw 22013 GU CE
338 17153015 AN ) i (STISAN 1598734 P 47
Valore energetico on
Reg UE 116972011 251102011 GU UE L 30418 221142013 A3 14V
Valore energetico 420 w2 KCal/100g o0 2108
Valore energetico 1772 w277 ky100g oa0s 2108
* Carboidrati (da calcolo) 705 141 % o1 oA oaws z10s
Sorboigran ¢ ) ACCREDIA
COMPOSIZIONE ZUCCHERI DR e
Galattosio <010 % 010 003 oA oans 100
MPC09 v 52016
Gi <010 010 003 : pHsrl.
Glucosio . % oA o tene Socit unpersonae soggetaa conrolo o sl coodinamento 6 TOV SUD AG
L2 Via Sangallo, 29 50028 Tavamelle V.P. (Fl)
Fruttosio 0.20 $0.04 % 010 003 oA 08108 1608 telafono: +39 055 80961  fax: +39 055 8071099
MPIC/O9 rev 5 2016 Uffici & Laboratorio Ambiente: Via Bramante, 10/12 50028 Tavamelle V.P. (FI)
Saccarosio 054 11 % 010 003 0A oams ns oLy ptl ikt
Lattosio <0.10 % 010 003 oA oens 1608 o
MPICS rov § 2016 N°  17-LA29270
Maltosio <0.10 % 010 003 0A 0808 1608 Prova Prove Chimiche . o Note Dats Dats.
APC00 row 52016 Metodo Risultato Inc um. Loa Loo Limiti  Rec. Date Data
Zuccheri totali (da calcolo) 074 1022 % 0A 0808 1608 Sale (Sodio x 2.5)(da calcolo) 0.015 % 0.01 oA oans 1108
WPCO9rev 52016 ey U a0t 510201 GUUE 0418 22112011 AL+ R
Fibra alimentare totale 020 +007 % 010 003 oA  oevs 1ans L
Rapport ISTISAN 195673 Pog 88
Proteine 112 13 % 05 02 oA 0808 1708 Inc (Incer\azza) u.m. (unita di misura); LOQ (hmne di quantificazione): LOD (limite di determinazione); Rec. (recupero); u.o. (unita operativa);
MPICS rov 12015 )_A (prova eseguita presso u.0. via Sangal B (prova eseguita presso u.o. via Bramante); Il (lab. mobili); Ill (analisi in estema);
LE # (prova eseguita in subappalto c/o laboratorio terzo);
Modello RDP_BASE rev.0 del 31/0812016 Pagina 1di2
Societa soggetta al controllo ed TOV SUD AG, Capiale. CF. PIVA - Reg.Imp. . 01964250484 NOTE

Figura 57. Schede nutrizionali delle nuove referenze.
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Schede tecniche di prodotto delle nuove referenze

o

SOCIETA COOPERATIVA AGRICOLA

“STRIZZASEM

Scheda tecnica semi e farina di

iglio versione del 05-07-2017

SCHEDA TECNICA PRODOTTO
SEMI E FARINA DI MIGLIO

Origine Toscana

Parte della pianta impiegata Cariossidi di

Caratteristiche nutrizionali Cereale privo di glutine

Tipo di prodotto ed impiego Idoneo all'uso alimentare

Descrizione Semi ottenuti per mietitrebbiatura della pianta di miglio

e successiva pulitura. La farina si ottiene per
macinazione diretta dei semi.

Allergeni Nessuna contaminazione accidentale con derivati di
frutta a guscio e semi di sesamo.

Conservazione Conservare in luogo fresco e asciutto
Stabilita Prodotto stabile se ben conservato
Note Esente da OGM (Dir. 2001/18/CE)

Esente dal rischio BSE/TSE

Consorzio Strizzaisemi Scheda tecnica semi e farina di miglio pagina 1 di 1
Via dell'Impero sne 56040 Santa Luce (P1)

Tel. +39 377 120714

C.F / Part. IVA 01987590500

Figura 58. Scheda tecnica semi e farina di miglio.

SGGIETA COOPERATIVA AGH

“STRIZZAISEMI .

Scheda tecnica semi e farina di grano saraceno versione del 04-10-2016

SCHEDA TECNICA PRODOTTO

SEMI E FARINA DI GRANO SARACENO

Origine Vegetale

Parte della pianta impiegata Seme di Fagopy L./Fam.

Tipo di prodotto ed impiego Idoneo all'uso alimentare; parte edibile: 100% del seme
Descrizione Semi ottenuti per mietitrebbiatura della pianta di grano

saraceno e successiva pulitura. La farina si ottiene per
macinazione diretta dei semi.

Allergeni Nessuna contaminazione accidentale con derivati di
frutta a guscio e semi di sesamo. Privo di glutine

Confezionamento in  pelli P per alimenti,
termosaldato.
Formati: 500 gr

Conservazione Conservare in luogo fresco e asciutto, lontano da fonti di
luce e di calore.

Prodotto stabile se ben conservato

Note Esente da OGM (Dir. 2001/18/CE)
Esente dal rischio BSE/TSE

Consorzio Strizzaisemi Scheda tecnica semi e farina di grano saraceno pagina 1 di 2
Via dell'Impero snc 56040 Santa Luce (P)

Tel. +39 377 120714

C.F./ Part. IVA 01987590500

Figura 59. Scheda tecnica semi e farina di grano saraceno.



Criteri di sicurezza alimentare

Lo sviluppo di nuove referenze e I'aggiornamento dei cicli produttivi ha determinato la necessita,
per il consorzio, di revisionare il sistema di gestione della qualita, con particolare riferimento ai
seguenti aspetti:

1. modalita di campionamento;

2. monitoraggio dei contaminanti;

3. riprogettare il sistema di rintracciabilita

Campionamento e monitoraggio dei contaminanti

Inizialmente il personale della cooperativa & stato formato sulle modalita di campionamento da

seguire, come da istruzioni riportate nell’apposito verbale di prelievo campioni:

La rappresentativita di un campione da sottoporre ad
analisi di laboratorio, vale a dire la sua affidabilita

SSTRIZZA SEM

s

Progetto PRINCE
VERBALE DI PRELIEVO CAMPIONI

Data (g9/mm/aa): __/__/ Operatore:

Selezionare materia prima o prodotto oggetto del campionamento
l Semi ‘ ‘ Farine r ] Pasta ‘ | Altro

Riportare denominazione e informazioni dettagliate su materie prime o prodotti:

Luogo di conservazione del materiale campionato (indicare preci
silos, nel magazzino, nel punto vendita, in sacconi, ecc):

in quale

Specificare la quantita complessiva (in kg) della partita omogenea (Lotto) da

campionare (per prodotti confezionati indicare n® confezioni del Lotto):

Numero di Lotto:

Peso totale della partita omog in kg:

Numero totale confezioni (eventuale):

Preparazione del campione globale:

Peso della partita da campionare, in kg Numero minimo di campioni elementari da prelevare per

costituire il campione globale

50 3
>50+<500 5
>500 10
[ N° campioni el i prelevati: | |

Riportare il peso in kg delle due aliquote omogenee prelevate dal campione globale
opportunamente miscelato:

genea, in kg: |

[ Peso della singola aliquota

Indicare il laboratorio incaricato e la data di spedizione del

P P

‘ Laboratorio di destinazione: |

‘ Data di spedizione del campi ‘

Firma operatore

statistica, € fondamentale per garantire la sicurezza
igienico-sanitaria dei prodotti alimentari. Ma non solo:
una buona procedura di campionamento puo essere
molto utile anche in caso di eventuali contestazioni da
parte di enti incaricati per il controllo. Come si & gia
detto, in fase di ricevimento le granelle vengono
sottoposte ad analisi rapide di routine per la
determinazione dei valori di umidita e impurita. Sono
parametri commerciali utilizzati per la determinazione del
prezzo, ma che si riflettono anche sulle condizioni di
conservabilita delle masse stoccate. Esistono tuttavia
altri importantissimi parametri di qualita e igienicita del
prodotto che vanno a interessare la fase di conservazione
precedente la sua immissione sul mercato (presenza di
allergeni,  contaminanti, ecc). La bonta del
campionamento, cioé la sua validita in termini statistici,
dipende da numerosi fattori. In particolare: la tipologia di
materia prima/prodotto da campionare; il suo stato fisico
(granelle, farine, liquidi, solidi, ecc); il luogo di
conservazione; il metodo di conservazione (sfuso,
confezionato ecc); la quantita complessiva della partita
interessata; le procedure di gestione e registrazione dei
dati e delle informazioni relative alla partita/lotto da
campionare. Tutte queste informazioni sono registrate sul
Verbale di Campionamento, che riporta le seguenti fasi
successive: 1. Formazione di un campione globale
omogeneo; 2. Formazione di campioni elementari;
3.Formazione delle aliquote omogenee (una da inviare al
laboratorio e wuna da conservare per eventuali
controanalisi)

Figura 60. Verbale di campionamento.
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Nei mesi di ottobre 2016 e aprile 2017 sono state affidate a un laboratorio esterno accreditato le

seguenti determinazioni chimiche:

a
@ ACCREDIA o
ACCREDIA X
soggeta oo sootmamuro 4 0V SUDAG
0 oo Aimar Vi Saogas 5 5058 Tovanal V) e oo
e s
Ul Labor o Vi Bramine 101250078 oo V. )
otions 4330558097l 30088 BT O persona il contoto ol coodnanerto &
Bl b o Seoelagats ummmnmmnn i Sangako 30 50038 Tovamels V5. ()
{oionc 133055 60061 fax
it Labraloo Aot Vi Bramant. 1012 50028 Tavarmell V. (F)
oo 3 ot fa 10005 s
RAPPORTO DI PROVA N°17-LA11888 ema nfo@h wob: www phsit
Numero i identiicazions 17-LA11888
Doscrizione del campiono Farina di grano saraceno 500gr - Lotto 18110/17 RAPPORTO DI PROVA N“17-LA11889
Campionamento offettuato da: Glente (5) Numero di idontfcazione 17-LA11889
Doscrizione dol campione Farina di miglio 500gr - Lotto 26/09/17 - Scadenza 26/09/2017
Ritro offettuato da: Corere
Richiedente: CONSORZIO STRIZZAISEMI SOC.COOP AGRICOLA Camplonamento sffttuato da: Clente (5)
VIA DELL' IMPERO, SN.C.
SANTA LUCE 56040 PI Coriere
Data arrivo camplone: 03/0472017 CONSORZIO STRIZZAISEMI SOC.COOP.AGRICOLA
VIA DELL' IMPERO, SN.C.
SANTA LUCE 56040 PI
ESITO D'ESAME Data arrivo campione: 03/04/2017
Prova Prove Chimiche Risultato  Inc um.  L0Q LOD  Limiti Rec. uo Nots Osa mul
Motodo in P
Cadmio (C3) 0015 0006 mgKg 0010 0003 o | ESITO DESAME
— Prova Prove Chimiche il n u Lt Rec. v e owa O
Fer—— - R Htot Retsto e um 100 100 ums s el
| u.0. via Sangalio). 0_| via Bramante); I (lab. mobil. Il (analis in estoma); ‘Cadmio (Cd) ND. ‘ma/Kg 0010 0003 oA o f.,u‘
LE # (prova eseguia n subappalt ci laboratord tezo): e a2 e 700
[Fependa
NoTE ? um Resc. (recupero) v
oA X o, via Bramante): I (. mobil. I (analsi n estoma);
LE # (prova eseguita in subappalio clo laboratord terzo):
generali:
9% = NoTE
versament, el earminazons (L0O) ks ouae 8310000
ND. = e
generali:
Per 956, k=2
1 isuat ¢ ACCREDIA) rsament, e f deteminadone (L0D) sl ugele 10100
' ND. = inferiore a LO
U, 060472017 1 isulat fiportatisono rfertalscko campione sottoposto a prova. (* prova non accreditata da ACCREDIA)
per il Responsabile di Laboratorio 1 campioni
ott. Fabrizio Ferraro compost e dl
oy 5 U, 06/0472017 ETTons
Iinfuwwc/ & otitlio ‘\ per il Responsabile di Laboratorio
y \ Dot. Fabrizio Ferraro
7 easmizio \ )
2 rernane |3
fon \Z M .
alimentari (LR. Toscana n°9 09/03/2006). N e J& AR
il preseno Laboratorio N 3
il apporto d pova oiginala viens fonit i formalo digal. le 17-LA1 1688 p7m. oy
zzato y
rolen ]
almentari (LR Toscana n°9 09103/2006).
2 o 17-LA1 1889 p7m.
Modslio ROP_BASE NR rev.1 dol 15/102016 Pagna 141 autonzzato, Eventual non
TOVSIOAG, crPwE )
a

. g | contaminanti Cadmio e Piombo sono
“mw“mm”‘“»ﬁ&@"“"”ﬁm”‘] {, naturalmente  presenti  nell’ambiente,

il 390555057 T

- infog@phsi it mw ~or oty Q 1 - o .
: accentuati dall'inquinamento industriale.
RAPPORTO DI PROVA N° 16-LA31042
Numero di identificazione 16-LA31042
Descrizione del campione Miscela di farine di girasole, miglio, grano, avena, saraceno, ceci Coerenn L. . . .
commomns oot conety La possibilita di intossicazione cronica per

o S 0 T — bioaccumulo di questi elementi, derivati da
VIA DELL' IMPERO, S.N.
SANTA LUCE 56040 PI

[ o fonti alimentari, € un problema reale.

@ per

ESITO D'ESAME

Prova Contaminanti Risultato  Inc um. LOQ LOD  Limiti Rec. wo Note Data Data B - B B o

T — e a1 La presenza di micotossine si collega invece
Plombo (Pb) o <0.010 ma/Kg 0010 0.003 oA 1a0 2510 - B -

S o - e — allo sviluppo di muffe tossigene che
R - o oo dipendono da numerosi fattori ambientali
:’”“:n :: e e e antropici: andamento meteo, criteri di
ossina b Ha/Kg 20 OA 1910 2510

e <08 boitg 05 oa_wewe coltivazione, condizioni di conservazione
Aflaossina B2 <05 wa/Kg 05 oA w0 0

Aleossina G o w0 e delle materie prime/prodotti.

Aflatossina G2 <05 alkg 05 oA 1m0 2510

‘Aflatossine totali <05 a/Kg 05 oA 1m0 2510

'm::c*"-:;:;;:;;%ﬁ'm:";::;ﬁ,%"ﬁ“;:’;.mW..Bm:S:’u“.m:sm.e, sk R e o, Lo o Sulle farine di miglio e grano saraceno e sui

LE.# (prova eseguita in subappalto c/o laboratorio terzo)

wore mix di farine del progetto PRINCE si sono

Lo S ——— - N riscontrati valori inferiori alle soglie che

il 0D) risulta oq.

sono definite in sede comunitaria per
Modello RDP_BASE vevode\:ﬂ/aw?msmvsw‘a S Pkataz Cereali (Reg CE 1881/2006)

Figura 61. Rapporti di prova monitoraggio contaminanti.
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Le diverse farine di grano saraceno e miglio, e le miscele di frumenti antichi e grano
saraceno/miglio sono state analizzate per i principali parametri tecnologici (i.e., alveografo di
chopin, glutine) da parte di A52.1 su semolato di frumento duro antico + grano saraceno (75% +
25%), semolato di fruemeno duro moderno ed antico, e su semolato di frumento duro antico +
miglio (75% + 25%). Tutti i semolati erano di tipo 2 e cioe integrali. Il numero di campioni analizzati
sono stati circa 40 per tipologia, in modo da caratterizzare al meglio le possibili disomogeneita del
materiale. Le matrici integrali perd non hanno permesso di caratterizzare i parametri classici (P, L,
W e P/L) che risultavano essere molto variabili e non utilizzabili per le analisi statistiche successive,
mentre abbiamo caratterizzato con successo il glutine (Fig. 62). Il semolato di frumenti duri antichi
+ miglio presentava un contenuto in glutine molto minore rispetto al semolato di frumenti duri
antichi + grano saraceno, ed entrambi avevano un minor contenuto rispetto ai due semolati di

fruemnto duro (varieta antiche e varieta moderna).

12

Q)
< d
: C
2 10 A
)
oo
o
S 81
—
~
oo
g 6 b
=
=
o0 4 A
et a
3
< 4
g 2
=
c
S L
C oo ,
Semolato Semolato Semolato Semolato
frumento duro  frumento duro  frumento duro  frumento duro
antico + grano moderno _1 antico_1 antico + miglio_1

saraceno_1

Figura 62. Contenuto di proteine dei prodotti del progetto.

Azione 5.2: Test per la valutazione delle caratteristiche nutraceutiche

Partner A 5.1: Dip.to. di Scienze Mediche Chirurgiche e Neuroscienze-Universita di
Siena (DSMCN-UNISI)

Referente scientifico: Prof. Aggr. Daniela Cerretani

Gruppo di ricerca: Dr.ssa Anna Ida Fiaschi, Dr.ssa llaria Rossi, Dr.ssa Laura Moltoni,

Prof. Aggr. Lucia Micheli
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Gli interventi previsti nellAzione 5.2 comprendevano la valutazione delle caratteristiche
nutraceutiche dei semolati e delle farine di filiera toscana provenienti dalle aziende partner
del progetto e dei prodotti relativi (pasta, pane e altri prodotti da forno).
| semolati e le farine erano costituiti da:

e grani teneri antichi semi integrali

e grani duri antichi semi integrali

* miglio (integrale e semi integrale)

* grano saraceno (integrale e semi integrale)

e grano duro moderno semi integrale
Abbiamo inoltre valutato anche le caratteristiche nutraceutiche di farina di grano tenero e
semolato di grano duro commerciali e relativi pane e pasta provenienti dalla grande
distribuzione utilizzati come specifico confronto per il contenuto di principi bioattivi.
La valutazione del contenuto nutraceutico & stata eseguita in tutti i campioni, nei quali
stata determinata I'Attivita Antiossidante, il contenuto di Polifenoli Totali, di Flavonoidi
Totali e di specifici flavonoidi (Rutina e Quercetina).
Inoltre, durante lo svolgimento del progetto sono state eseguite altre attivita non previste,
ma aggiunte successivamente e correlate ai risultati ottenuti, Tabella 10.
Tab.10 Elenco delle attivita previste e di altre attivita non previste, ma aggiunte

successivamente durante lo svolgimento del progetto.

Valutazione delle caratteristiche nutraceutiche nei campioni di farine, di pane e di
pasta oggetto del progetto (1 e 2)

1. Attivita Previste 2. Attivita non previste
analisi di: analisi di:

farina di grani teneri antichi semi integrali pane di grani teneri antichi semi integrali

toscani toscani: interno e crosta

semolato di grani duri antichi semi integrale pane di miglio semi integrale 25% e grani

toscano teneri toscani 75%: interno e crosta

farina di miglio integrale toscano pane di grano saraceno semi integrale
25% e grani teneri toscani 75%: interno e
crosta

farina di miglio semi integrale toscano pasta di grani duri antichi toscani 2 modi
di cottura

farina di grano saraceno semi integrale pasta di miglio semi integrale 25% e grani

toscano duri toscani 75%, 2 modi di cottura

farina di grano saraceno integrale toscano pasta di grano saraceno semi integrale
25% e grani duri toscani 75%, 2 modi di
cottura

farina di grano saraceno bianco toscano pasta di grano duro moderno semi
integrale, 2 modi di cottura
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semolato di grano duro moderno semi pasta di grano duro bianco commerciale,

integrale toscano 2 modi di cottura

pane di grani teneri antichi semi integrali pasta da farina integrale di grano
toscani saraceno, 2 modi di cottura

pane di miglio semi integrale 25% e grani farina di grano tenero commerciale

teneri toscani 75%

pane di grano saraceno semi integrale 25% | pane bianco commerciale
e grani teneri toscani 75%

pasta di grani duri antichi toscani semolato di grano duro commerciale

pasta di miglio semi integrale 25% e grani pasta di grano duro bianco commerciale
duri toscani 75%

pasta di grano saraceno semi integrale 25%
e grani duri toscani 75%

pasta di grano duro moderno semi integrale
toscano

pasta da farina integrale di grano saraceno
toscano

Panfette integrali "gluten free"

crakers multicereali "gluten free"

Azione 5.2.1: Raccolta dei campioni e preparazione degli estratti

Nell'ambito di questa azione abbiamo raccolto i campioni (farine, pasta, pane e altri
prodotti da forno ) provenienti dalle aziende partner e da aziende fornitrici di servizi del
progetto in oggetto (Strizzaisemi, NTFOOD e Floriddia). Successivamente i campioni sono

stati sottoposti ad estrazione dei composti nutraceutici.

Campioni

- Farina/Semolato

Farina di grani teneri antichi semi integrali; semolato di grani duri antichi semi integrali;
semolato di grano duro moderno semi integrale, farina di grano saraceno bianco, semi
integrale e integrale; farina di miglio semi integrale e integrale di filiera toscana e farina di
grano tenero e semolato di grano duro commerciale.

- Pane

Pane da farina di grani teneri antichi semi integrali, pane da farina di grani teneri antichi
semi integrali con il 25% di farina di miglio semi integrale, pane da farina di grani teneri

antichi semi integrali con il 25% di farina di grano saraceno semi integrale, panfette
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integrali, crakers multicereali di filiera toscana e pane da farina di grano tenero

commerciale.

- Pasta

Pasta da semolato di grani duri antichi semi integrali, pasta da semolato di grani duri
antichi semi integrali con il 25% di farina di miglio semi integrale, pasta da semolato di
grani duri antichi semi integrali con il 25% di farina di grano saraceno semi integrale,
pasta da farina di grano saraceno di filiera toscana e pasta da semolato di grano duro

commerciale.

Estrazione dei campioni

| campioni di farine, di semolato, di pane e di pasta oggetto dello studio sono stati estratti
in base al metodo di Zhao, H. et al. 2006 con alcune modifiche.

Il protocollo adottato per I'estrazione e messo a punto per la determinazione del loro
valore nutraceutico in termini di attivita antiossidante, contenuto in polifenoli totali, in
flavonoidi totali, rutina e quercetina € stato il seguente:

1 g di campione & stato addizionato a 10 ml di una miscela di metanolo e acido cloridrico 1
N (80:20 v/v). | campioni di pane e pasta, previa estrazione, sono stati ridotti in polvere
fine per mezzo di un mulino a lame.

La soluzione estrattiva, dopo essere stata agitata al vortex, & stata sonicata per 1 ora
utilizzando un bagno a ultrasuoni. Al termine della fase estrattiva i campioni sono stati
nuovamente agitati al vortex e quindi sottoposti a centrifugazione per 5 minuti a 3500 rpm.
Il supernatante & stato trasferito in provette precedentemente tarate e portato a secco
sotto corrente di N,. L'estratto secco cosi ottenuto & stato risospeso in 1 ml di metanolo.
Per facilitare la dissoluzione del residuo, la nuova soluzione estrattiva & stata agitata al
vortex e nuovamente sonicata per 30 minuti in bagno ad ultrasuoni.

L’estratto metanolico concentrato & stato centrifugato a 3500 rpm per 5 minuti e |l
supernatante & stato stoccato a -20°C. Prima dell'analisi cromatografica e
spettrofotometrica, i campioni di estratti sono stati agitati su vortex per 30 sec. e

centrifugati a 13000 rpm per 5 minuti.
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Azione 5.2.2: Metodi di determinazione analitica del contenuto nutraceutico e analisi

statistica

- Attivita antiossidante

L'attivita antiossidante € stata determinata spettrofotometricamente con il test DPPH, che
e utilizzato come misura della capacita scavenging dei radicali liberi da parte del
campione. Il reattivo DPPH & una specie radicalica di colore porpora che assorbe a 515
nm, la scomparsa del colore porpora € correlata alla capacita del DPPH di accettare un
elettrone e quindi alla capacita antiossidante del campione. | risultati sono espressi in mg
equivalenti di acido ascorbico (AA) per grammo di farina/pane/pasta (Bonoli, M. et al
2004).

- Polifenoli

| polifenoli totali sono stati determinati con un metodo spettrofotometrico che si basa
sull'ossidazione dei composti fenolici per opera del reattivo di Folin Ciocalteau (Singleton
et al., 1999). Il reattivo & costituito da una miscela di acido fosfotungstico (HsPW12040) €
acido fosfomolibdico (H3PMo012040). Per reazione con i fenoli, gli acidi si riducono a ossidi
di tungsteno e molibdeno (WgO23 e MogO23) dal tipico colore blu, con un massimo
d'assorbimento a 750 nm. L'acido gallico a concentrazioni note e crescenti & utilizzato
come standard. | risultati sono espressi come mg di acido gallico equivalente (GAE) per
grammo di farina/pane/pasta (Adom et al., 2005).

- Flavonoidi

Il contenuto di flavonoidi totali & stato valutato spettrofotometricamente a 510 nm in
seguito ad una reazione colorimetrica dovuta alla formazione di un complesso di colore
amaranto tra flavonoidi e alluminio. La catechina a concentrazioni note e crescenti & stata
utilizzata come standard (Adom et al., 2005). Il contenuto in flavonoidi & stato espresso
come mg di catechina equivalenti per grammo di farina/pane/pasta (Liu M et al., 2002).

- Rutina e quercetina

Il glicoside flavonico rutina ed il flavonolo quercetina, sono stati determinati mediante
analisi RP-HPLC con rivelatore UV in accordo con il metodo di Zhishen et al.,1999. |
campioni di estratti sono stati filtrati attraverso filtri a membrana di 0.45um e 10 pl sono
stati iniettati nella colonna HPLC. Per |la separazione dei flavonoidi dall'estratto & stata
usata una colonna Gemini C18 (5u, 150x4.6mm i.d.) con una fase mobile costituita da
Metanolo: H,O: H3PO4 (60:40:0.4 v/v) al flusso di 1 ml/min. La temperatura della colonna

era di 25°C. Il detector UV era selezionato allaA di 360 nm. Le quantita di rutina e
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quercetina presenti nei campioni sono state estrapolate dalle rispettive curve di
calibrazione ottenute con concentrazioni note e crescenti dei rispettivi standards correlate

alle aree dei picchi di rutina e quercetina ottenute.

Analisi statistica

Tutte le determinazioni sono state fatte in triplicato ed i valori in grafico rappresentano la
media di tre determinazioni (+ deviazione standard). Per I'analisi statistica & stato usato il
programma Graphpad INSTANT versione 3.06. | dati sono stati analizzati con analisi della
varianza a una via (ANOVA) o con test-t di Student. Valori di p< 0.05 sono stati considerati

significativi.

Azione 5.2.3: Risultati ottenuti

FARINA/SEMOLATO

Nei campioni di farine e semolati descritti precedentemente & stato effettuato uno
screening iniziale di valutazione dell’attivita antiossidante, del contenuto di polifenoli totali,
di flavonoidi totali, di rutina e di quercetina per individuare il prodotto con il maggior
contenuto nutraceutico (fig.63-57). | risultati in Tab. 64 sono espressi come variazione %

rispetto alla farina bianca commerciale considerata come farina di riferimento (100%).

Attivita antiossidante

| risultati (fig.63 e tab.11) hanno evidenziato che la farina di grano saraceno integrale
possiede la maggiore attivita antiossidante (+74%) rispetto alla farina bianca
commerciale. Tra le farine esaminate la miscela di grani duri antichi con 25% di miglio, la
miscela di grani duri antichi con 25% di grano saraceno e la farina di grani duri antichi
mostrano una piu elevata attivita antiossidante rispetto alla farina di riferimento (+40%,
+31%, + 36% rispettivamente). L'analisi della varianza dimostra che le farine esaminate
sono significativamente diverse (p<0.05). La maggiore attivita antiossidante & presente
nella farina di grano saraceno integrale (g) (1.88 mg eq ac. ascorbico/g farina) seguita da
grani duri antichi con 25% di grano saraceno semi integrale (f) (1.52 mg eq ac. ascorbico/g
farina), mentre la minore attivita antiossidante € presente nella farina di miglio integrale

Strizzaisemi (0.93 mg eq ac. ascorbico/g farina).
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Fig.63 Attivita Antiossidante nelle farine e nei semolati: farina bianca commerciale, semolato di
grani duri antichi semi integrale (s.i.), farina di grano saraceno s.i., farina di miglio s.i., semolato di
grani duri antichi s.i. + 25% di farina di miglio s.i., semolato di grani duri antichi s.i. + 25% di farina
di grano saraceno s.i., farina di grani teneri antichi s.i., , farina di grani teneri antichi s.i. + il 25% di
farina di miglio s.i., farina di grani teneri antichi s.i.+ il 25% di farina di grano saraceno s.i., farina di
miglio integrale (i.), farina di grano saraceno i., farina di grano saraceno s.i. e farina bianca di
grano saraceno. Le diverse lettere riportate sugli istogrammi indicano differenze statisticamente
significative (test ANOVA a una via ; p< 0.05)

Polifenoli totali

| risultati (fig. 64 e tab. 11) hanno evidenziato che le farine di grano saraceno integrale e
semi integrale possiedono il maggior contenuto di polifenoli sia rispetto alla farina bianca
commerciale considerata come riferimento (+345% e + 276%) sia rispetto alle altre farine.
L'analisi della varianza dimostra che tutte la farine esaminate, tranne la farina di grani
teneri antichi che non ¢& significativamente diversa, hanno una quantita di polifenoli
significativamente piu elevata della farina bianca commerciale (p<0,05). Il maggior
contenuto di polifenoli totali & presente nella farina di grano saraceno integrale
Strizzaisemi (13.7 mg eq ac. gallico/g farina) e nella farina di grano saraceno semi
integrale NTFOOD (13.8 mg eq ac. gallico/g farina) seguita dalla farina bianca di grano
saraceno NTFOOD (12.0 mg eq ac. gallico/g farina) e farina di grano saraceno semi

integrale Floriddia (11.62 mg eq ac. gallico/g farina).
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Fig.64. Contenuto di Polifenoli Totali in vari tipi di farina e semolato: farina bianca commerciale,
semolato di grani duri antichi semi integrale (s.i.), farina di grano saraceno s.i., farina di miglio s.i.,
semolato di grani duri antichi s.i. + 25% di farina di miglio s.i., semolato di grani duri antichi s.i. +
25% di farina di grano saraceno s.i., farina di grani teneri antichi s.i., , farina di grani teneri antichi
s.i. + il 25% di farina di miglio s.i., farina di grani teneri antichi s.i.+ il 25% di farina di grano
saraceno s.i., farina di miglio integrale (i.), farina di grano saraceno i., farina di grano saraceno s.i.
e farina bianca di grano saraceno. Le diverse lettere riportate sugli istogrammi indicano differenze
statisticamente significative (test ANOVA a una via ; p< 0.05)

Flavonoidi totali

La valutazione del contenuto di flavonoidi nei vari tipi di farine (fig.65 e tab.11), ha
evidenziato che le farine di grano saraceno integrale Strizzaisemi e semi integrale
NTFOOD possiedono il maggior contenuto di flavonoidi totali rispetto alla farina bianca
commerciale considerata come riferimento (+1712% e +1664% rispettivamente). L'analisi
della varianza dimostra che tutte le farine esaminate hanno una quantita di flavonoidi
significativamente piu elevata rispetto alla farina bianca commerciale (p<0,05). [l maggior
contenuto di Flavonoidi totali & presente nella farina di grano saraceno integrale
Strizzaisemi (1.81 mg eq catechina/g farina) e nella farina di grano saraceno semi

integrale NTFOOD (1.76 mg eq. catechina/g farina).
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Fig 65. Contenuto di Flavonoidi Totali in vari tipi di farina e semolato: farina bianca commerciale,
semolato di grani duri antichi semi integrale (s.i.), farina di grano saraceno s.i., farina di miglio s.i.,
semolato di grani duri antichi s.i. + 25% di farina di miglio s.i., semolato di grani duri antichi s.i. +
25% di farina di grano saraceno s.i., farina di grani teneri antichi s.i., , farina di grani teneri antichi
s.i. + il 25% di farina di miglio s.i., farina di grani teneri antichi s.i.+ il 25% di farina di grano
saraceno s.i., farina di miglio integrale (i.), farina di grano saraceno i., farina di grano saraceno s.i.
e farina bianca di grano saraceno. Le diverse lettere riportate sugli istogrammi indicano differenze
statisticamente significative (test ANOVA a una via ; p< 0.05)

Rutina e quercetina

| risultati ottenuti sono riportati nelle fig. 66 - 67 e nella tab. 11.

Per quanto riguarda il contenuto dei flavonoidi rutina e quercetina la farina di grano
saraceno integrale mostra il maggior contenuto di entrambe le sostanze (+5860% rutina,
+2246 % quercetina) rispetto alla farina bianca commerciale di riferimento.

L'analisi della varianza dimostra che tutte la farine esaminate hanno una quantita di rutina
e quercetina significativamente piu elevata della farina bianca commerciale (p<0,05). Il
maggior contenuto di rutina e quercetina & presente nella farina di grano saraceno
integrale Strizzaisemi (982 pg/g e 363 ug/g rispettivamente) e nella farina di grano

saraceno semi integrale NTFOOD (702 ug/g e 366 ug/g rispettivamente).
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Fig.66. Contenuto di Rutina in vari tipi di farina e semolato: farina bianca commerciale, semolato di
grani duri antichi semi integrale (s.i.), farina di grano saraceno s.i., farina di miglio s.i., semolato di
grani duri antichi s.i. + 25% di farina di miglio s.i., semolato di grani duri antichi s.i. + 25% di farina
di grano saraceno s.i., farina di grani teneri antichi s.i., , farina di grani teneri antichi s.i. + il 25% di
farina di miglio s.i., farina di grani teneri antichi s.i.+ il 25% di farina di grano saraceno s.i., farina di
miglio integrale (i.), farina di grano saraceno i., farina di grano saraceno s.i. e farina bianca di
grano saraceno. Le diverse lettere riportate sugli istogrammi indicano differenze statisticamente
significative (test ANOVA a una via ; p< 0.05)
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Fig.67. Contenuto di Quercetina in vari tipi di farina e semolato: farina bianca commerciale,
semolato di grani duri antichi semi integrale (s.i.), farina di grano saraceno s.i., farina di miglio s.i.,
semolato di grani duri antichi s.i. + 25% di farina di miglio s.i., semolato di grani duri antichi s.i. +
25% di farina di grano saraceno s.i., farina di grani teneri antichi s.i., , farina di grani teneri antichi
s.i. + il 25% di farina di miglio s.i., farina di grani teneri antichi s.i.+ il 25% di farina di grano
saraceno s.i., farina di miglio integrale (i.), farina di grano saraceno i., farina di grano saraceno s.i.
e farina bianca di grano saraceno. Le diverse lettere riportate sugli istogrammi indicano differenze
statisticamente significative (test ANOVA a una via ; p< 0.05)
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Tab.11 Variazione % dell’Attivita Antiossidante, del contenuto di Polifenoli Totali, Flavonoidi Totali,
Quercetina e Rutina in vari tipi di FARINA/SEMOLATO rispetto la farina bianca commerciale

FARINA/SEMOLATO

(s.i. = semi integrale, i. = integrale)
Commerciale

Grani teneri antichi s.i.
Grani duri antichi s.i.

Grano saraceno s.i.

Miglio s.i.

Grani duri antichi + 25% miglio s.i.
Grani duri antichi + 25% saraceno s.i.

Grani teneri antichi + 25% miglio s.i.

Miglio i. Strizzaisemi
Grano saraceno i. Strizzaisemi
Grano saraceno s.i. NTFOOD

Bianca grano saraceno NTFOOD

Grani teneri antichi + 25% saraceno s.i.

Attivita Polifenoli Flavonoidi
Antiossidante
+15,9 +0,8 +227,7
+36,8 +14,1 +396,0
+ 26,8 +276,5 +1432,1
+4,4 +169,2 +1076,6
+30,9 +136,5 +486,7
+40,5 + 88,2 +490,2
+13,0 +49,1 +416,1
+1,4 +57,1 +352,6
-13,8 +161,3 +1492,9
+74,4 +343,7 +1712,9
+32,0 +345,7 +1664,5
+9,0 +290,3 +1170,3

Quercetina

+566,7

+353,1

+1569,9

+1232,7

+408,1

+ 806,6

+624,9

+1311,0

+1279,9

+2246,3

+2270,2

+1000,7

Rutina

+1430,1

+1526,0

+3852,3

+2827,3

+1587,0

+2690,0

+1938,8

+3923,6

+3092,1

+5860,5

+4160,2

+2425,5
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PANE

Nei campioni di pane esaminati € stata valutata lattivita antiossidante, il contenuto di
polifenoli totali, di flavonoidi totali, di rutina e di quercetina (fig.68-72). | risultati sono
espressi come variazione % rispetto alla relativa farina (100%). Inoltre, al fine di valutare
I'effetto della cottura sul contenuto dei nutraceutici nelle diverse parti del pane, abbiamo
determinato Iattivita antiossidante, i polifenoli totali, i flavonoidi totali, la rutina e la
quercetina nella crosta e nell'interno dei pani di filiera toscana (fig.73-77 e tab.12). Questa
azione non era prevista nel progetto originale, ma dati dalla letteratura internazionale (Yu
and Beta, 2015) evidenziano delle differenze significative di bioaccessibilita ai nutraceutici
(es. polifenoli) legate sia ai processi di panificazione che alla cottura in forno che espone
le parti del pane a temperature diverse. Pertanto abbiamo voluto verificare se i nostri

risultati confermavano queste evidenze.

Attivita antiossidante

Nei 4 tipi di pane esaminati (fig.68) si osserva, in generale, una diminuzione dell’attivita
antiossidante rispetto alla relativa farina compresa tra il 26% (pane di grani teneri antichi
con 25% di miglio ) e il 36% (pane bianco commerciale), mentre solo il pane di grani teneri

antichi con il 25% di grano saraceno semi integrale mostra una maggiore attivita
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antiossidante (+9%). L'analisi della varianza dimostra che tutti i pani esaminati mostrano
una attivita antiossidante significativamente piu elevata del pane di grano tenero
commerciale (a) (0.69 mg eq ac. ascorbico/g). La maggiore attivita antiossidante &
presente nel pane di grani teneri antichi +25% di grano saraceno semi integrale (c) (1.19

mg eq ac. ascorbico/g) (p<0.05).
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Fig.68. Attivita Antiossidante nel pane di grani teneri antichi semi integrale (s.i.) e relativa farina,
nel pane di grani teneri antichi s.i.+ il 25% di miglio s.i. e relativa farina, nel pane di grani teneri
s.i.+ il 25% di grano saraceno s.i. e relativa farina, nel pane di grani teneri commerciale e relativa
farina commerciale. Le diverse lettere riportate sugli istogrammi indicano differenze statisticamente
significative (test ANOVA a una via ; p< 0.05)

Polifenoli totali

Nei 3 tipi di pane di filiera toscana esaminati si osserva un aumento del contenuto di
polifenoli totali rispetto alla relativa farina considerata come riferimento, mentre nel pane
bianco commerciale il contenuto in polifenoli rispetto alla relativa farina risulta diminuito (-
20%). Il piu alto livello di polifenoli € risultato nel pane di grani teneri antichi con il 25% di
grano saraceno semi integrale (+71%) (fig. 69 e tab. 12). L'analisi della varianza dimostra

che tutti i pani esaminati mostrano un contenuto di polifenoli totali significativamente piu
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elevata del pane di grano tenero commerciale (a) (2.45 mg eq ac.gallico/g). Il maggiore
contenuto di polifenoli &€ presente nel pane di grani teneri antichi +25% di grano saraceno

semi integrale (c) (8.31 mg eq ac. gallico /g) (p<0.05).
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Fig. 69. Contenuto di Polifenoli Totali nel pane di grani teneri antichi semi integrale (s.i.) e relativa
farina, nel pane di grani teneri antichi s.i.+ il 25% di miglio s.i. e relativa farina, nel pane di grani
teneri s.i.+ il 25% di grano saraceno s.i. e relativa farina, nel pane di grani teneri commerciale e
relativa farina commercial. Le diverse lettere riportate sugli istogrammi indicano differenze
statisticamente significative (test ANOVA a una via ; p< 0.05)

Flavonoidi totali

Nei 3 tipi di pane di filiera toscana esaminati, 'aumento del contenuto di flavonoidi totali si
osserva solo nel pane di grani teneri antichi con il 25% di grano saraceno semi integrale
(+14%) rispetto alla relativa farina considerata come riferimento; tutti gli altri tipi di pane,
solo grani teneri antichi o con 25% di miglio o pane bianco commerciale, evidenziano una
riduzione dei livelli di flavonoidi (-16%, -52%, -75% rispettivamente) (fig. 70, tab.12).
L'analisi della varianza evidenzia che tutti i pani esaminati mostrano un contenuto di
flavonoidi totali significativamente piu elevato del pane di grano tenero commerciale (a)

(0.025 mg eq catechina/g). Il maggiore contenuto di flavonoidi &€ presente nel pane di grani
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teneri antichi +25% di grano saraceno semi integrale (c) (0.512 mg eq catechina /g)
(p<0.05).

0.5

mg equivalenti Catechina/g

teneri antichi teneri antichi + miglio teneri antichi + saraceno Commerciale

Fig.70. Contenuto di Flavonoidi Totali nel pane di grani teneri antichi semi integrale (s.i.) e relativa
farina, nel pane di grani teneri antichi s.i.+ il 25% di miglio s.i. e relativa farina, nel pane di grani
teneri s.i.+ il 25% di grano saraceno s.i. e relativa farina, nel pane di grani teneri commerciale e
relativa farina commerciale. Le diverse lettere riportate sugli istogrammi indicano differenze
statisticamente significative (test ANOVA a una via ; p< 0.05)

Rutina e quercetina

Nei 3 tipi di pane di filiera toscana e nel pane bianco commerciale esaminati si osserva un
aumento del contenuto sia di rutina che di quercetina rispetto alla relativa farina
considerata come riferimento (fig.71-72, tab.12). L'analisi della varianza dimostra che il piu
alto livello di dei due flavonoidi analizzati € stato rilevato nel pane di grani teneri antichi
con 25% di grano saraceno (d) (rutina 709 pg/g) e (c) (quercetina 249 ug/g,). Tutti i pani
di filiera toscana analizzati mostrano quantita significativamente maggiori di quercetina e

rutina rispetto al pane bianco commerciale (p<0.05)
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Fig. 71. Contenuto di Rutina nel pane di grani teneri antichi semi integrale (s.i.) e relativa farina,
nel pane di grani teneri antichi s.i.+ il 25% di miglio s.i. e relativa farina, nel pane di grani teneri
s.i.+ il 25% di grano saraceno s.i. e relativa farina, nel pane di grani teneri commerciale e relativa
farina commerciale. Le diverse lettere riportate sugli istogrammi indicano differenze statisticamente
significative (test ANOVA a una via ; p< 0.05)
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Fig. 71. Contenuto di Quercetina nel pane di grani teneri antichi semi integrale (s.i.) e relativa
farina, nel pane di grani teneri antichi s.i.+ il 25% di miglio s.i. e relativa farina, nel pane di grani
teneri s.i.+ il 25% di grano saraceno s.i. e relativa farina, nel pane di grani teneri commerciale e
relativa farina commerciale. Le diverse lettere riportate sugli istogrammi indicano differenze
statisticamente significative (test ANOVA a una via ; p< 0.05)
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Valutazione dei parametri nutraceutici nel pane suddiviso in diverse parti

| risultati ottenuti dall'analisi del pane suddiviso in crosta e interno hanno evidenziato un
incremento di tutti i componenti bioattivi nella crosta del pane rispetto al pane intero e alla
parte interna per tutti i pani esaminati. Comunque la crosta del pane di grani teneri s.i.+ il
25% di grano saraceno s.i. ha dimostrato di possedere la maggiore attivita antiossidante
(1.26 mg eq ac. ascorbico/g), il maggior contenuto di polifenoli totali (8.59 mg eq ac.
gallico/g), di flavonoidi totali (0.66 mg eq catechina/g), di rutina (730 pg/g) e di quercetina
(2361 ug/g). Questi dati sono in linea con quelli riportati in letteratura (fig. 73- 77 e tab. 12).
L'analisi statistica (test t, pane crosta vs pane interno) ha dimostrato che il contenuto di
polifenoli nei pani di filiera toscana non & significativamente diverso tra crosta e interno; lo
stesso per quanto riguarda il contenuto di rutina nel pane di grani teneri antichi e nel pane
di grani teneri antichi + 25% di grano saraceno. Analogamente, il contenuto di quercetina

non € significativamente diverso tra la crosta e l'interno nel pane di grani teneri antichi.
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Fig. 73. Attivita antiossidante nel pane di grani teneri antichi semi integrale, pane di grani teneri
antichi semi integrale + 25% di miglio, pane di grani teneri antichi semi integrale + 25% di grano
saraceno suddiviso in diverse parti (crosta e interno) e nelle relative farina.
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Fig.74. Contenuto di polifenoli totali nel pane di grani teneri antichi semi integrale, pane di grani
teneri antichi semi integrale + 25% di miglio, pane di grani teneri antichi semi integrale + 25% di
grano saraceno suddiviso in diverse parti (crosta e interno) e nelle relative farine
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Fig. 75. Contenuto di flavonoidi totali nel pane di grani teneri antichi semi integrale, pane di grani
teneri antichi semi integrale + 25% di miglio, pane di grani teneri antichi semi integrale + 25% di
grano saraceno suddiviso in diverse parti (crosta e interno) e nelle relative farine
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Fig. 76. Contenuto di Rutina nel pane di grani teneri antichi semi integrale, pane di grani teneri
antichi semi integrale + 25% di miglio, pane di grani teneri antichi semi integrale + 25% di grano
saraceno suddiviso in diverse parti e nelle relative farine
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Fig. 77. Contenuto di Quercetina nel pane di grani teneri antichi semi integrale, pane di grani teneri
antichi semi integrale + 25% di miglio, pane di grani teneri antichi semi integrale + 25% di grano
saraceno suddiviso in diverse parti e nelle relative farine

Tab. 12. Variazione % dell’Attivita Antiossidante, del contenuto di Polifenoli, Flavonoidi, Quercetina
e Rutina in vari tipi di PANE (intero, crosta e interno) rispetto alla relativa farina.
Test T: pane crosta vs pane interno. a= p< 0,05; b= p< 0,01; c= p< 0,001; NS= non significativo

Farina/Pane Attivita Polifenoli Flavonoidi Quercetina Rutina
(s.i. = semi integrale, i. = integrale) Antiossidante

FARINA grani teneri Commerciale

PANE di grani teneri Commerciale -36 -20 -75 +13 +32

FARINA grani teneri antichi

PANE di grani teneri antichi -29 +25 -16 +23 +9
PANE di grani teneri antichi Crosta -202 +57NS + 23b +9NS +15NS
PANE di grani teneri antichi Interno -35 +44 -46 +39 +4

FARINA grani teneri antichi + 25% miglio s.i.

PANE teneri antichi + 25% miglio s.i. -26 +21 -52 +29 +15
PANE teneri antichi + 25% miglio s.i. Crosta -6 + 28NS -46° +52P +20°
PANE teneri antichi + 25% miglio s.i. Interno -20 +23 -75 +11 +14

FARINA grani teneri antichi + 25% saraceno s.i.

PANE teneri antichi + 25% grano saraceno s.i. +9 +71 +14 +14 +6
PANE teneri antichi + 25% grano saraceno s.i. Crosta +15°¢ +77NS +46° +19° +9Ns
PANE teneri antichi + 25% grano saraceno s.i. Interno +3 + 65 -16 +8 +3
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Valutazione del contenuto nutraceutico nei prodotti da forno dell'Azienda NTFOOD
Sono stati analizzati i seguenti prodotti da forno per l'alimentazione del paziente celiaco
provenienti dalla ditta NTFOOD:

* Mini crackers multicereali gluten free (2,2 % grano saraceno)

* Panfette integrali gluten free (9 % grano saraceno).
In questi prodotti &€ stata valutata I'attivita antiossidante, il contenuto di polifenoli totali, di
flavonoidi totali, di rutina e quercetina. | risultati hanno evidenziato una maggiore attivita
antiossidante e un piu alto contenuto di polifenoli, di flavonoidi, di rutina e di quercetina
nelle panfette integrali gluten free rispetto ai mini crackers multicereali gluten free ( 3.1 mg
eq ac. ascorbico/g; 11.5 mg eq ac. gallico/g; 1.7 mg eq catechina/g; 235.5 pg/g e 140.2
pg/g rispettivamente) (fig.78 e fig.79).
Data la diversa tipologia e contenuto di grano saraceno e di altri componenti non & stata
possibile una comparazione dei due prodotti NTFOOD tra di loro né con i prodotti da forno
(pane) forniti dall’azienda Floriddia. Pertanto i risultati sono espressi in fig. 16-17 come
valori assoluti di contenuto delle molecole bioattive testate e della capacita antiossidante

dei singoli prodotti.

14 -

B mini crackers multicereali gluten free (2,2 %
grano saraceno)
12

m panfette integrali gluten free (9 % grano
saraceno)

10

Attivita antiossidante in mg equiv. Ac. Contenuto di polifenoli in mg equiv. Ac. Contenuto di flavonoidi in mg equiv.
Ascorbico/g Gallico/g Catechina/g

Fig.78. Contenuto di flavonoidi, polifenoli e attivita antiossidante nei prodotti da forno NTFOOD
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Fig. 79. Contenuto di rutina e di quercetina nei prodotti da forno NTFOOD.

PASTA

Nei campioni di pasta é& stata valutata lattivita antiossidante, il contenuto di polifenoli
totali, di flavonoidi totali, di rutina e di quercetina. | risultati sono espressi come variazione
% rispetto al relativo semolato (100%) (tab.13).

Anche in questo caso abbiamo valutato come la cottura potesse influenzare il contenuto
nutraceutico delle 4 paste esaminate. Questa azione non era compresa nel progetto
originale, ma i dati dalla letteratura internazionale evidenziano delle differenze significative
legate alla cottura (bollitura a 100°C in acqua) che espone la pasta ad un processo di
dilavamento che pu0 alterare il contenuto in principi bioattivi solubili in acqua; pertanto

abbiamo voluto verificare se i nostri risultati confermavano queste evidenze.

Attivita antiossidante

| risultati ottenuti sono riportati in fig.80 e tab.13. L’attivita antiossidante & maggiore nella
pasta di grani duri antichi (+70%) e nella pasta di grani duri antichi con il 25% di miglio
(+64%) mentre la pasta di grano duro commerciale mostra una riduzione di attivita
antiossidante (-19%) rispetto al relativo semolato. L'analisi della varianza dimostra che le
paste esaminate sono significativamente diverse (p<0.05). La maggiore attivita
antiossidante & presente nella pasta di grani duri antichi (d) (2.5 mg eq ac. ascorbico/g),
mentre la minore attivita antiossidante € presente nella pasta commerciale (a) (1.1 mg eq

ac. ascorbico/g). | risultati ottenuti dopo cottura in acqua a 100°C hanno dimostrato che
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tutti i tipi di pasta oggetto dello studio subiscono un'importante riduzione del contenuto di
nutraceutici rispetto alla pasta cruda come si evince dalla fig.18. Infatti I'attivita
antiossidante della pasta di grani duri antichi riduce la sua attivita antiossidante di circa 2,5

volte; il valore dopo la cottura € risultato essere 1.1 mg eq ac. ascorbico/g.
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Fig.80. Attivita Antiossidante della pasta cruda e cotta di grani duri antichi semi integrale (s.i.) e
relativo semolato, della pasta cruda e cotta di grani duri antichi s.i. + il 25% di miglio s.i. e relativo
semolato, della pasta cruda e cotta di grani duri antichi s.i. + il 25% di grano saraceno s.i. e
relativo semolato, della pasta commerciale cruda e cotta di grani duri e relativo semolato
commerciale. Le diverse lettere riportate sugli istogrammi indicano differenze statisticamente
significative (test ANOVA a una via ; p< 0.05)

Polifenoli totali

| risultati ottenuti sono riportati in fig. 81 e tab. 13. | contenuto di polifenoli totali &€ maggiore
nella pasta di grani duri antichi cruda e cotta (+36% e +46% ) mentre diminuisce in tutte le
altre paste esaminate rispetto alla relativa semola. L'analisi della varianza dimostra che la
pasta di grani duri antichi (c) e la pasta di grani duri antichi pit 25% di miglio (c), hanno il
maggior contenuto di polifenoli (4.8 mg eq ac. gallico/g e 5.2 mg eq ac. gallico/g
rispettivamente). Dopo cottura in acqua a 100°C solo la pasta di grani duri antichi

mantiene il proprio contenuto di polifenoli.
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Fig.81. Contenuto di Polifenoli Totali nella pasta cruda e cotta di grani duri antichi semi integrale
(s.i.) e relativo semolato, nella pasta cruda e cotta di grani duri antichi s.i. + il 25% di miglio s.i. e
relativo semolato, nella pasta cruda e cotta di grani duri antichi s.i. + il 25% di grano saraceno s.i.
e relativo semolato, nella pasta commerciale cruda e cotta di grani duri e relativo semolato
commerciale. Le diverse lettere riportate sugli istogrammi indicano differenze statisticamente
significative (test ANOVA a una via ; p< 0.05)

Flavonoidi totali

| risultati ottenuti sono riportati in fig. 82 e tab.13. Il contenuto di flavonoidi totali &
drasticamente ridotto in tutti i tipi di pasta (cruda e cotta) esaminati, con un massimo di -
84% nella pasta di grani duri antichi e di -85% nella pasta cotta di grani duri antichi + 25%
di miglio, rispetto ai relativi semolati (tab. 4). L'analisi della varianza dimostra che solo la
pasta di grani duri antichi (a) possiede il minor contenuto di flavonoidi totali (0.08 mg eq
catechina /g) rispetto alle altre paste esaminate anche se dopo cottura il suo contenuto di

flavonoidi incrementa (0.17 mg eq catechina /g).
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Fig.82. Contenuto di Flavonoidi Totali nella pasta cruda e cotta di grani duri antichi semi integrale
(s.i.) e relativo semolato, nella pasta cruda e cotta di grani duri antichi s.i. + il 25% di miglio s.i. e
relativo semolato, nella pasta cruda e cotta di grani duri antichi s.i. + il 25% di grano saraceno s.i.
e relativo semolato, nella pasta commerciale cruda e cotta di grani duri e relativo semolato
commerciale. Le diverse lettere riportate sugli istogrammi indicano differenze statisticamente
significative (test ANOVA a una via ; p< 0.05)

Rutina e quercetina

| risultati ottenuti sono riportati nelle fig. 83- 84 e tab 13. Il contenuto di rutina e quercetina
risulta diminuito in tutti i tipi di pasta (cruda e cotta) rispetto al relativo semolato; la maggior
riduzione di rutina si osserva nella pasta commerciale cotta (-32%) mentre il minor
contenuto di quercetina si osserva nella pasta commerciale cruda rispetto al relativo
semolato. Dall'analisi della varianza si evince che il maggior contenuto di rutina (429 ug/g)
e di quercetina (126 pg/g) € presente nella pasta di grani duri antichi+ 25% di grano

saraceno (c).
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Fig.83. Contenuto di Rutina nella pasta cruda e cotta di grani duri antichi semi integrale (s.i.) e
relativo semolato, nella pasta cruda e cotta di grani duri antichi s.i. + il 25% di miglio s.i. e relativo
semolato, nella pasta cruda e cotta di grani duri antichi s.i. + il 25% di grano saraceno s.i. e
relativo semolato, nella pasta commerciale cruda e cotta di grani duri e relativo semolato
commerciale. Le diverse lettere riportate sugli istogrammi indicano differenze statisticamente
significative (test ANOVA a una via ; p< 0.05)
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Fig.84. Contenuto di Quercetina nella pasta cruda e cotta di grani duri antichi semi integrale (s.i.) e
relativo semolato, nella pasta cruda e cotta di grani duri antichi s.i. + il 25% di miglio s.i. e relativo
semolato, nella pasta cruda e cotta di grani duri antichi s.i. + il 25% di grano saraceno s.i. e
relativo semolato, nella pasta commerciale cruda e cotta di grani duri e relativo semolato
commerciale. Le diverse lettere riportate sugli istogrammi indicano differenze statisticamente
significative (test ANOVA a una via ; p< 0.05)
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Tab.13. Variazione % dell’Attivita Antiossidante, del contenuto di Polifenoli Totali, Flavonoidi Totali, Quercetina e
Rutina in vari tipi di PASTA (cruda e cotta) rispetto al relativo semolato.

Semolato/Pasta Attivita Polifenoli Flavonoidi Quercetina  Rutina
(s.i. = semi integrale, i. = integrale) Antiossidante

SEMOLATO grani duri Commerciale

PASTA di grani duri Commerciale -19 -28 -56 -36 -18

PASTA di grani duri Commerciale COTTA -37 -50 -64 -16 -32

SEMOLATO grani duri antichi s.i.

PASTA di grani duri antichi s.i. +70 +36 -84 -11 -10
PASTA di grani duri antichi s.i. COTTA -36 +46 -66 -4 -24

SEMOLATO grani duri antichi + 25% miglio s.i.

PASTA duri antichi + 25% miglio s.i. +64 -29 -73 -11 -10

PASTA duri antichi + 25% miglio s.i. COTTA -36 -61 -85 -13 -15

SEMOLATO grani duri antichi + 25% saraceno s.i.

PASTA duri antichi + 25% grano saraceno s.i. +7 -26 -76 -10 -7
PASTA duri antichi + 25% grano saraceno s.i. COTTA -39 -55 -57 -27 -22

Valutazione della trasferibilita dei composti nutraceutici nella pasta trattata con due
diverse modalita di cottura.

| risultati ottenuti dall'analisi del contenuto dei principi nutraceutici nella pasta dopo cottura
per ebollizione in acqua a100°C, hanno evidenziato una generale diminuzione degli stessi
nella pasta cotta. Pertanto, al fine di preservare il valore nutraceutico della pasta, sono
stati messi a confronto due diversi metodi di preparazione: quello tradizione
dell'ebollizione in eccesso di acqua e un metodo innovativo (mantecatura), che prevede
I'addizione di piccoli volumi di acqua durate il corso della cottura evitando cosi |l
dilavamento della materia amidacea e di composti bioattivi cui viene sottoposta la pasta
con il metodo di cottura tradizionale.

Questa azione, non prevista dal progetto iniziale, & stata applicata ai seguenti campioni:
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+ Semolato semi integrale di grani duri antichi (Cappelli, Taganrog, Timilia, Etrusco
S.P. Turanicum)

+ Pasta da semolato semi integrale di grani duri antichi

* Semolato semi integrale di grani duri antichi 75%+ farina semi integrale di miglio
25%

» Pasta da semolato semi integrale di grani duri antichi 75% + farina semi integrale di
miglio 25%

+ Semolato semi integrale di grani duri antichi 75% + farina semi integrale di grano
saraceno 25%

» Pasta da semolato semi integrale di grani duri antichi 75% + farina semi integrale di
grano saraceno 25%

« Semolato semi integrale di grano duro moderno varieta Claudio

+ Pasta da semolato semi integrale di grano duro moderno varieta Claudio

« Semolato di grano duro commerciale

» Pasta di grano duro commerciale

» Pasta da farina integrale di grano saraceno

Nel secondo anno di svolgimento del progetto abbiamo ripetuto la determinazione delle
molecole bioattive in tutti i campioni di farina/semolato e di pasta di filiera toscana che ci
sono stati forniti dalle aziende partner (tranne il semolato di grano duro e la relativa pasta
commerciale), aggiungendo una seconda modalita di cottura. Queste paste che abbiamo
analizzato comprendono anche quelle che sono state somministrate ai soggetti sensibili al
glutine arruolati nella fase di sperimentazione clinica. Inoltre abbiamo analizzato |l

contenuto nutraceutico della pasta di solo grano saraceno indicata per i pazienti celiaci.

Attivita antiossidante

| risultati ottenuti sono riportati in fig.85 e tab.14. L'attivita antiossidante misurata nella
pasta cotta mantecata risulta significativamente incrementata in tutti i tipi di pasta rispetto
alla pasta cotta con il metodo tradizionale (test t di student; pasta cotta mantecata vs pasta
cotta) (tab.14). Il maggiore incremento si osserva nella pasta di grani duri antichi (+106%)
(fig 85). Come si pud notare nella fig.85, I'attivita antiossidante del semolato commerciale
presenta un valore estremamente elevato (1.79 mg eq ac. ascorbico/g). Questo risultato
puod essere giustificato dal Reg. (UE) n°1129/2011
(http://data.europa.eu/eli/reg/2011/1129/0j) che consente l'aggiunta di additivi alimentari
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nelle farine senza I'obbligo di dichiararli in etichetta. Tra questi &€ presente I'acido ascorbico
(E300) nella quantita quantum satis come additivo antiossidante; questo genera un
risultato anomale dell'attivita antiossidante del semolato commerciale in quanto tale attivita

€ espressa in mg eq di acido ascorbico /g.
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Fig.85. Attivita antiossidante nella Pasta cruda, cotta e cotta mantecata di: grani duri e relativo
semolato commerciale, grani duri antichi semi integrali e relativo semolato, grano duro moderno
semi integrale e relativo semolato, grani duri antichi semi integrali + il 25% di miglio e relativo
semolato, grani duri antichi semi integrali + il 25% di grano saraceno e relativo semolato.

Polifenoli Totali

| risultati ottenuti sono riportati in fig.86 e tab.14. Il contenuto di polifenoli totali misurati
nella pasta cotta mantecata risulta significativamente incrementata in tutti i tipi di pasta
rispetto alla pasta cotta con il metodo tradizionale, tranne per la pasta commerciale (test t
di student; pasta cotta mantecata vs pasta cotta) (tab.14). Il maggiore incremento si
osserva nella pasta di grani duri antichi (+54.4%) e nella pasta di grani duri antichi+ 25%

di grano saraceno (+42.3%) (fig 86).
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Fig.86. Contenuto di Polifenoli Totali nella pasta cruda, cotta e cotta mantecata di: grani duri e
relativo semolato commerciale, grani duri antichi semi integrali e relativo semolato, grano duro
moderno semi integrale e relativo semolato, grani duri antichi semi integrali + il 25% di miglio e
relativo semolato, grani duri antichi semi integrali + il 25% di grano saraceno e relativo semolato

Flavonoidi Totali

| risultati ottenuti sono riportati in fig.87 e tab.14. Il contenuto di flavonoidi totali misurati
nella pasta cotta mantecata risulta significativamente incrementata in tutti i tipi di pasta
rispetto alla pasta cotta con il metodo tradizionale (test t di student; pasta cotta mantecata
vs pasta cotta) (tab.14). Il maggiore incremento si osserva nella pasta di grani duri antichi
(+45.4%) e nella pasta di grani duri antichi+ 25% di miglio (+38.9%) (fig 87).
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Fig.87. Contenuto di Flavonoidi Totali nella pasta cruda, cotta e cotta mantecata di: grani duri e
relativo semolato commerciale, grani duri antichi semi integrali e relativo semolato, grano duro
moderno semi integrale e relativo semolato, grani duri antichi semi integrali + il 25% di miglio e
relativo semolato, grani duri antichi semi integrali + il 25% di grano saraceno e relativo semolato

Tab.14 Incremento % dell'Attivita Antiossidante, dei Polifenoli e dei Flavonoidi nella Pasta cotta
mantecata rispetto alla Pasta cotta in acqua a 100 °C ( metodo tradizionale)

Test T: pasta Cotta Mantecata vs pasta Cotta (a) = p< 0,05; (b)=p<0,01; (c) = p< 0,001
o
PASTA Attivita antiossidante Polifenoli Flavonoidi
Pasta COTTA da grani duri Commerciale
b Nessuna
Pasta COTTA MANTECATA da grani duri Commerciale 28,7 variazione 32,0 ¢
Pasta COTTA da farina di grani duri antichi
Pasta COTTA MANTECATA da farina di grani duri
antichi 105,9° 54,4° 45,4
Pasta COTTA da farina di grani duri moderni
Pasta COTTA MANTECATA da farina di grani duri
moderni 14,5¢ 20,1° 23,2°
Pasta COTTA da farina di grani duri antichi + MIGLIO

Pasta COTTA MANTECATA da farina di grani duri a c c

antichi + MIGLIO 11,2 36,4 38,9

Pasta COTTA da farina di grani duri antichi + Grano
Saraceno

Pasta COTTA MANTECATA da farina di grani duri c c a

antichi + Grano Saraceno 66,5 42,3 11,1

Pasta COTTA 100% Grano Saraceno

c c c

Pasta COTTA MANTECATA 100% Grano Saraceno 90,5 6,5 59,1

Rutina e Quercetina

| risultati ottenuti sono riportati in fig. 88-89 e tab.15. Il contenuto di rutina misurato nella
pasta cotta mantecata risulta significativamente incrementato in tutti i tipi di pasta rispetto
alla pasta cotta con il metodo tradizionale (test t di student; pasta cotta mantecata vs pasta
cotta) (tab.6). Il maggiore incremento si osserva nella pasta di grano duro commerciale
(+17.4%) e nella pasta di grani duri moderni (+17.3%). Il contenuto di quercetina misurato
nella pasta cotta mantecata risulta significativamente incrementato in tutti i tipi di pasta
rispetto alla pasta cotta con il metodo tradizionale (test t di student; pasta cotta mantecata
vs pasta cotta) (tab.6). |l maggiore incremento si osserva nella pasta di grano duro

commerciale (+12%) e nella pasta di grani duri antichi+ miglio (+13.3%).
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Fig.88. Contenuto di Rutina nella pasta cruda, cotta e cotta mantecata di: grani duri e
relativo semolato commerciale, grani duri antichi semi integrali e relativo semolato, grano
duro moderno semi integrale e relativo semolato, grani duri antichi semi integrali + il 25%
di miglio e relativo semolato, grani duri antichi semi integrali + il 25% di grano saraceno e
relativo semolato
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Fig.89. Contenuto di Quercetina nella pasta cruda, cotta e cotta mantecata di: grani duri
e relativo semolato commerciale, grani duri antichi semi integrali e relativo semolato,
grano duro moderno semi integrale e relativo semolato, grani duri antichi semi integrali + il
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25% di miglio e relativo semolato, grani duri antichi semi integrali + il 25% di grano
saraceno e relativo semola

Tab.15. Incremento % di Rutina e Quercetina nella Pasta cotta mantecata rispetto alla Pasta cotta
in acqua a 100°C (metodo tradizionale)
Test T: pasta Cotta Mantecata vs pasta Cotta (a) = p< 0,05; (b)=p<0,01; (c) = p< 0,001

o

Pasta Rutina Quercetina

Pasta COTTA da grani duri Commerciale

Pasta COTTA MANTECATA da grani duri Commerciale 17.4 b 12
Pasta COTTA da grani duri antichi
Pasta COTTA MANTECATA da grani duri antichi 13,4 b 8,6°
Pasta COTTA da grani duri moderni
Pasta COTTA MANTECATA da grani duri moderni 17.3 b 4,9
Pasta COTTA da grani duri antichi + MIGLIO
Pasta COTTA MANTECATA da grani duri antichi + MIGLIO 16,4 b 11,32
Pasta COTTA da grani duri antichi + Grano Saraceno
Pasta COTTA MANTECATA da di grani duri antichi + Grano
Saraceno 7,4 b 9,8 b
Pasta COTTA 100% Grano Saraceno
Pasta COTTA MANTECATA 100% Grano Saraceno 22.9°¢ 35.4 b

Pasta da Farina integrale di grano saraceno

In questa fase del progetto abbiamo valutato I'attivita antiossidante ed il contenuto dei
principi bioattivi (Polifenoli Totali, Flavonoidi Totali, Rutina e Quercetina) nella pasta di
grano saraceno integrale 100% cotta con le due diverse modalita di cottura come le paste
precedentemente analizzate. Dall'analisi della varianza (test ANOVA a una via; p<0.05), si
evince che il valore nutraceutico di questa pasta € il piu elevato di tutti i tipi di paste
esaminate per contenuto di principi bioattivi (d), (polifenoli 10.9 mg eq. Ac. Gallico/g), (e)
(flavonoidi 2.84 mg eq catechina/g), (d) (quercetina 457 ug/g), (e) (rutina 966 ug/g)
mentre ['attivita antiossidante rimane sovrapponibile alle altre paste esaminate. Nelle
fig.90-94 la pasta 100% di grano saraceno € messa a confronto con la pasta di grani duri
antichi semi integrali + il 25% di grano saraceno nelle due diverse tipologie di cottura. Tutti
i parametri nutraceutici analizzati sono maggiori nella pasta di solo grano saraceno, in

particolare il contenuto di flavonoidi totali &€ circa 7 volte, la rutina 2 volte e la quercetina
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2,5 volte piu elevato rispetto alla pasta di grani duri antichi semi integrali + il 25% di grano
saraceno. Anche in questo caso la cottura con la modalita "mantecata" ha ridotto
sensibilmente la perdita dei nutraceutici dovuta al dilavamento dei principi bioattivi solubili

in acqua, in particolare modo il contenuto di polifenoli e di flavonoidi.
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Fig. 90. Attivita antiossidante della pasta 100% grano saraceno e della pasta di grani duri antichi

semi integrali + il 25% di grano saraceno
Test T: pasta Cotta Mantecata vs pasta Cotta (a) = p< 0,05; (b) = p< 0,01; (c) = p< 0,001;
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Fig.91. Contenuto di Polifenoli Totali della pasta 100% grano saraceno e della pasta di grani duri
antichi semi integrali + il 25% di grano saraceno.Test T: pasta Cotta Mantecata vs pasta Cotta (a)
= p< 0,05; (b) =p<0,01; (c) = p< 0,001.
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Fig.92. Contenuto di Flavonoidi Totali della pasta 100% grano saraceno e della pasta di grani duri
antichi semi integrali + il 25% di grano saraceno.Test T: pasta Cotta Mantecata vs pasta Cotta (a)

= p< 0,05; (b) =p<0,01; (c) = p< 0,001.
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Fig.93. Contenuto di Rutina e Quercetina della pasta 100% grano saraceno e della pasta di grani
duri antichi semi integrali + il 25% di grano saraceno. Test T: pasta Cotta Mantecata vs pasta

Cotta; (a) = p<0.05; (b) = p< 0,01; (c) = p< 0,001.

Fig. 94. Pasta con grano sarceno.

86



Considerazioni finali sulle proprieta nutraceutiche

Lo scopo dello studio € stato quello di valutare il contenuto nutraceutico delle farine di
filiera toscana di grani duri antichi, di miglio e di grano saraceno, da sole, in miscela e nei
relativi prodotti (pane, pasta cruda e cotta con diverse modalita di cottura). | parametri
nutraceutici studiati sono stati: polifenoli, flavonoidi, rutina, quercetina e attivita
antiossidante.

La valutazione del contenuto nutraceutico delle farine/semolati di filiera toscana e della
trasferibilita nei prodotti trasformati ha evidenziato quanto segue:

* il maggiore contenuto di composti bioattivi &€ nella farina di grano saraceno rispetto
alle altre farine e il valore nutraceutico della farina di grano saraceno si mantiene
complessivamente anche dopo trasformazione nei prodotti (pane e pasta) rispetto
alle altre farine e ai prodotti relativi.

+ La pasta di solo grano saraceno mostra il maggiore contenuto nutraceutico di tutte le paste
esaminate in ogni modalita di cottura ed € indicata per i pazienti con patologia celiaca.

 La farina di miglio ed i relativi prodotti sono, dal punto di vista nutraceutico,
complessivamente superiori alla farina, semolato, pane e pasta di grani teneri
antichi, duri antichi e moderni.

» | prodotti a base di farine di grano saraceno e di miglio in miscela con farine di grani
antichi, dato il loro ridotto contenuto di glutine, sono indicati per i soggetti con
sensibilita al glutine non celiaca.

+ La pasta cotta “mantecata” mantiene i livelli di tutti i parametri nutraceutici
analizzati significativamente piu elevati rispetto alla cottura tradizionale.
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Azione 6 - Test clinici: test clinici di somministrazione di pasta a base di grano
saraceno e miglio a soggetti celiaci e non celiaci intolleranti al glutine (Soggetto
responsabile: DMSC Fl, A49.1; Soggetti coinvolti: DSMCN SI, A5.1; SSSA, A52.1; NTFOOD, A50.1)

Partner 49.1: Dipartimento di Medicina Sperimentale e Clinica - Universita degli Studi di
Firenze (DMSC-UNIFI)

Azione 6.1: Arruolamento dei pazienti

All'interno dell’azione 6.1 il partner DMSC-UNIFI si & occupato della messa a punto della
metodologia statistica e di arruolamento dei soggetti che sono andati incontro alla fase di
sperimentazione con pasta per soggetti con sensibilita al glutine. In particolare é stato
determinato il calcolo della potenza statistica dello studio, in modo tale da avere I'80% di
probabilita di evidenziare come statisticamente significativa (p<0.05) una riduzione del
20% dei parametri biologici circolanti associati all'insorgenza di malattie cardiovascolari.

Inoltre & stato preparato il protocollo operativo dello studio di intervento e della
tipologia di soggetti che sono stati arruolati nella fase operativa del progetto.
Il protocollo operativo dello studio, qui sotto riportato, & stato usato per [linizio
dell’arruolamento del campione di popolazione all'interno dello studio clinico:

PROTOCOLLO OPERATIVO DELLO STUDIO DI INTERVENTO

Disegno sperimentale dello studio clinico

Saranno reclutati 20 individui “sani” che seguiranno la dieta come specificato di seguito.
Prima di iniziare la dieta i soggetti reclutati saranno sottoposti ad una visita medica con
prelievo di sangue e valutazione generale del peso e della composizione corporea.

Lo studio sara articolato in tre fasi. Nella prima fase (Fase 1) del progetto sperimentale, 10
individui (Gruppo 1) si alimenteranno con pasta ottenuta dalla miscela di varieta antiche e
da farina di grano saraceno per 8 settimane (non piu di 80 g di pasta al giorno) mentre i
restanti 10 individui (Gruppo 2) si alimenteranno con pasta ottenuta dalla miscela di
varieta antiche. Al termine della prima fase saranno effettuate, una seconda visita e le
successive analisi del sangue. La seconda fase consistera in una fase dove i partecipanti
si alimenteranno con prodotti ottenuti da grano italiano di varieta moderna (con le stesse
quantita specificate di pasta) per lo stesso periodo (Fase 2). Durante questo periodo, tutti i
20 partecipanti potranno mangiare in base alla loro 'normali' abitudini alimentari, non
seguendo alcuna dieta, ma mantenendo le porzioni specificate nella prima fase (non piu di
80 grammi di pasta al giorno). Terminato questo periodo, verra effettuata una terza visita e
altre analisi del sangue. Iniziera cosi la terza fase (Fase 3), dove il Gruppo 1 si alimentera
con pasta ottenuta dalla miscela di varieta antiche, mentre il Gruppo 2 si alimentera con
pasta ottenuta dalla miscela di varieta antiche varieta antiche e da farina di miglio con le
stesse modalita e tempo previsti nella fase 1. Al termine del terzo periodo (8 settimane),
verranno effettuate sia la quarta visita che le analisi del sangue.

* | partecipanti dovranno mangiare solo la pasta fornita e non mangiare altri tipi di
pasta, compresa la pasta fresca. Sara possibile mangiare carboidrati di altro
genere (pane, mais, riso, patate ecc...)

* 80 g di pane al giorno rappresentano la quantita massima consentita. E’ possibile
diminuire o aumentare le quantita di circa 1/4, a seconda delle specifiche esigenze
da parte di ognuno dei partecipanti allo studio

88



Criteri di esclusione per i soggetti partecipanti allo studio:

| partecipanti allo studio non dovranno avere tali condizioni

* Eta>75anni

* Eta <20 anni

* Presenza di malattia cardiovascolare clinicamente definita

* Diabete mellito o trattamento con ipoglicemizzanti

* |percolesterolemia o trattamento con ipocolesterolemizzanti

* Presenza o storia personale di patologia neoplastica

* Morbo celiaco

* Disturbi del comportamento alimentare (anoressia, bulimia etc.)

Inoltre, & stato determinato [I'arruolamento dei soggetti partecipanti allo studio.
L’arruolamento € stato effettuato attraverso una campagna di informazione condotta allo
scopo di comunicare le procedure che verranno effettuate all'interno dello studio, condotto
in 3 diverse siti localizzati allinterno della Regione Toscana. Dopo questa fase di
informazione il partner si & occupato di prendere e visionare le pre-adesioni compilate dai
soggetti che desideravano partecipare allo studio, per una valutazione dettagliata e
controllata dell’adesione ai criteri di inclusione. Questo allo scopo di definire il database
definitivo dei soggetti partecipanti allo studio, e di valutarne direttamente la motivazione
alla partecipazione allo studio. Alla fine di questa fase & stato possibile arruolare un
numero di partecipanti pari al 10% in piu del numero prestabilito in fase di pre-analisi, con
I'obiettivo di concludere con il numero prestabilito.

Inoltre, in questa fase, il parther DMSC-UNIFI si & occupato di selezionare e valutare la
disponibilita di tempi, modalita e luoghi per poter effettuare le visite medico-cliniche proprie
dello studio di intervento che avverra nella fase successiva dello studio.

Le attivita effettuate sono state del tutto rispondenti alle attivita preventivate.

Azione 6.2: Messa a punto di esami ematochimici e strumentali

Questa fase ha previsto l'effettuazione di analisi di ripetibilita strumentale e valutazione
inter e intra-assay per le metodiche di laboratorio che saranno parte dello studio
sperimentale.

In particolare, sono state effettuate analisi di laboratorio per le indagini biologiche e
biomolecolari che sono state oggetto di studio nella fase di sperimentazione. Allo stato
attuale dei lavori sono state effettuate delle analisi di ripetibilita inter-operatore e intra-
operatore. | coefficienti di variazione inter e intra-operatore per i tre sottogruppi di cellule
sono risultati 0.97 e 0.92, rispettivamente mentre il coefficiente di variazione intra-assay &
risultato essere del 7.8%.

In seguito, il lavoro durante quest’attivita ha previsto la definizione del pattern di esami
biochimici che sono stati poi effettuati nello studio di intervento. Gli esami biochimici di
routine sono:

- Esame emocromocitometrico con conta linfocitaria

- Prdfilo lipidico (colesterolo totale, LDL, HDL, trigliceridi)

- Profilo glicemico (glucosio, insulina)

- Minerali (sodio, potassio)
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- Enzimi epatici (AST, ALT)

Anche le spese effettuate nello svolgimento di quest’azione sono state del tutto rispondenti
a quanto preventivato

Azione 6.3: Raccolta dati anamnestici, strumentali e biochimici e stoccaggio
materiali biologico per indagini successive

In questa fase dello studio sono stati raccolti i dati anamnestici, strumentali e biochimici
nonché lo stoccaggio dei materiali biologici provenienti dal prelievo ematico dei soggetti
partecipanti allo studio di intervento.

Sono stati raccolti dati relativi alle caratteristiche demografiche (eta, sesso, data e luogo di
nascita, paese di residenza, condizione lavorativa, status di famiglia), ai maggiori fattori di
rischio per patologie cronico-degenerative (abitudine al fumo di sigaretta, diabete mellito,
dislipidemia non in trattamento farmacologico, livelli elevati di pressione arteriosa, inattivita
fisica), nonché dati strumentali relativi alla composizione corporea dei soggetti partecipanti
allo studio di intervento, con la misurazione del peso corporea, dell’indice di massa
corporea, della massa grassa in % e in kg, della massa priva di grasso in kg e dell’acqua
corporea totale. Allo scopo di soddisfare agli standard di qualita relativi agli studi clinici di
intervento, ad ogni partecipante allo studio é stato assegnato un codice alfa-numerico (es.
PRI#001) con cui sono stati catalogati tutti i dati sensibili del soggetto. Lo stesso codice &
stato altresi utilizzato per lo stoccaggio e la catalogazione del materiale biologico ottenuto
dallo stesso soggetto durante il prelievo ematico. |l database di matrice contenente
I'associazione originale tra il nome e cognome del soggetto e il suo rispettivo codice alfa-
numerico & stato conservato in un computer protetto da password, disponibile solo al
principale investigatore dello studio.

Per I'azione 6.3 le spese effettuate sono state in linea con quanto preventivato, con un
leggero discostamento in difetto per il personale non dipendente e per i beni di consumo e
in eccesso per il personale dipendente.

Azione 6.4: Intervento terapeutico

Il disegno dello studio e stato di tipo randomizzato, controllato, a due braccia di intervento
con modalita crossover. Lo studio si € articolato in tre fasi (2 di intervento e 1 di controllo)
della durata di 8 settimane ciascuna. All'inizio e alla fine di ogni fase di intervento & stata
effettuata una visita medica con valutazione dei parametri antropometrici, compilazione di
questionari relativi alla sintomatologia gastrointestinale ed extra intestinale e prelievo
ematico.

| soggetti reclutati nello studio sono stati 20 (11 donne; 9 uomini) di eta media 33 = 13
anni, e sono stati randomizzati in 2 gruppi (Gruppo 1 e Gruppo 2). Nella prima fase 10
partecipanti (Gruppo 1) si sono alimentati con pasta ottenuta dalla miscela di varieta
antiche e da farina di miglio, mentre i restanti 10 partecipanti (Gruppo 2) si sono alimentati
con pasta ottenuta dalla miscela di varieta antiche. Durante la seconda fase, di wash-out,
tutti i partecipanti si sono alimentati con pasta di controllo, ottenuta da grano italiano di
varieta moderna. La terza fase di intervento ha previsto che il Gruppo 1 consumasse pasta
ottenuta dalla miscela di varieta antiche, mentre il Gruppo 2 pasta ottenuta dalla miscela di
varieta antiche e da farina di grano saraceno. Ai partecipanti & stato richiesto di mangiare
solo la pasta fornita, in quantita di 80-100 g al giorno, e di non mangiare altri tipi di pasta,
compresa la pasta fresca.
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Ai soggetti partecipanti & stato consegnato un foglio informativo contenente le specifiche
dello studio e tutte le informazioni necessarie allo svolgimento dello stesso, ed & stato fatto
firmare un consenso informato all’effettuazione del prelievo venoso e al trattamento dei
dati personale, come da prassi.

Le spese effettuate per I'azione 6.4 sono state in linea con quanto preventivato con un
leggero discostamento in difetto per il personale non dipendente e per i beni di consumo e
in eccesso per il personale dipendente.

Azione 6.5: Determinazione del profilo inflammatorio sui materiali biologici

In questa fase & stato determinato il profilo infiammatorio nei campioni di sangue prelevati
dai soggetti partecipanti allo studio, nelle diverse fasi dello studio di intervento, cioé
all'inizio dello studio clinico, al tempo basale, alla fine della prima fase di intervento
sperimentale, cioé dopo 8 settimane dall’inizio dello studio, alla fine della fase di wash-out
cioé dopo ulteriori 8 settimane, e alla fine del secondo periodo di intervento. Tali
determinazioni sono state effettuate attraverso le metodiche di laboratorio convenzionali
per queste analisi, sui campioni prelevati al momento delle analisi cliniche, e
successivamente stoccati.

Le spese effettuate nell’azione 6.4 sono state in linea con quanto preventivato.

Azione 6.6: Analisi statistica dei dati e sviluppo di modelli integrati di analisi da
usare in prevenzione primaria e per percorsi terapeutici assistenziali in
prevenzione secondaria

In questa fase sono stati analizzati i dati ottenuti durante lo studio sperimentale di
intervento. Le analisi statistiche sono state effettuate attraverso I'utilizzo di software SPSS
per MAC (versione 21.0) e utilizzando metodiche di analisi statistica che hanno permesso
di ottenere risultati estremamente interessanti per lo sviluppo di analisi integrata di tipo
clinico.

Nel gruppo in cui & stata consumata la pasta ottenuta dalla miscela di varieta antiche, il
colesterolo totale si € ridotto del 3,7% passando da 194,3 + 34,3 mg/dl a 187,1 = 37,8
mg/dl, il colesterolo LDL si & ridotto del 5,5% passando da 115,8 + 27,7 mg/dl a 109,4 =
30,3 mg/dl, la glicemia si € ridotta del 1,9% passando da 88,9 + 10,4 mg/dl a 87,2 + 8,8
mg/dl e l'insulina & diminuita del 29,3% passando da 11,6 = 6,3 uU a 8,2 + 4,9 uU. |
trigliceridi sono aumentati del 5,3%, passando da 122,7 + 51 mg/dl a 129,5 + 72,9 mg/dl.

Nei soggetti che hanno consumato la pasta ottenuta dalla miscela di varieta antiche e da
farina di grano saraceno € stata osservata una diminuzione dei livelli di colesterolo totale,
che & passato da 198,1 + 20 mg/dl a 192,7 + 28,9 mg/dl (-2,7%), e di colesterolo LDL che
e passato da 118,5 + 20,2 mg/dl a 113,4 + 23,0 (-4,3%). | trigliceridi sono passati da 131,1
+ 85,8 mg/dl a 131,4 + 62,1 (+0,2%), la glicemia da 84,2 + 5,2 mg/dl a 85,1 = 7,6 mg/dl
(+1,1%), e I'insulina da 8,3 + 5,5 uU 2 9,8 + 4 uU (+18,1%).

Nel gruppo che ha consumato pasta ottenuta dalla miscela di grani antichi e farina di
miglio il colesterolo totale si € ridotto del 3,6%, passando da 186,5 + 40,7 mg/dl a 179,7 =
40,5 md/dl, mentre il colesterolo LDL & sceso del 6,1%, passando da 114,5 + 35,2 mg/dl a
107,5 = 34,1 mg/dl. Anche i trigliceridi si sono ridotti del 13,1%, passando da 103,4 + 59,9
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mg/dl a 89,8 =+ 34,0 md/dl. Relativamente al profilo glicemico, la glicemia si & abbassata
del 4,5% passando da 88,6 + 7,7 mg/dl a 84,6 = 7,6 mg/dl, mentre l'insulina & diminuita del
2,2%, passando da 10,3 + 7,6 uU a 8,0 + 4,2 uU.

Durante la fase di controllo, nella quale i partecipanti si sono alimentati con pasta ottenuta
da grano italiano di varieta moderna, € stato osservato un incremento di tutti i parametri. Il
colesterolo totale € aumentato del 2%, passando da 186,1 =+ 34,8 mg/dl a 189,9 + 30,2
mg/dl, il colesterolo LDL &€ aumentato del 1,9%, passando da 109,9 + 29,5 mg/dl a 112,0 =
24,1 mg/dl, mentre i trigliceridi sono aumentati dell’11,7%, passando da 114,1 + 64,0
mg/dl a 127,5 =+ 72,7 mg/dl. Per quanto riguarda il profilo glicemico, la glicemia &
aumentata dello 0,6% passando da 86,7 = 8,5 mg/dl a 87,2 + 10,0 mg/dI, e linsulina &
aumentata del 43,2%, passando da 8,1+ 5,2 uU a 11,6 + 6,4 uU.

Le variazioni dei parametri di funzionalita epatica (AST e ALT) e dei minerali sono riportati
in tabella 16. Effetti positivi sui livelli di AST sono stati osservati per tutti gli interventi,
mentre i livelli di ALT si sono ridotti in seguito agli interventi con la pasta ottenuta da
varieta antiche e dalle miscele con miglio e grano saraceno, ma non con la pasta di
controllo.

Tabella 16. Variazioni degli enzimi epatici e dei minerali

Grani antichi (GA) GA + Miglio GA + Grano Controllo
Saraceno
AST, U/L -1 (-8; 5) -2,1 (-23; 15) -0,2 (-10; 5) -2,7 (-22; 9)
ALT, U/L -1,6 (-22; 12) -2 (-29; 8) -0,1 (-6; 9) 0,1(-12; 21)
Sodio, mmol/l 0,4 (-4; 4) 1(-1;4) 0,9 (-4; 12) -0,2 (-4;12)
Potassio, mmol/l -0,1 (-1; 0,8) -0,03 (-0,9; 0,8) -0,1 (-1; 0,8) 0,1(-1; 1)

Confrontando i risultati ottenuti nei vari gruppi € emerso che l'intervento piu efficace nei
confronti dei parametri lipidici & stato quello che ha previsto il consumo di pasta ottenuta
dalla miscela di grani antichi e farina di miglio. Come si pud osservare nelle figure
seguenti, questo intervento €& stato 'unico a determinare una riduzione sia del colesterolo
totale (figura 95), che del colesterolo LDL (figura 96), che dei trigliceridi (figura 97).
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Figura 95. Variazione dei livelli di colesterolo totale
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Effetti positivi sui livelli di colesterolo totale sono stati osservati anche dopo gli interventi
con pasta ottenuta dalla miscela di varieta antiche (-6,2 mg/dl) e dalla miscela di varieta
antiche e da farina di grano saraceno (-5,4 mg/dl).
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Figura 96. Variazione dei livelli di colesterolo LDL

Come si evince dalla figura 96, anche in questo caso effetti positivi sui livelli di colesterolo
LDL sono stati osservati non solamente dopo I'intervento con pasta ottenuta dalla miscela
di varieta antiche e da farina di miglio, ma anche dopo gli interventi con pasta ottenuta
dalla miscela di varieta antiche (-5,8 mg/dl) e dalla miscela di varieta antiche e da farina di
grano saraceno (-5,1 mg/dl).
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Figura 97. Variazione dei livelli di trigliceridi
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Infine, per quanto riguarda il profilo glicemico, in modo analogo i livelli di glicemia e
insulina si sono ridotti solamente durante I'intervento con pasta ottenuta dalla miscela di
grani antichi e farina di miglio (figura 98).

+3,5

2 +0,9 4 (-5; 65)
s 2 (4 12) T
1 (-16; 44) . 3
(-11; 10) 15

= 2 (39)
= g, +0,2
o0 ) (-5:4)
E 2 3 | e |
< <

3 -1

-4 -2

- 2,3
-5 -22;5 K “r
(-22;5) 3 (15:3)
OControllo OGrani antichi @Miglio O Grano saraceno O Controllo @Grani antichi BMiglio OGrano saraceno

Figura 98. Variazione dei livelli di glicemia e insulina

| questionari (allegato 1 format del questionario) relativi alla sintomatologia
gastrointestinale hanno rilevato un miglioramento della digestione nel 60% dei partecipanti
che hanno consumato la pasta ottenuta dalla miscela di varieta antiche e da farina di
grano saraceno, nel 40% dei partecipanti che hanno consumato la pasta ottenuta dalla
miscela di varieta antiche e nel 30% dei partecipanti che hanno consumato la pasta
ottenuta dalla miscela di varieta antiche e da farina di miglio e dalla pasta di controllo.

Il gonfiore addominale &€ migliorato nel 60% dei partecipanti che hanno consumato la pasta
ottenuta dalla miscela di varieta antiche e da farina di grano saraceno e nel 60% di coloro
che hanno consumato la pasta di grani antichi, nel 30% dei partecipanti che hanno
consumato la pasta di controllo, e nel 10% dei partecipanti che hanno consumato la pasta
ottenuta dalla miscela di varieta antiche e da farina di miglio.

E stato osservato anche un miglioramento del dolore addominale nel 50% dei partecipanti
che hanno consumato la pasta ottenuta dalla miscela di varieta antiche e da farina di
miglio, nel 40% dei soggetti che hanno consumato pasta ottenuta dalla miscela di varieta
antiche e da farina di grano saraceno, nel 15% dei partecipanti che hanno consumato la
pasta ottenuta dalla miscela di varieta antiche e nel 10% dei partecipanti durante la fase di
controllo.

La regolarita intestinale & migliorata principalmente nei partecipanti che hanno consumato
la pasta ottenuta dalla miscela di varieta antiche e da farina di grano saraceno (60%),
seqguiti dai partecipanti che hanno consumato la pasta ottenuta dalla miscela di varieta
antiche (30%), la pasta ottenuta dalla miscela di varieta antiche e da farina di miglio (30%)
e la pasta di controllo (25%).
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Per quanto riguarda la sintomatologia extra-intestinale, &€ stato osservato un miglioramento
della stanchezza nell’80% dei partecipanti che hanno consumato la pasta ottenuta dalla
miscela di varieta antiche e da farina di grano saraceno, percentuale nettamente superiore
rispetto al 10-20% registrato per gli altri prodotti. Il mal di testa & migliorato nel 30% dei
partecipanti che hanno consumato la pasta ottenuta dalla miscela di varieta antiche e da
farina di miglio, mentre per gli altri tipi di pasta le percentuali oscillavano tra il 10-15%.
Infine, il 50% dei partecipanti che hanno consumato la pasta ottenuta dalla miscela di
varieta antiche e da farina di grano saraceno hanno dichiarato che la qualita della loro vita
era migliorata. Questo miglioramento € stato registrato anche nel 30% dei partecipanti che
hanno consumato la pasta ottenuta dalla miscela di varieta antiche e la pasta ottenuta
dalla miscela di varieta antiche e da farina di miglio, mentre solamente il 15% ha avvertito
un miglioramento dopo la fase di controllo.

Le spese effettuate per I'azione 6.4 sono state in linea con quanto preventivato.

Azione 6.7: Valutazione della trasferibilita nella pratica clinica

La sensibilita al glutine non celiaca €& caratterizzata da disturbi intestinali ed extra-
intestinali scatenati dall'ingestione di glutine. Al momento l'unica terapia efficace é
l'intervento nutrizionale, in quanto mediante un'alimentazione studiata i sintomi possono
regredire rapidamente.

| risultati ottenuti nel nostro studio suggeriscono che il consumo di pasta ottenuta da
miscele di varieta antiche di grano e farine di grano saraceno o miglio, cosi come |l
consumo di pasta ottenuta da miscele di varieta antiche, determini un miglioramento della
sintomatologia gastro ed extra intestinale, e della qualita della vita in pazienti affetti da
sensibilita al glutine non celiaca. E stato osservato anche un effetto positivo sui profili
lipidico e glicemico, indicatori del rischio cardiovascolare. Gli effetti piu importanti sono
stati osservati per la pasta ottenuta da miscele di varieta antiche e farine di grano
saraceno e miglio.

[l trasferimento di questi risultati nella pratica clinica di una struttura che quotidianamente
valuta dal punto di vista assistenziale pazienti con celiachia e/o con sensibilita al glutine di
tipo non celiaco non risulta difficoltoso. Come emerso dal nostro studio, i pazienti
generalmente non riscontrano difficolta nel seguire questo tipo di raccomandazioni
nutrizionali, mentre I'operatore sanitario pud monitorare con facilita, attraverso questionari
ad hoc, la sintomatologia ed eventuali effetti avversi. Questo tipo di raccomandazioni
nutrizionali sono inoltre compatibili con le norme di buona pratica clinica e con le
indicazioni nutrizionali fornite generalmente ai soggetti non affetti da celiachia, ma che
manifestano problemi legati al glutine.

La conoscenza del fatto che i soggetti affetti da sensibilita al glutine non celiaca possano
ottenere dei benefici in seguito all'introduzione di pasta ottenuta con varieta antiche di
grano o da miscele di varieta antiche e pseudocereali, e la possibilita di valutare I'impatto
di questi prodotti sulla sintomatologia dei pazienti attraverso semplici e poco costosi
questionari di valutazione (esempio in allegato), risulta utile per determinare protocolli
applicativi di intervento in questo tipo di pazienti. Somministrando in fase preliminare un
opuscolo informativo e un foglio di raccomandazioni e consigli nutrizionali ad un
sottogruppo di pazienti (n=10) con diagnosi di sensibilita al glutine non celiaca, abbiamo
riscontrato notevole interesse e I'89% di aderenza, valutata attraverso un questionario di
aderenza.
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Le spese effettuate per I'azione 6.4 sono state in linea con quanto preventivato con un
leggero discostamento in difetto per il personale non dipendente e in eccesso per |l
personale dipendente.
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Azione 7 - Divulgazione (Soggetto responsabile: CIA TOSCANA, A48.1; Soggetti coinvolti:

SSSA, A52.1; DSMCN SI, A5.1; DMSC FI, A49.1; MUSU, A4.1; RINNOVAMENTO AGRICOLO, A3.1;
NTFOOD, A50.1)

Attivita del partner A52.1 nel primo anno e secondo anno di progetto

La Prof Laura Ercoli ed la Dott Elisa Pelegrino hanno presentato a Firenze presso la Regione e
presso i Georgofili, dati relativi il presente progetto, insieme alla sintesi di dati di altri progetti
(25.01.2017, 26-01-2017, 7-09-2018). Questo ha rappresentato un primo output del progetto. La
Prof Laura Ercoli ha organizzato a Santa Luce insieme alla CIA (partner del progetto PRINCE) un
incontro divulgativo a Santa Luce (Pisa) il 6.12.2017, e a tale meeting hanno partecipato tutti i
partner del progetto ed alcuni agricoltori interessati all’introduzione negli ordinamenti colturali del
grano saraceno e del miglio. All'interno delle giornate organizzate a Mantova da Science and Food
(18-20 maggio 2018) la Dott Elisa Pellegrino ed il Prof Marco Nuti hanno presentato parte dei dati
del presente progetto all'interno di una sessione dedicata agli OGM, in modo da portare un
esempio di introduzione di nuove specie agrarie utili per incrementare il reddito degli agricoltori in
Toscana rispetto alla scelta di coltivare OGM in Italia ed in Europa. Il 14.02.2017 la Prof Laura
Ercoli ha presentato i risultati di tale progetto ad alcune aziende regionali interessate alla
commercializzazione della pasta oggetto di tale progetto (Castelfiorentino, Firenze). Il progetto e
stato inoltre divulgato presso la FAO a Roma, a Piacenza in due occasioni (A Cena con La Scienza, e
presso Gli Stati Generali della Ricerca) e Bologna presso I’Accademia dell’Agricoltura in tavole

rotonde dove si discuteva di OGM e Agricoltura.
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L’attivita di CIA Toscana nel contesto del progetto

L’attivita di Cia Toscana €& stata finalizzata a promuovere, diffondere e trasferire
innovazione prodotta dal progetto PRINCE nell’ambito agricolo e rurale. Cia Toscana
pertanto, in stretta collaborazione con i partner dell’azione progettuale, ha posto in essere
una serie di attivita rivolte alla disseminazione in itinere e finale dell'idea progettuale e dei
risultati da essa conseguiti, nonché al trasferimento delle innovazioni proposte nel

contesto agricolo e rurale toscano.

Per dispiegare pienamente le potenzialita delle attivita di disseminazione e trasferimento
delle innovazioni, sono state attivate sia le TIC, con la predisposizione di pagine web e
spazi sui social network, che i canali di informazione tradizionali, dai periodici specializzati
ai media on line, affidando la cura delle relazioni con i media ad un soggetto specializzato.
Infine sono stati organizzati specifici eventi, in itinere ed a conclusione del progetto, per
sottoporre la proposta progettuale ed i risultati del progetto ai target interessati, con

particolare riferimento alle imprese agricole.

Le attivita di disseminazione e trasferimento dellinnovazione verranno sono state
realizzate nel corso dell'intera durata dell'attivita progettuale, a partire dall'impostazione
degli strumenti di info-telematici (pagine web e social network) fino alla realizzazione
dellevento conclusivo. Tuttavia le azioni di divulgazione si sono prevalentemente
concentrate nella seconda annualita del progetto, coerentemente con i tempi di sviluppo

del progetto e dei suoi risultati.
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Azioni realizzate:

Descrizione di ogni singola azione realizzate (con l'indicazione dei soggetti coinvolti e delle

loro mansioni)

L’attivita di CIA Toscana, secondo quanto previsto dal progetto, si € articolata in tre tipologie di

azioni di divulgazione e trasferimento dell'innovazione:

1. Comunicazione info-telematica tramite web e social network ed elaborazione grafica dei

materiali per la disseminazione
2. Comunicazione tramite mass media e stampa specializzata
3. Organizzazione e realizzazione di eventi divulgativi e di trasferimento innovazione:
Riportiamo di seguito, per ciascuna tipologia di azione, le attivita realizzate:
1) Comunicazione info-telematica tramite web e social network ed elaborazione grafica dei
materiali per la disseminazione

E stato realizzato il sito web del progetto, accessibile all'indirizzo www.pince.ciatoscana.eu, ,
contenente:

* Informazioni generali sulle finalita del progetto, sulle attivita previste e sui partner partecipanti.
¢ Descrizione di dettaglio dell'innovazione proposta.

* News sulle attivita progettuali, prodotti per la divulgazione realizzati dal progetto, calendario €
programmi delle iniziative di divulgazione previste.

CIA Toscana ha inoltre curato la veicolazione su social network delle principali notizie sul progetto, con

particolare riferimento agli eventi

Sono stati realizzati, secondo le indicazioni del progetto, i seguenti materiali grafici per la

disseminazione

+ Elaborazione grafica del logo di progetto

* N. 1 Newsletter di presentazione del progetto
* N. 1 leaflet con l'illustrazione degli obiettivi e dei contenuti del progetto;
¢ N. 1 banner illustrativo del progetto;

¢ N. 3 inviti relativi agli eventi di disseminazione

2) Comunicazione tramite mass media e stampa specializzata

L’attivita di comunicazione tramite mass media si € concretizzata nelle seguenti iniziative

¢ Una pubblicazione divulgativa riepilogativa dei risultati del progetto, sotto forma di inserto di stampa
(2 pagine in A3 in quadricromia), pubblicata nel numero di Settembre 2018 del mensile Dimensione
Agricoltura, in forma cartacea e scaricabile all’indirizzo

https://www.ciatoscana.eu/home/wp-content/uploads/2018/09/201809ciatoscana_dimensioneagricoltura.pdf
« Altri articoli pubblicati sul periodico Dimensione agricoltura e su siti on line specializzati

* Comunicati stampa in concomitanza con gli eventi divulgativi

3) Organizzazione e realizzazione di eventi divulgativi e di trasferimento dell’innovazione
Questa attivita, dedicata agli incontri “vis a vis” con il target del progetto, ha consentito di
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Descrizione di ogni singola azione realizzate (con l'indicazione dei soggetti coinvolti e delle

loro mansioni)

illustrare direttamente lI'innovazione proposta ai 100 soggetti che hanno preso parte ai seguenti
incontri di disseminazione:
* N. 1 Incontro di disseminazione: Santa Luce (Pl) — 6 Dicembre 2017

* N. 1 Incontro di disseminazione: Castelfiorentino — 31 Luglio 2018
* N. 1 presentazione conclusiva: Firenze — Sala Pegaso 7 Settembre 2018

* N. 1 Convegno conclusivo: Scandicci 10 Settembre 2018

Gestione delle attivita ed Individuazione dei fornitori

Per poter realizzare al meglio le previste attivita, sia in termini organizzativi che di qualita delle
azioni, Cia Toscana ha svolto tramite il suo staff le attivita di coordinamento e gestione delle
strategie di disseminazione e trasferimento dell'innovazione, in stretto raccordo con i

“comunicatori” individuati ed i partner.

Per quanto riguarda le attivita affidate a soggetti terzi non si sono verificati scostamenti €
variazioni rispetto a quanto previsto dal progetto, né in termini finanziari, né in ordine ai

soggetti attuatori individuati tramite le previste procedure di selezione degli stessi.



elisapellegrino
Text Box
100


)

SINTOMATOLOGIA
o _.[:; o

= O 0 1 O
o s . B

—
[N

Quanto pensa di essere T1IUSCIto/a a utilizzare 1 prodom ricevuti?

Ha osservato dei cambiamenti a livello di salute?

Se si, quali?

Digestione

Gonfiore addominale
Dolore addominale
Regolarita intestinale
Qualita del sonno
Stanchezza

Mal di testa

Senso di fame
Qualita della vita

Molto
Abbastanza
Poco
Per niente

M migliorato
Migliorato
Invariato
Peggiorato

M peggiorato
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