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INTRODUZIONE

Nell’ultimo decennio, a causa dei processi industriali cui sono sottoposti i prodotti
dell’agro-alimentare per rispondere alla crescente domanda pubblicitaria,
I’alimentazione ha perso le caratteristiche di tipicita e genuinita : i pasti pronti, i prodotti
dei fast food, permettono una apparente alimentazione completa in glucidi, proteine,
grassi come in fibre ed in vitamine. Le trasformazioni attuate sugli alimenti, infatti, i
depauperano di importanti elementi nutrizionali tipici dei singoli prodotti edibili nonché
univoci di un territorio regionale. Questi principi nutritivi caratterizzano I'alimento
nonché il territorio in cui vengono prodotti; le differenze climatiche e litologiche
influenzano la concentrazione e la diversa presenza di componenti bioattivi che
conferiscono all’alimento proprieta nutritive ed antiossidanti. Tuttavia, sebbene lo stile
di vita quotidiano imponga ritmi elevati ed il pasto sia considerato una fugace pausa,
I'interesse della popolazione € volto oggi, ad una alimentazione piu sana e consapevole.
L'aumento dell'insorgenza dei tumori specie di quelli gastrici ed intestinali nei paesi
occidentali ha messo in allarme le istituzioni sanitarie. Condurre un’alimentazione ricca
in grassi e zuccheri e povera in composti antiossidanti , fibre e vitamine, sottopone il
nostro organismo in generale a danni d’organo come diabete, a disturbi del sistema
digerente come il reflusso gastro-esofageo e diverticoli, ma anche ad insorgenza di
neoplasie come tumore dello stomaco e del colon-retto.

La dieta mediterranea che & un modello nutrizionale ispirato alle tradizioni alimentari
dei paesi europei del bacino del mediterraneo, bilancia opportunamente fra loro tutti gli
elementi nutrizionali e riduce cosi l'insorgenza e I'evoluzione di danni d’organo
importanti.

Infatti negli ultimi anni, I'interesse della ricerca in campo nutrizionale si e indirizzato,
piuttosto che verso lo studio dei singoli alimenti o gruppo di alimenti che fanno parte
della dieta Mediterranea, verso lo studio in toto del profilo dietetico poiché é stato

dimostrato, come una stretta aderenza al profilo dietetico Mediterraneo sia correlato



ad una minore incidenza di mortalita (1). In particolare il consumo abbondante di frutta
e verdura, fonti importanti di componenti bioattivi come gli antiossidanti, contrasta i
radicali liberi, presenti e/o prodotti mediante cottura, dei cibi di derivazione animale
che andrebbero quindi consumati con moderazione od in rapporto inferiore ai primi (2).
Gli antiossidanti infatti sono sostanze prodotte dalle piante a difesa delle loro stesse
strutture e si oppongono nel nostro organismo alle ossidazioni prodotte dai radicali
liberi durante i processi digestivi dapprima e sui processi cellulari in seguito.

Gli antiossidanti piu noti ad esempio sono l'idrossitirosolo e |'oleuropeina (3) contenuti
nell'olio d'oliva e appartenenti alla classe dei fenoli (4); il resveratrolo (5) e la quercetina
contenuti nel vino rosso (appartenenti alla classe dei flavonoidi), le vitamine E, C ed A.
Caratterizzare dunque gli alimenti propri di una regione ma anche analizzare e
salvaguardare i territori da cui originano, é utile per completare e perfezionare i
vantaggi che apporta il modello della Dieta Mediterranea. Gia dai primi anni novanta, la
Comunita Europea ha emanato regolamenti atti a tutelare le produzioni tipiche legate
all’origine geografica, al territorio ed alla specificita del processo produttivo(6). Sono
nati molti studi finalizzati a definire la “carta d’identita” degli alimenti come la genomica
agro-alimentare ma i processi pil completi si sono rivelati quelli che associano le
caratteristiche nutrizionali e antiossidanti all’area territoriale di origine. Le
denominazioni DOP (denominazione di origine protetta) e IGP (indicazione geografica
protetta) sono marchi assegnati ai prodotti agricoli ed alimentari realizzati in tutte le fasi
del processo produttivo in un’area geografica delimitata con un processo produttivo
conforme ad un disciplinare di produzione (7).

Molte tecniche fisiche, dapprima anche utilizzate in differenti e svariati ambiti come la
tutela dei beni culturali, la medicina ed il controllo ambientale, sono state sfruttate per
I’elaborazione di metodi oggettivi di rintracciabilita dell’origine di un prodotto mediante
parametri climatici, litologici ed ambientali in genere.

Le peculiarita geochimiche del suolo possono dare un contributo importante alle
caratteristiche composizionali del prodotto finale, in termini di macronutrienti (K, Ca,
Mg,...) e di micronutrienti essenziali (Zn, Cu, Fe,...).

Le condizioni climatiche e la quota di coltivazione, inoltre, influiscono sul frazionamento
degli isotopi stabili leggeri quali ossigeno, azoto, carbonio caratterizzando la zona di

provenienza.



Scopo di questa tesi € quindi di riconoscere le caratteristiche chimiche ed antiossidanti
del cappero siciliano e valutare la possibile correlazione fra la composizione
mineralogica del suolo e del cappero; I'analisi dei diversi territori di produzione come
Pantelleria, Ustica e Salina e stata finalizzata alla descrizione ed al confronto dei suoli e
lo studio dei diversi siti di coltivazione di Capparis Spinosa, alla capacita di assimilazione
di alcuni metalli in proporzioni correlabili con la natura dei suoli di aree vulcaniche
differenti.

Sono stati prefissati i seguenti obiettivi:

a) caratterizzazione e confronto di suoli diversi di coltivazione di Capparis Spinosa
all'interno dello stesso territorio: Pantelleria.

b) caratterizzazione di proprieta antiossidanti e confronto di diversi lotti di Capparis
Spinosa a Pantelleria.

c) caratterizzazione e confronto dei suoli di coltivazione di Capparis Spinosa in tre
differenti aree geografiche siciliane: Pantelleria-Ustica-Salina.

d) caratterizzazione di proprieta antiossidanti e confronto di lotti di produzione
maggiormente rappresentati nell’ambiente siciliano ed italiano di Capparis Spinosa:

Pantelleria-Ustica-Salina.



Capitolo 1

Composizione chimica dei suoli e profilo antiossidante

degli alimenti

1.1 Territori vulcanici e prodotti agro-alimentari

Lisola di Pantelleria dal punto di vista litologico e delle caratteristiche dei suoli e di
interesse globale. Le vulcaniti di cui I'isola € composta sono prevalentemente vulcaniti
acide. Mentre la parte nord-ovest dell’isola € ricca di basalti (vulcaniti basiche), le aree
sud-ovest e sud-est presentano rioliti, trachiti a diverso grado di acidita. Le vulcaniti del
lato sud-ovest pur essendo caratteristicamente vulcaniti acide , sono soprattutto trachiti
e dunque con un minor livello di acidita e con un diverso tenore in elementi quali
stronzio e titanio. La coltivazione del cappero si avvale di suoli che derivano proprio
dalla degradazione delle rocce vulcaniche sulle quali, d’altra parte, I'apparato radicale
della pianta interviene favorendone la disgregazione. | suoli vulcanici sono ricchi di
elementi metallici che caratterizzano i prodotti dell’agroalimentare e li rendono
riconoscibili territorialmente. | suoli di impianto di un prodotto agricolo traggono le
caratteristiche mineralogiche in modo diretto rispetto al substrato geologico (8). In
qguesto ultimo decennio la rintracciabilita geografica del prodotto ha rivestito un
importante valore aggiunto all'immissione dei prodotti agricoli nel mercato. La presenza
nel terreno e nel prodotto di determinate sostanze, con una composizione e
concentrazione univoche di un particolare territorio, puo costituire una vera e propria
impronta digitale del prodotto. Come e gia stato dimostrato per quanto concerne i
vitigni, la composizione chimica ed isotopica della matrice inorganica e strettamente
legata al campo su cui sono cresciute le piante, al drenaggio delle sostanze che dalla
pianta finiscono nel terreno, e quindi alla geologia e geochimica delle rocce da cui si
formano i suoli. Nel terreno si ritrovano disciolti minerali, tra cui specie cationiche come
i lantanidi, e metalli alcalino terrosi come rubidio e stronzio. Il rapporto isotopico di
guest’ultimo potrebbe costituire un semplice strumento per la identificazione di un

preciso prodotto agroalimentare (8). Il suolo vulcanico é particolarmente fertile non solo



per |'elevata presenza di minerali ma anche perché, grazie al suo alto grado di
igroscopicita, trattiene bene le sostanze e le rende poco dilavabili. La qualita del cappero
€ associata a sostanze come i polifenoli ed i glicosidi che lo rendono un prodotto IGP.
Altre sostanze come lantanidi, e come lo stronzio ed il rubidio, possono cooperare a
meglio caratterizzare il prodotto stesso. L'isola di Pantelleria € caratterizzata dalla
associazione bimodale di prodotti basaltici da un lato e di prodotti trachitici-riolitici

dall'altro. | prodotti basaltici, meno rappresentati sul territorio pantesco, sono
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Figure 1 Total alkali-silica diagram (TAS) Ustica (O) Vulcano ((J) and Pantelleria (A).

caratterizzati da discrete percentuali di Na,O e di K;0O, e di SiO, . Tuttavia, i prodotti
trachitici-riolitici, sono particolarmente rappresentati nell'isola e sono distinguibili per
un piu alto contenuto di Na,0, K,0 , e SiO, (9), (fig.1). Diversamente , nell'isola vulcanica
di Ustica, i prodotti dell'attivita vulcanica sono principalmente basalti alcalini, e nell'isola

di Vulcano (fig.1) ritroviamo prodotti che spaziano dai basalti alle rioliti (9).

In una prima fase di questa tesi di dottorato sono state valutate le proprieta antiossidanti
e la presenza di elementi importanti potenzialmente correlabili alle proprieta dei suoli di
coltivazione nella stessa isola di Pantelleria. In una seconda fase le stesse analisi sono

state estese a capperi e suoli di altre aree vulcaniche (Ustica, Salina).



1.2 Brassicacae e Capparis Spinosa: valore nutraceutico nella dieta mediterranea

Alla famiglia delle Brassicaceae o Cruciferae appartengono piante erbacee, spesso
annuali, le cui foglie sono disposte in maniera alterna ed i fiori riuniti in infiorescenze a
grappolo. Diverse specie appartenenti alle Brassicaceae sono importanti dal punto di
vista economico come piante orticole, foraggere od oleifere. Tra queste ad esempio la
Brassica oleracea, cavolo o broccolo, Brassica rapa, rapa. | loro fiori presentano delle
particolari cellule, denominate a mirosina, perché contenenti nei loro vacuoli specifici
enzimi noti come mirosinasi. Quando i tessuti vegetali vengono rotti, a seguito, ad
esempio, di attacco di parassiti (in natura i glucosinolati scoraggiano I'aggressione della
pianta da parte di insetti ed erbivori ed oggi vengono utilizzati appositamente come
antiparassitari (10) o mediante trattamenti alimentari, come processi di cottura e
salatura, dai vacuoli si libera I'enzima mirosinasi ; esso dissocia i glucosidi, ad esempio
dell’olio di senape o del cappero, in glucosio ed isotiocianati da cui il caratteristico odore
acre e piccante di molte specie dell’ordine Capparales a cui appartengono le
Brassicaceae, cappero, senape, rafano, cavolo o broccolo. Le Brassicaceae sono una
famiglia di piante ricche in composti salutari capaci di combattere diverse malattie
degenerative. Molti studi hanno confermato che il consumo regolare di tali ortaggi
previene il rischio delle due principali malattie degenerative causa di mortalita: tumori e
malattie cardiovascolari (11). Artefici di questo sono i componenti bioattivi in esse
contenute come gli isotiocianati, gli indoli, ed i flavonoidi, nonché le vitamine, beta-
carotene ed acido ascorbico. Gli isotiocianati sono composti aromatici contenenti zolfo,
responsabili dell’odore tipico che si sprigiona ad esempio dalla cottura dei broccoli. |
glucosinolati, i loro prodotti di idrolisi e le mirosinasi vengono facilmente inattivati dal
calore. Infatti non a caso I'odore dei cavoli € tanto pil intenso quanto pil prolungata e
la cottura, indice di liberazione dello zolfo; questo giustificherebbe un consumo ottimale
di questi ortaggi a crudo o dopo cottura a vapore. Questi composti, tra cui il solforafano
contenuto nei germogli dei broccoli e nei cavoli, funzionano come antiossidanti diretti
ma anche come catalizzatori di sistemi antiradicalici intrinseci della cellula,
prolungandone e rafforzandone |'azione e, stimolando enzimi che agiscono attivamente

contro la proliferazione tumorale, specie del cancro al seno (12). Gli indoli, caratterizzati



dalla presenza di azoto nella molecola conferiscono anch’essi al prodotto un odore poco
gradevole. Questi composti fenolici, tra i quali il pilu rappresentato e I'indolo-3-
carbinolo, silegano a potenziali cancerogeni prima che raggiungano il loro target come
il DNA bloccando cosi indirettamente il processo di cancerogenesi e promuovono
I'attivita di enzimi detossificanti . L'indolo-3-carbinolo aiuta a prevenire il cancro al seno
poiché diminuisce I'attivita dell’estradiolo, precursore degli estrogeni ed artefice di

tumori pertanto ormone-dipendenti (12;13).

Le Brassicaceae sono una fonte notevole di carotenoidi, specie di beta-carotene che
aiuta a ridurre il colesterolo LDL, quello cattivo, e pud rallentare cosi il processo di
aterosclerosi (14) . Le Brassicaceae sono strettamente affini alle Capparaceae, la
famiglia a cui appartiene il cappero, per cui recentemente e stata proposta l'inclusione
nelle Brassicaceae. Il cappero & una pianta di origine tropicale e subtropicale
appartenente alla famiglia delle Capparidaceae, genere Capparis al quale appartengono
circa 350 specie. Nell’area del bacino del Mediterraneo la specie piu diffusa risulta
Capparis Spinosa. Due specie in particolare crescono nel Mediterraneo: Capparis ovata e
Capparis spinosa (Europa mediterranea). Quest’ultima € la varieta piu diffusamente
coltivata in Italia ed in Spagna; € un arbusto legnoso, alto meno di un metro, con rami
parzialmente penduli e striscianti sul suolo, con foglia caduca e dalla lamina ovale. [
fiori posseggono quattro sepali roseo porporini, quattro petali bianchi e numerosi stami

con punte violette (fig. 2).

Figura 2 : fiore di Capparis Spinosa.



Il frutto € una bacca ovoidale verde ed a maturita rossastra, contenente numerosi semi

reniformi (fig. 3).

Figura 3: frutto di Capparis Spinosa.

| bottoni fiorali, generalmente noti come “capperi”, costituiscono il prodotto
principalmente commercializzato: sono di colore verde intenso, glabri e rotondi, con

brattee la cui compattezza rappresenta un importante indice di qualita (fig.4).

Figura 4: bottoni fiorali di Capparis Spinosa.

Secondo gli autori Higton & Akeroyd (1993) le popolazioni siciliane sono sia
rappresentate da Capparis Spinosa subsp. spinosa var. canescens che da C. spinosa
subsp. rupestris. La prima & presente in aree xerofile della Sicilia centro-meridionale, su
suoli argillosi e salini. La seconda sub specie, rupestris & frequente lungo le coste; e
sovente, infatti, vederla crescere spontanea su rupi e pendii rocciosi. Quest’ultima
specie e fortemente xerofila dal momento che si trova su calcare mesozoico compatto
ed oligogenico, gesso, lava e tufo vulcanico. Infatti pur essendo una pianta rupicola, in
natura cresce nei crepacci di muri e rocce ma cresce molto bene se coltivato in piena
terra, su suoli poveri, asciutti e ben drenati specie se di provenienza vulcanica come il
lapillo vulcanico. Come il Fico D’India, & una icona della natura mediterranea per la sua
proprieta di crescere rigogliosa nei siti pit aridi ed inospitali. Sono stati selezionati per

la coltivazione dei “biotipi” idonei e vantaggiosi ai fini colturali grazie ai dei loro caratteri



ritenuti ottimali per la produzione, stabilizzazione e commercializzazione (Nocellara di
Pantelleria, Ciavulara, Spinosa di Pantelleria, Nocella di Salina, Spinosa di Salina). L'unico
biotipo riconosciuto di qualita superiore risulta il Cappero di Pantelleria (biotipo
Nocellara) da cui il riconoscimento IGP da parte del Ministero Italiano delle Risorse
Alimentari nel 1993 (15). | bottoni fiorali delle coltivazioni italiane, ed in particolare di

Pantelleria, appartengono al biotipo Nocellara e sono di forma pressoché sferica .

Figura 5: raccolta manuale di capperi.

La raccolta (fig.5) inizia solitamente tra maggio e giugno e si conclude alla fine di
agosto (16). Il Cappero e usato nella fitomedicina per alcune riconosciute proprieta:
I'estratto acquoso ottenuto dalle parti aeree della pianta, € impiegato come anti-
inflammatorio (17), anti-fungino (18), anti-diabetico (19) ed anti-iperlipidemico (20).
E'inoltre fra i costituenti di preparazioni farmaceutiche polierboristiche per il
trattamento di stati morbosi del fegato (21). Le radici, raccolte a fine estate, vengono
usate in polvere o sotto forma di infuso con funzioni astringenti, diuretiche e stimolanti;
| capperi, invece, hanno proprieta diuretiche e digestive. Trovano anche impiego nel
settore dermatologico, per curare ferite e per rendere vellutata la pelle. Numerosi studi
hanno investigato i costituenti dei bottoni fiorali freschi. Oltre a lipidi ed alcaloidi, essi
contengono glucocapparina, come principale glucosinolato, e un certo numero di
fitochimici antiossidanti quali flavonoidi ed altri polifenoli. Fra questi, la rutina (fig.6)

(Quercetina-3-rutenoside) sembra essere il piu abbondante in Capparis Spinosa L. (22).



Il cappero viene utilizzato soprattutto per scopi alimentari e costituisce un componente

caratteristico della cucina mediterranea.
OH

HO 0
CH

OH

Figura 6: Quercetina-3-rutenoside.

E’ apprezzato per il sapore pungente e fortemente aromatico ed € consumato come
aperitivo insieme ad olive, formaggio e frutta secca, oppure servito come condimento a
carni, insalata, pasta ed altre pietanze. | capperi non possono essere consumati freschi
a causa del sapore amaro conferitogli dai componenti glucosinolati, glucocapparina e
glucocleomina (Fig.7). |l bottone fiorale, allora, raccolto poco prima dello sbocciare,
viene sottoposto al trattamento di stabilizzazione in salamoia o in sale, allo scopo di

diminuire il contenuto di tali composti.

OH
@)
HO
HO S\C/R
OH |
N
0,80 7~

Figura 7: Struttura chimica dei glucosinolati. R = -CH; Capparina (glucosinolato alchilico).
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Il procedimento di stabilizzazione, modificando I'osmolarita della cellula vegetale, causa
il rilascio dell’enzima mirosinasi (tioglucoside-glucoidrolasi) contenuto nei lisosomi, con
conseguente idrolisi enzimatica dei glucosinolati, e produzione, in un contestuale
processo fermentativo, di un numero di prodotti (Fig. 8). L’ isotiocianato di metile, & il
derivato piu abbondante. Particolarmente volatile, esso & responsabile dell’ aroma e del

sapore tipici del cappero.

OH
0]
HO
OH II
N
"0:80 ~

Epithionitrile R—C=N R—N=C=S$§ R—§—C=N

Nitrile Isotiocianato Tiiocianato

Figura 8: Prodotti derivati dall’idrolisi enzimatica di glucosinolati.

In Italia ed in Spagna sono eseguiti metodi di stabilizzazione differenti. In Italia
(Pantelleria e Salina), i capperi raccolti sono deposti in recipienti di cemento. La salatura
avviene a secco con esclusivo utilizzo di sale marino: in una prima fase, di 8-10 giorni,
viene aggiunto il 40% di sale rispetto al peso del prodotto, che viene giornalmente
rimescolato per garantire un omogeneo processo di fermentazione lattica. Al termine,
I'acqua di vegetazione (cioé la salamoia) viene allontanata ed in parte riassorbita dai
bottoni stessi. La successiva fase consiste nell’aggiunta di sale marino al 25% del peso
totale con continuo rimescolamento e sgrondatura. Dopo una decina di giorni il
processo si completa, ed i capperi sono qualitativamente idonei per il commercio.
Alternativamente, specie ad Ustica e Salina, si procede alla conservazione in salamoia

miscelando 25 Kg di sale marino in 100 litri di acqua. In Spagna, invece, i capperi si
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pongono direttamente in una salamoia, preparata ad una certa concentrazione in sale
(25 gradi Baume) e posti in recipienti di PVC chiusi ermeticamente ed esposti al sole. Il
processo si completa in 20-30 giorni assicurandosi che i capperi siano sempre immersi
nella salamoia (6). Il processo di salatura (fig. 9), oltre ad essere importante per
stabilizzare e conferire il sapore e I'aroma tipico del prodotto, possiede un ruolo non

secondario nel definire il profilo antiossidante finale.

Figura 9: Capperi sotto sale.

Si ritiene che la qualita del cappero IGP di Pantelleria risieda proprio nel tipo di
conservazione, la salatura a secco. Essa garantirebbe al prodotto finale un aroma

marcato ed un colore verde stabile.

In Italia, la superficie coltivata a cappero si aggira intorno ai 1000 ettari, distribuiti tra
Liguria, Puglia, Campania ed Italia insulare. In particolare le isole di Salina e di Pantelleria
contribuiscono al 95% della produzione nazionale annuale media. || Cappero di
Pantelleria IGP presenta bottoni fiorali di forma globosa, subsferica, di colore verde
tendente al senape. L'odore e aromatico ,forte e caratteristico,mentre il sapore e
aromatico e salato. | cappereti destinati alla produzione del Cappero di Pantelleria IGP
sono costituiti dalla specie botanica Capparis Spinosa, varieta Inermis, cultivar Nocellara.
E’ ammessa una percentuale non superiore al 10% di altre varieta. La zona di produzione
comprende lintero territorio dell'isola di Pantelleria, in provincia di Trapani. Le

operazioni di raccolta secondo la disciplinare di produzione vengono svolte a mano ed in
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modo scalare dal 1° maggio al 31 ottobre di ciascun anno nei diversi cappereti (fig.re 10

e 11) dell’isola.

Figure 10-11: Cappereti su terrazzamenti a Pantelleria e capperi spontanei su zone rocciose.
Le condizioni di impianto e le operazioni colturali dei cappereti destinati alla produzione
della indicazione geografica protetta Cappero di Pantelleria devono essere quelle
tradizionali della zona e comunque atte a conferire ai bottoni fiorali (Capperi) le
caratteristiche specifiche. | singoli raccolti vengono di volta in volta riuniti per dare
I’avvio alle tradizionali operazioni di salatura con esclusivo utilizzo di sale marino. Senza
dubbio le condizioni che fanno del Cappero di Pantelleria un IGP nel mercato e di un
prodotto con proprieta antiossidanti importanti sono molteplici, ed importanti sono le

caratteristiche del terreno di origine vulcanica.
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Capitolo 2

Applicazioni di tecniche Chimico/Fisiche per Ia
caratterizzazione agro-alimentare e per la composizione

chimica dei suoli

L'autenticita di un alimento € un dato oggi particolarmente ricercato nel settore
alimentare Europeo per contrastare frodi che avvengono con I'immissione nel mercato
di prodotti stranieri non conformi a nessuna norma qualitativa ed igienica. Per verificare
I"autenticita di un prodotto occorre caratterizzare questo col monitoraggio e verifica dei
suoi costituenti ed individuare la sua origine geografica stabilendo la provenienza delle
materie prime. L'autenticita di un alimento e la sua tracciabilita geografica
rappresentano due aspetti fondamentali nel mercato Europeo. Pertanto, lo sviluppo di
tecniche e metodologie innovative per il controllo dei prodotti alimentari rappresenta
una priorita assoluta all'interno dei piani di sviluppo sia Comunitari che Nazionali. Per
queste ragioni il mondo dei consumatori richiede, insistentemente, informazioni sempre
maggiori ed accurate circa i parametri nutrizionali a garanzia della "qualita" dei prodotti
alimentari. | marchi DOP ed IGP sono marchi di qualita nati per diversificare e valorizzare
le produzioni agroalimentari proprio tramite i concetti precedenti di tracciabilita ed
autenticita intesi come processi di identificazione che seguono I'alimento durante tutte
le fasi della sua produzione, dall’origine delle materie prime al luogo di produzione alle
tecniche di trasformazione fino all’ottenimento del prodotto finito. Tali marchi di
gualita sono rilasciati dall’Unione Europea su proposta del Ministero delle politiche
agricole e forestali a fronte di un’istruttoria preliminare molto accurata. Il marchio DOP
e applicato a quei beni per i quali tutto il processo produttivo, compreso
I"approvvigionamento della materia prima, avviene in un area geografica delimitata, di
ridotte dimensioni, e nella quale si determina un legame univoco e specifico tra
prodotto e territorio, secondo precisi standard (15).

Il termine IGP, acronimo di Indicazione Geografica Protetta, indica un marchio di origine

attribuito dall’UE ai prodotti alimentari in genere per i quali una determinata qualita o
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caratteristica dipendono dall’origine geografica e la cui produzione, trasformazione ed
elaborazione avvengono in un’area geografica specifica. Per ottenere I'lGP almeno una
fase del processo produttivo deve avvenire in una determinata area ed i produttori
devono sottostare ad una disciplinare di produzione redatta e verificata da un univoco
organismo di controllo (15).

Quindi mentre, nell’attribuzione del marchio DOP, tutte le qualita e caratteristiche del
prodotto sono dovute ad un circoscritto ambiente geografico e pure la produzione,
trasformazione ed elaborazione, del prodotto devono avvenire nella stessa area
geografica determinata, il marchio IGP e attribuito ad un prodotto anche perché una
sola delle fasi del processo produttivo che avviene nella zona stabilita, produzione-
trasformazione-elaborazione, conferisce ad esso quella determinata qualita di pregio.
Nel caso dei prodotti DOP I’elaborazione e commercializzazione hanno origine nel
territorio dichiarato, mentre, nel caso del prodotto IGP il territorio dichiarato conferisce
al prodotto le sue caratteristiche peculiari ma non tutti i fattori che concorrono
all'ottenimento del prodotto provengono dal territorio stesso.

Il cappero di Pantelleria &€ un esempio di prodotto IGP perché coltivato proprio sull’isola
di Pantelleria le cui caratteristiche litologiche e climatiche senz’altro costituiscono il

valore di pregio dell’alimento.

2.1 Metodi analitici geochimici per la tracciabilita e la sicurezza alimentare

L’autenticazione di un prodotto agro-alimentare e basata sulla possibilita di distinguere
produzioni differenti per area geografica, varieta botanica/animale, e tecnologia di
produzione. La tracciabilita, invece, presuppone la possibilita di trovare un legame, in
termini chimici, tra un alimento ed il territorio da cui origina.

Note sono le relazioni da tempo provate fra salute umana e caratteristiche geochimiche
locali per quanto riguarda carenze o eccessi di elementi quali iodio (), fluoro (F), selenio
(Se) ed arsenico (As). Ad esempio, suoli (ed acque) deficitari di iodio sono responsabili
dell'ingrossamento della tiroide (gozzo) che colpisce milioni di persone nel mondo.

Non tutti e non solo gli elementi in traccia sono essenziali per la vita, ma lo sono
ovviamente anche numerosi elementi maggiori. Sulla base delle necessita vitali, gli

elementi possono essere distinti in macronutrienti essenziali (>100 mg/giorno; Ca, Cl,
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Mg, P, K, Na, S) e micronutrieni essenziali (<10ng/giorno; Cr, Co, Cu, F, I, Fe, Mn, Mo, Se,
Zn, e possibilmente Ni, Si, Sn, V). Ad essi si contrappongono elementi maggiori e in
traccia considerati o noti come tossici o indesiderabili o non-essenziali, ed altri che
potrebbero anch'essi essere essenziali. Per la determinazione dell'origine dei prodotti
alimentari sono state adottate tecniche sulla base dei composti organici, sulla
composizione mineralogica e sul rapporto degli isotopi, sia leggeri che pesanti. Le
suddette tecniche rappresentano un potente strumento poiché in un campione &

possibile determinare piu di un componente contemporaneamente.

2.2 XRF

La spettrometria XRF (X-Ray Fluorescence) € una tecnica di analisi non distruttiva che,
attraverso lo studio della radiazione di fluorescenza X, permette la determinazione degli
elementi maggioritari e in traccia costituenti il campione. Tale radiazione € emessa dagli
atomi in seguito ad eccitazione generata irraggiando il campione con raggi X o gamma
ad alta energia (23-25). Questa metodologia di indagine & ampiamente utilizzata in
chimica analitica, biologia, medicina, fisica dell'atmosfera, ed in metallurgia. Il termine
fluorescenza si riferisce al fatto che in seguito all'irraggiamento si ottiene una emissione
di radiazione con lunghezza d'onda maggiore di quella incidente. Infatti, quando un
atomo e esposto a radiazione incidente di energia opportuna vi & una certa probabilita
che un elettrone, inizialmente in uno stato di energia E;, per effetto fotoelettrico, sia
strappato via dall’orbitale producendo una lacuna. Il sistema viene cosi a trovarsi in una
condizione di non equilibrio, che pud essere ristabilito quando un altro elettrone, di
energia E,, sostituisce il posto lasciato vuoto liberando un fotone di energia
corrispondente alla transizione tra i due livelli, AE = |E; - E1|, la cui frequenza & ancora
nel range delle radiazioni X ma & caratterizzata da valori minori rispetto alla radiazione
incidente (Fig. 13 a). Non tutte le transizioni tra stati elettronici sono ammesse, ma solo
quelle che soddisfano le regole di selezione previste dalla meccanica quantistica (Fig. 13
b). Se tali regole sono soddisfatte, poiché la differenza dei livelli energetici tra i quali si
verifica la transizione e caratteristica di un particolare atomo, tramite la rivelazione dei
raggi X emessi si puo risalire alla composizione del campione sotto analisi. L’energia dei
raggi X secondari & legata all’elemento chimico interagente, 'intensita della radiazione,

invece, alla sua abbondanza nel campione analizzato. Infatti, il numero di fotoni contati
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dal rivelatore & proporzionale alla frazione in peso dell’elemento corrispondente
presente nel volume di materiale indagato. Quindi, misurando l’area del picco
corrispondente al valore di energia caratteristico, € possibile risalire alla concentrazione
dell’elemento identificato. La radiazione di fluorescenza emessa da un elemento
chimico presenta, infatti, uno spettro caratteristico con righe ad energie note che
dipendono dal suo spettro di livelli energetici e che lo rendono, in linea di principio,
distinguibile da ogni altro elemento. | livelli energetici atomici sono indicati con la
notazione tradizionale, associando alle shells atomiche le lettere K, L, M... partendo dalla

piu interna verso la piu esterna (Fig.12 a-b).
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Fig. 12 (a) Schema del processo fisico di base della Fluorescenza dei raggi X e (b) transizioni,
ammesse dalle regole di selezione, tra gli stati elettronici coinvolti nel processo di fluorescenza

X.

L'analisi qualitativa & quindi possibile mediante ['identificazione delle righe X
caratteristiche di emissione di ogni elemento chimico, mentre I'analisi quantitativa
richiede un’opportuna elaborazione dei dati di intensita delle diverse righe X emesse e il
confronto di queste con analoghe emissioni di campioni standard contenenti quantita
conosciute dell'elemento da stimare. Generalmente, gli spettrometri di tipo portatile,
permettono l'identificazione degli elementi chimici aventi numero atomico superiore o
uguale a quello del sodio. Per l'identificazione degli elementi di peso leggero (Si, Ca) o
medio (Cr, Fe, Cu, Ag) si utilizzano di solito le righe di emissione X della serie K generate

nelle transizioni elettroniche allo stato ionizzato di energia minima 1S; al contrario, per
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gli elementi pil pesanti, come ad esempio Au, Pb, si ricorre alle righe di emissione della
serie L che si generano nelle transizioni agli stati elettronici di energia immediatamente
superiore 2S, 2P3/2 , 2P1/2. La profondita indagata in una misura XRF dipende
dall’energia della radiazione incidente, dalla composizione del campione (effetto
matrice) e dall’energia dei raggi X secondari emessi dal campione. La possibilita di
estrarre informazioni quantitative dagli spettri raccolti dipende strettamente dalla
natura del campione: l'ipotesi fondamentale per un’analisi quantitativa tramite XRF e
che il campione abbia una composizione microscopicamente omogenea. Se questo
infatti non € omogeneo in profondita, non avendo indicazioni sulla distribuzione degli
elementi nei vari strati omogenei, non e possibile ottenere informazioni in termini di
concentrazione. In questo caso, € possibile solo fornire i risultati in conteggi al secondo
(cps), procedendo a confronti relativi tra i valori di intensita degli elementi immersi in
matrici paragonabili, in termini di numero atomico e spessore. Va sottolineato infatti, il
fatto che le quantita relative che si ottengono in questo modo sono legate a diversi
parametri di misura e alle proprieta chimico — fisiche del volume indagato, quindi non e
possibile considerare lintensita espressa in conteggi come direttamente
rappresentativa della composizione del campione in termini di concentrazione.
L'utilizzo dei raggi X per I'analisi non distruttiva dei materiali & dovuto al loro elevato
potere di penetrazione. Per ottenere informazioni analitiche o strutturali su di un
campione, occorre infatti che si verifichi contemporaneamente che la radiazione penetri
sufficientemente nel campione in modo da attraversarlo o da penetrare
significativamente, e che interagisca con gli atomi del materiale con un rate
sufficientemente elevato da produrre una buona intensita di conteggi. Risulta evidente
che la prima condizione & molto restrittiva per gran parte della radiazione
elettromagnetica ed elastica di bassa energia. La seconda condizione puo essere
verificata solo conoscendo i meccanismi di interazione delle radiazioni con la materia e
la metodologia seguita per dedurre l'informazione analitica o strutturale. Le due
precedenti condizioni sono in contraddizione tra loro: se infatti vi & un maggior numero
di interazione, quindi una maggiore probabilita di interazione, la penetrazione del fascio
di radiazione incidente risultera minore. | fotoni X incidendo sulla superficie del

campione possono subire diverse interazioni, quali:

- effetto fotoelettrico, a seguito del quale il fotone incidente viene interamente assorbito

provocando I'emissione di raggi X di fluorescenza;
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- effetto Compton o diffusione anelastica a seguito del quale il fotone cede parte della

sua energia e modifica la sua traiettoria;

- effetto Rayleigth o diffusione elastica a seguito del quale il fotone modifica la sua

traiettoria mantenendo invariata la sua energia.

L'assorbimento di una radiazione elettromagnetica nella materia avviene in
modo sostanzialmente differente da quello delle particelle cariche come gli elettroni e le
particelle alfa. Mentre infatti queste ultime cedono la loro energia nel mezzo
assorbitore in modo continuo, le radiazioni interagiscono in modo discontinuo e
secondo diverse modalita in relazione alle energie coinvolte. Ciascuno dei complessi
processi innescati dalla radiazione incidente € accompagnato da effetti secondari quali
ad esempio, emissione di elettroni Auger e radiazioni di fluorescenza, in seguito ad
effetto fotoelettrico; emissioni di rinculo, in seguito ad effetto Compton. Le interazioni
pil importanti che possono aver luogo nel caso di radiazione X, la cui energia &
compresa tra 0.12 e 120 KeV, sono la diffusione Compton e I'assorbimento fotoelettrico.
Per radiazioni X di energia sufficiente la maggior parte dei fotoelettroni vengono emessi
dai livelli orbitali piu legati al nucleo, cosi come la shells K o L. Il fotoelettrone viene

emesso con un’energia pari a
E=hvg—Ep

dove hvy e l'energia del fotone incidente ed Eb e |'energia di legame del
fotoelettrone nel suo livello elettronico di origine. Per gli elementi a basso e a medio
numero atomico se il fotone incidente possiede un’energia superiore ad alcune decine
di keV, il fotoelettrone emesso possiede un’energia all’incirca identica a quella della
radiazione incidente. L'energia del fotoelettrone emesso viene dissipata nel mezzo
attraverso processi di eccitazione e di ionizzazione. L’energia assorbita durante il
processo di eccitazione viene, invece, emessa (emissione spontanea) come radiazione di
tipo elettromagnetica con frequenza spettrale caratteristica del mezzo. Si verifica quindi
un processo di fluorescenza per cui la radiazione € emessa con una lunghezza d’onda
maggiore della radiazione incidente e con un certo ritardo temporale (< 10 sec), detto
costante di diseccitazione , la cui durata e anch’essa tipica del mezzo specifico. Come
prima esposto, l'intensita di fluorescenza della riga di emissione per un dato elemento

dipende direttamente dalla sua concentrazione relativa. E necessario notare pero che
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non si ha una relazione lineare tra l'intensita della riga di emissione e la concentrazione
relativa per I'elemento, poiché gli effetti di auto assorbimento all'interno del campione
dipendono anche dalle concentrazioni degli altri elementi presenti nel volume
investigato. L'effetto della presenza di elementi diversi da quello analizzato si esprime in
termini di “coefficienti di influenza” mediante i quali per ogni elemento rivelato si
determina I'andamento effettivo dell’intensita dell’emissione X in funzione della
concentrazione relativa. Un tipico apparato strumentale portatile per analisi XRF &
composto da quattro principali unita funzionali (Fig. 14) : a) una sorgente di eccitazione;
b) un sistema di posizionamento e di puntamento dello spettrometro; c) un rivelatore;
d) una catena spettrometrica che permette il conteggio dei fotoni rivelati e la successiva

analisi dello spettro.

SPETTROMETRO , UNITA DI CONTROLLO
. Analizzatore
3 Rivelatore : * Amplificatore Multicanale
Tubo a Raggi X|--» ‘[
Puntatore Laser E *
+ CCD E Periferiche [ Computer

Fig. 13 Schema a blocchi di un apparato strumentale per analisi in fluorescenza a raggi X.

La sorgente puo essere radioisotopica emittente fotoni di opportuna energia o
un piccolo tubo radiogeno alimentato con una tensione sufficiente ad indurre la
fluorescenza X negli elementi costituenti il campione di interesse. Attualmente si tende
a privilegiare la seconda soluzione perché esistono in commercio tubi di dimensioni
molto ridotte, il fascio prodotto pud essere reso molto collimato in modo da irradiare
un’area piccola della superficie esaminata; lintensita e lo spettro del fascio di
eccitazione puo essere opportunamente modificato, ottimizzando cosi le prestazioni del
sistema spettrometrico. Per analizzare i raggi X secondari emessi dal campione, in
seguito a stimolazione, vengono impiegate normalmente due tipologie di rivelatori,

quelli raffreddati ad azoto liquido e quelli con raffreddamento termoelettrico (26, 27). |
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classici rivelatori criogenici, quali il Silicio a deriva di Litio (Si(Li)) e il Germanio Iperpuro
(HPGe), hanno risoluzioni energetiche soddisfacenti, tipicamente dell’ordine di 140 eV
(FWHM) determinate per la riga Ky del Manganese (5.9 keV). Il principale inconveniente
di tali rivelatori deriva proprio dalla necessita di sistemi di raffreddamento ad azoto
liguido, i quali non sono di certo adeguati per una strumentazione portatile.
Successivamente sono stati introdotti i diodi al silicio (Si-PIN) raffreddati semplicemente
tramite una cella Peltier. Oltre ai Si-PIN sono disponibili i rivelatori a loduro di Mercurio
(Hgly) e i rivelatori a Tellurio di Cadmio Zincato (CZT), anche questi raffreddati tramite
una cella Peltier. | rivelatori Hgl,, i primi ad essere costruiti, hanno una risoluzione
energetica di circa 180 - 200 eV a 5.9 keV; e un’efficienza di circa il 100% nell’intero
range dei raggi X; i rivelatori CZT hanno uno spessore di 2 mm, un’efficienza di circa il
100% nell’intero range dei raggi X e risoluzione energetica € di circa 300, 700 e 1500 eV
rispettivamente a 5.9, 59.6 e 122 keV. Tutti i vantaggi delle due tipologie di rivelatori
appena illustrate si ritrovano contemporaneamente nei rivelatori a deriva di silicio
(SDD). La configurazione dell’elettronica di lettura e le piccole dimensioni dell’anodo
riducono drasticamente la capacita dellanodo e conseguentemente il rumore
elettronico. | SDD permettono di ottenere buone risoluzioni energetiche anche a
temperature ambiente o con I'impiego di una semplice cella Peltier (150 eV FWHM a 5.9
KeV). La fluorescenza a Raggi X permette quindi la determinazione della composizione
elementare. E’, in sintesi, una tecnica analitica, veloce ed affidabile e non distruttiva, in
grado di determinare il contenuto totale di vari elementi in diverse matrici sia solide che
liguide. Per contenuto totale si intende I'effettiva concentrazione dell’elemento,
indipendentemente dalla forma chimica e dallo stato di ossidazione in cui I'elemento
stesso si trova all’interno della matrice. Gli elementi analizzabili sono quelli compresi fra
numero atomico 11 (sodio) e numero atomico 92 (uranio) ad eccezione dei gas nobili e
di alcuni altri elementi. In particolare la norma UNI EN 15309:2007 cita: Na, Mg, Al, Si, P,
S, Cl, K, Ca, Ti, V, Cr, Mn, Fe, Co, Ni, Cu, Zn, As, Se, Br, Rb, Sr, Y, Zr, Nb, Mo, Ag, Cd, Sn, Sb,
Te, |, Cs, Ba, Ta, W, Hg, Tl, Pb, Bi, Th e U. Sulla base delle caratteristiche del campione
sono possibili diverse tecniche di preparazione. Il campione viene essiccato e macinato
fino ad ottenere una pezzatura inferiore a 100 um. Per ottenere tale granulometria
vengono utilizzati mulini in carburo di tungsteno o giare in ossido di zirconio; la
frammentazione del campione prosegue fino a quando la totalita del campione

attraversa le maglie di un setaccio a 100 um. La lettura avviene su pastiglia pressata; se
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il campione non possiede capacita autoaggregante esso viene addizionato di cera
microcristallina Licowax C in proporzione di 5,0 g di campione e 1,0 g di cera pesati in
bilancia analitica. In caso di diluizione con cera, il campione viene accuratamente
mescolato per vibrazione ad una frequenza di 30 oscillazioni/minuto per cinque minuti.
Mediante pressa si sottopone il campione ad una pressione di 10 tonn per venti secondi;
onde evitare eventuali contaminazioni della superficie della pastiglia, essa viene
protetta da un film di polypropylene. La valutazione dei risultati analitici forniti dallo
strumento avviene per confronto con rette di taratura con standard preparati nelle
medesime condizioni dei campioni o con rette di calibrazione certificate dalla casa
costruttrice. |l passaggio dalla misura dell’intensita di una radiazione caratteristica, alla
determinazione della concentrazione, espressa in percentuale in peso di un elemento, &
reso possibile grazie ad una metodologia che permette le correzioni degli effetti matrice.
Con tale termine si intende l'insieme delle influenze, fonti di errori, che vengono
esercitate dalla natura del campione (a composizione sempre complessa) sull’intensita
di una riga caratteristica di uno qualsiasi suo elemento componente. E’ noto infatti che
I'intensita di una riga oltre ad essere in funzione della concentrazione dell’elemento in
esame e condizionata anche della natura e concentrazione degli altri costituenti il
campione, vale a dire della matrice in cui € immerso I'elemento da determinare. L'XRF &
stato adoperata come tecnica per la quantificazione ad esempio di metalli come ferro,
rame e zinco in alimenti addizionati di vitamine e minerali (28). E’ una pratica infatti
recente quella di commercializzare prodotti alimentari arricchiti di vitamine e minerali
specifici come il latte arricchito di calcio, vitamina D ed omega 3, succhi di frutta
arricchiti in vitamine C ed A, od olii addizionati di vitamina E e luteina. Il fine di questi
arricchimenti & molteplice, correggere e prevenire le deficienze nutrizionali, mantenere
alta la concentrazione di vitamine e minerali gia di per se rappresentati nell’alimento

con lo scopo di prevenirne la perdita durante i processi di cottura e digestivi-metabolici
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Fig.14 Tavola periodica degli elementi

e mantenendo cosi intatte, o quasi, la qualita nutrizionale dei cibi. Un esempio
comunemente presente sulle nostre tavole e quello del sale iodato in cui, appunto,
I'aggiunta dello iodio sul salgemma lo accomuna alle caratteristiche tipiche del sale
marino e ne fa un utile e reperibile integratore di iodio, precursore degli ormoni tiroidei.
La carenza di iodio infatti € comune nelle popolazioni montane e percio distanti
dall'influenza dell’aerosol marino ed anche dal consumo del pescato. L'XRF in tale
contesto offre il vantaggio di essere una tecnica rapida, diretta e non distruttiva del
materiale-alimento da analizzare (ad esempio latte in polvere arricchito di calcio e
vitamina D puo essere direttamente pressato in pasticche ed analizzato) e si differenzia
positivamente da analisi chimiche che prevedono I'utilizzo di reagenti tossici e fasi di
processamento del materiale per renderlo idoneo alle analisi. L'XRF & stato altresi
utilizzato per la determinazione del fosforo in campioni di cibo (29). La dose giornaliera
raccomandata di fosforo, RDA, & di 700 mg/giorno per gli adulti e di 1.250 mg/giorno per
i bambini. Una carenza od un eccessivo consumo di fosforo, come sale fosfato di sodio o

potassio, puo apportare seri squilibri all’omeostasi. La tecnica fisica si e rivelata piu utile
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e veloce del metodo analitico pil conosciuto ed utilizzato, consistente nell’utilizzo del
metodo spettrofotometrico al blu di  molibdeno. Quest’ultima tecnica & molto
adoperata per la rilevazione di fosforo come orto fosfato (da pesticidi) e come fosforo
polifosfatico (da detersivi) nelle acque come indice di inquinamento dei corpi idrici
analizzati. L’analisi XRF in confronto al metodo standard ha permesso una
caratterizzazione, in termini di concentrazione di fosforo, di alimenti quali latte di soia e
derivati di essa, sia geneticamente modificati e non, in tempi brevi e tramite una
semplice procedura di preparazione dei campioni. La tecnica quindi sarebbe un utile
strumento per quegli enti che compiono ispezioni di controllo qualita degli alimenti. Una
forma di XRF, la “total reflection X-ray fluorescence”, ha permesso in associazione alla
digestione mediante ultrasuoni, di determinare simultaneamente in due varieta di
cipolle (Allium cepa L.) , e quantificare mediante standard, calcio, potassio, manganese,
ferro, rame e zinco (30). La digestione mediante sonicazione e condotta ad una
temperatura di 70 °C, definita anche come estrazione mediante ultrasuoni, ha
permesso di separare piu agevolmente la matrice organica degli omogenati
precedentemente ottenuti dei vegetali, rispetto alla digestione in vitro condotta a pH
acido in HNO3 ed H;,0,. Inoltre la preparazione del campione in tal maniera ha diminuito
le successive interferenze in XRF grazie alla minore presenza di contaminanti, deducibili
dall’area del picco Compton nello spettro. Invece il vantaggio apportato dalla tecnica
XRF e stato proprio quello di aver permesso in un’unica analisi, di determinare piu
elementi differentemente da singole procedure di rilevazione chimiche in vitro, che
risultano piu laboriose e lunghe. La medesima tecnica e stata anche adoperata per la
ricerca di metalli tossici come As e Hg, in piante consumate diffusamente come ad
esempio il riso. E’ stata constatata una differente distribuzione di As nei chicchi di riso e
precisamente in differenti concentrazioni nell’embrione, nella crusca e nell’endosperma
del chicco (31; 32). Inoltre con la tecnica SR-TXRF (Synchroton radiation total reflection
X-ray fluorescence) e stato possibile valutare il rischio di contaminazione con Cr, Cu, Zn e
Pb di verdura, frutta, riso e cereali (33). Le piante costituiscono degli ottimi markers di
valutazione di inquinamento antropologico; cio & dovuto al fatto che costituiscono dei
sistemi aperti, infatti le sostanze inquinanti vengono acquisite dalle piante tramite
I’'atmosfera, e la porzione areale della pianta € il recettore primario, e dal suolo tramite
le radici, che trasportano con l'acqua i metalli depositati. | principali metalli

comunemente riscontrati in suoli contaminati e che rappresentano un rischio per la

24



salute umana sono Al, Ag, As, Ba, Co, Cr, Cu, Fe, Mn, Mo, Ni, Pb, Se, V e Zn. La TXRF si
presta bene per la ricerca di tali metalli anche per la quantificazione di tracce di tali
elementi in svariate matrici ed e stata considerata una tecnica appropriata per i controlli

gualitativi del cibo.

2.3 Spettrometria Gamma

La spettrometria gamma €& un metodo di analisi che consente la determinazione
gualitativa e quantitativa di nuclidi radioattivi gamma-emittenti in un materiale. Si
definisce radioattivo un nuclide che si trova in uno stato instabile e si trasforma
spontaneamente in un nuclide diverso con emissione di una particella carica (a, B+, B-)
e/o di radiazione elettromagnetica (y). Dopo una o piu fasi di trasformazione
(decadimenti), che portano alla formazione di prodotti intermedi (figli), si forma un
prodotto finale stabile. | raggi gamma sono onde elettromagnetiche, quindi della stessa
natura dei raggi X, ma a differenza di questi provengono da transizioni nucleari tra due
diversi livelli energetici. L’assorbimento delle radiazioni y (e X) nella materia avviene in
modo sostanzialmente diverso da quello degli elettroni e delle particelle cariche, che
rallentano gradualmente attraverso molte simultanee interazioni con gli atomi del
mezzo, ed hanno percorsi ben definiti. | raggi y interagiscono in modo discontinuo e la
loro intensita non viene mai ridotta a zero, anche da spessori crescenti di materia.
L'interazione dei raggi y con la materia avviene attraverso tre processi fondamentali:
effetto Compton, effetto fotoelettrico e produzione di coppie. Il primo produce un
parziale trasferimento dell’energia del fotone ad un elettrone del mezzo, mentre il
fotone viene deviato di un certo angolo; negli altri due casi il fotone scompare, e
trasferisce tutta la propria energia rispettivamente ad un elettrone o, a un elettrone ed
a un positrone. Se pero una di queste interazioni non si verifica, la radiazione puo
passare attraverso il materiale. La ionizzazione prodotta viene detta secondaria, cioé si
ha una limitata produzione diretta di elettroni (primari), che a loro volta cedono la
propria energia al mezzo, producendo la maggior parte della ionizzazione. Lo
spettrometro gamma e un sistema in grado di determinare la distribuzione energetica
dei fotoni y. | dati ottenuti sono espressi come numero degli impulsi in funzione

dell’energia delle radiazioni (spettro). Lo spettrometro si pud considerare composto di
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tre parti principali: sistema di rivelazione, comprendente rivelatore e schermatura;
sistema di analisi degli impulsi composto da preamplificatore, amplificatore,
convertitore analogico-digitale; sistema di registrazione, visualizzazione, analisi dei dati.
Un fotone incidente, interagendo con il rivelatore, cede ad esso, totalmente o
parzialmente a seconda del tipo di interazione, la propria energia. La funzione del
rivelatore € quella di trasformare tale energia in una quantita di carica elettrica, ad essa
proporzionale, che viene raccolta per dar luogo ad un segnale elettrico. | rivelatori a
stato solido (a scintillazione o a semicoduttore) sono i piu indicati per la misura dei raggi
Y, a causa della loro elevata efficienza. La schermatura ha invece lo scopo di ridurre al
minimo possibile i conteggi di fondo mediante strutture di materiale opportuno (quello
pil comunemente usato ¢ il Piombo). Gli impulsi amplificati vengono quindi inviati ad un
Analizzatore Multicanale (MCA), che li "classifica" in predeterminati intervalli di energia
in funzione della loro ampiezza. Il circuito fondamentale dellMCA & il Convertitore
Analogico - Digitale (ADC), che converte un segnale analogico (I'ampiezza dell'impulso)
in un numero ad essa proporzionale. |l sistema deve venire calibrato in energia (per
trovare la corrispondenza tra canale, cioé ampiezza dell'impulso, ed energia ceduta dalla
radiazione al rivelatore) e in efficienza (per quantificare la risposta del rivelatore alla
radiazione in funzione dell’energia della radiazione stessa). La calibrazione viene fatta
per confronto usando delle sorgenti contenenti quantita note di radionuclidi che
emettono fotoni y di opportune energie. Esempi di rivelatori a stato solido sono a
semicoduttore (Germanio Iperpuro - HPGe) ed a scintillazione (loduro di Sodio attivato
al Tallio - Nal(Tl)). Essi differiscono per I'efficienza e la risoluzione. Per quanto riguarda la
risoluzione, bisogna premettere che anche avendo fotoni monoenergetici, che
depositino nel rivelatore la stessa quantita di energia, si registra una fluttuazione da
impulso a impulso, per cui i segnali risultanti non cadono tutti nello stesso canale, ma
interessano in parte anche canali adiacenti. La larghezza di questa distribuzione
determina la capacita del rivelatore di distinguere tra fotoni di energia molto vicina. |
rivelatori a Nal(Tl) hanno un’elevata efficienza, ma bassa risoluzione; i rivelatori al Ge
hanno efficienza molto inferiore, ma migliore risoluzione (da cinque a otto volte
superiore). Generalmente, |'efficienza di un rivelatore al Ge viene fornita esprimendola
rispetto a quella di un standard. Le loro diverse caratteristiche fanno si che i rivelatori a
scintillazione e quelli a semiconduttore vengano usati in condizioni e per scopi

differenti: la buona risoluzione di un rivelatore al Ge permette la separazione di eventi
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molto vicini energeticamente, e quindi I'analisi di spettri complessi ottenuti dalla misura
effettuata su campioni contenenti uno o piu radionuclidi, che decadano emettendo
molti fotoni anche a energie vicine tra loro (ad esempio, analisi di campioni incogniti);
I'elevata efficienza di un rivelatore allo Nal(Tl) viene usata per misurare I'attivita di
campioni contenenti radionuclidi noti, ma di bassa intensita.

Questa tecnica € ampiamente utilizzata in associazione al metodo XRF per caratterizzare
e studiare i processi geodinamici di territori, soprattutto quelli vulcanici. La Sicilia, che
la pili grande isola del Mediterraneo con una superficie di 25000 km?, ha una grande
varieta litologica che spazia da rocce sedimentarie a metamorfiche a vulcaniche e per
guesto viene tutt’oggi studiata; La composizione percentuale dei principali componenti
dei suoli puo essere correlata con la concentrazione dei diversi radionuclidi. Percentuali
elevate di alcuni ossidi, come I’ SiO,, riflettono le attivita di radionuclidi primordiali
come uranio e torio specie nelle zone vulcaniche di cui ne & ricca la Sicilia. Il piu alto
indice di radioattivita & associato con le rocce ignee come il granito, ed i livelli piu bassi
alle rocce sedimentarie. Quindi I'utilizzo simultaneo delle tecniche quali spettrometria
gamma ed XRF serve per descrivere I'evoluzione magmatica nella formazione di rocce e
suoli nei territori vulcanici. Zone wvulcaniche del sud Italia sono generalmente
caratterizzate da un alto contenuto in 232Th, 23'8U, 0. Rocce ignee acide mostrano un
pil alto contenuto di questi radionuclidi rispetto ai corrispettivi basici (34; 35). | processi
magmatici arricchiscono quindi le rocce degli elementi primordiali (36) e di conseguenza
I'attivita dei radionuclidi & correlata con lI'eta e I'evoluzione magmatica delle isole
vulcaniche. In base a queste tecniche e stato possibile constatare ad esempio che le
isole di Stromboli e Vulcano originano dallo stesso arco vulcanico e quindi sono frutto

dello stesso processo geodinamico (37).

2.4 TAA & Folin: valutazione del potere riducente degli estratti

Con i termini sostanza “antiossidante” e sostanza “riducente” si definiscono tutte le
sostanze in grado di contrastare i fenomeni ossidativi. In relazione al meccanismo
d’azione, gli antiossidanti si possono distinguere in due tipologie; | “Chain breaker”

agiscono da inattivatori di radicali liberi donando idrogeno o trasferendo un singolo
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elettrone alle specie radicaliche. La loro efficacia dipende dalla stabilita dei radicali nei
quali si trasformano. Presupposto perché una sostanza funga da antiossidante € che una
volta ossidata, la sua forma radicalica sia non reattiva o poco reattiva nei confronti delle
altre molecole. Appartengono a questo gruppo ad esempio i tocoferoli ed i composti
fenolici. Il secondo tipo, i “Metal scavenger” prevengono la formazione di radicali liberi
agendo da agenti chelanti dei metalli. Esempi di metal-scavenger sono I'acido etilen-
diamminotetracetico (EDTA) , I'acido citrico, I'acido ascorbico ed alcuni amminoacidi. In
natura, i limiti tra le due classi di antiossidanti non sono cosi netti, in quanto alcune
sostanze come i composti fenolici, contenuti in molti vegetali, possono comportarsi
contemporaneamente sia da chain breaker che da metal scavenger (38). L'attivita
antiossidante dei polifenoli & legata all’elevato potenziale redox, che consente loro di
agire come agenti riducenti, donatori di idrogeno e “spegnitori” (quencher)
dell’ossigeno singoletto (39). In aggiunta, possono agire come chelanti dei metalli (40) e,
per questo, la loro attivita antiossidante e considerata molto piu grande e completa di
guella delle vitamine (41).

L’efficacia antiossidante dei composti fenolici &€ dovuta alla presenza di gruppi idrossilici
legati alle strutture aromatiche ed alla geometria della molecola. Condizione
fondamentale affinché sia esplicata I'attivita antiossidante dei composti fenolici € la
formazione di radicali fenolici stabili, attraverso la delocalizzazione elettronica sulle
strutture aromatiche ed alifatiche (42). Il contenuto delle sostanze fenoliche nelle piante
dipende da una serie di fattori intrinseci (genere, specie e cultivar) ed estrinseci
(agronomico, ambientale, ecc.) (43).

E’ da considerare che la presenza e la disponibilita dei composti fenolici & anche
funzione del trattamento eventualmente subito dall’alimento, sia esso domestico,
artigianale o industriale (44) e critica € anche il processo estrattivo cui si sottopone la
matrice organica vegetale per la valutazione del potere antiossidante. Si rilevano quindi
molte differenze riguardo al contenuto fenolico di differenti frutti e ortaggi riportate da
vari autori come mg acido gallico equivalente / 100 g di sostanza fresca come nella
Pesca 84,6 + 0,7 (45), Uva rossa 201,0 + 2,9 (45), nei Broccoli 101,6 + 1,24 (46), Cavoli
54,6 + 7,0 (46), e Capperi di Pantelleria 48.75 + 5.0 (47).
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Capitolo 3

Materiali e metodi: individuazione prodotti oggetto di

studio

| terreni sono caratterizzati da un certo grado di fertilita, ovvero dal possedere
determinate caratteristiche fisiche, chimiche e biologiche. Tra le proprieta fisiche
importanti vi sono la struttura, la tessitura, la massa e I'umidita. La loro interazione
stabilisce le proprieta del terreno quali la porosita, la coesione e l|'aerazione. Le
proprieta chimiche sono la composizione, il pH ed il potere assorbente, e le
caratteristiche biologiche dipendono dai macro- e microorganismi presenti nel terreno,
che influenzano processi quali la mineralizzazione delle sostanze organiche, la
nitrificazione e la formazione di humus.

Il grado di fertilita del terreno e fortemente influenzato, oltre che dagli aspetti climatici,
anche dall’azione dell’'uomo, che con gli interventi agronomici altera gran parte di
queste caratteristiche. Grande importanza riveste anche il cosiddetto substrato
pedogenetico, cioé il tipo di roccia dalla quale il suolo ha preso origine.

La fertilita chimica e dovuta al contenuto di sostanze nutritive disponibili nel terreno,
ossia la quantita di azoto, fosforo, potassio ( macro-elementi ovvero quelli necessari in
quantita maggiore nelle piante ) e pure boro, molibdeno, ferro, manganese ( i
mesoelementi e microelementi, necessari in quantita minore ) presenti nel terreno. E’
stato dunque scelto come oggetto di studio il cappero coltivato in Sicilia, e nello
specifico, coltivazioni rappresentative del mercato italiano ed estero: Pantelleria, Salina
(produzioni intensive) ed Ustica (produzione da piante sparse e spontanee) in ordine
decrescente di produzione. A Pantelleria le zone di coltura maggiori sono quelle a sud-
ovest, nelle frazioni di Scauri e Rekale (16). Gli impianti di Salina si ritrovano in
particolare nel comune di Malfa, frazione di Pollara. Il cappero e una pianta da climi aridi
e semi aridi e cido le ha permesso di crescere in zone a ridotta piovosita, grazie al

carattere tipicamente xerofitico; cid permette la sopravvivenza ai climi estivi caldi senza
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gravi segni di stress idrico. Elevati valori di radiazione solare ed una adeguata piovosita
primaverile appaiono favorire la produttivita.

Il terreno che il cappero predilige € sciolto o di medio impasto, preferibilmente ricco di
scheletro. E’ una pianta che riesce a crescere lungo scogliere e muretti grazie alla
capacita delle radici di insinuarsi in spazi ristretti. Il pH favorevole del suolo e tra 7,5 ed
8. Inoltre, il cappero mostra una ottima resistenza all’aerosol marino, ai terreni salmastri
ed al vento.

Il biotipo “Nocellara” della pianta di cappero & il piu diffuso nell’isola di Pantelleria:
forma rotondeggiante delle foglie, bottoni fiorali di forma quasi sferica, fattore che
rende il cappero coltivato nell'isola piu resistente ed integro ai processi di
trasformazione alimentare, ovvero alla salatura. Il biotipo di Salina e il “Nocella” con
caratteristiche molto simili al Nocellara di Pantelleria ma meno resistente alla siccita
(16).

Queste tre zone di produzione di Capparis Spinosa, hanno caratteristiche simili , infatti
sono isole vulcaniche con proprieta litologiche comuni ma con peculiarita differenti per

posizione geografica ed evoluzione del processo magmatico.

3.1 Metodi di estrazione degli antiossidanti da matrici vegetali

La tecnica piu frequentemente utilizzata per ottenere estratti grezzi di antiossidanti da
matrici di origine vegetale e l'estrazione con solventi. Vengono impiegate diverse
combinazioni di solventi tra cui i pil comuni sono acqua, etanolo, metanolo, acetone e
acetato di etile, usati puri o in miscela (48). | fenoli con pochi gruppi ossidrilici sono
solubili in metanolo, etanolo, cloroformio, etere ed etilacetato. | composti fenolici sono i
maggiori componenti ad attivita antiossidante presenti nelle piante; molti di essi
potrebbero essere sfruttati non solo come agenti antiossidanti , ma anche come potenti
nutraceutici.

In questo lavoro e stato adoperato il metodo di estrazione con metanolo in rapporto
acqua/metanolo 1:2 dal momento che le sostanze polifenoliche (flavonoidi,flavoni etc.)
posseggono proprieta polari idrofiliche (I’estrazione con DMSO, solvente apolare, ha

prodotto infatti scarsi risultati) (47).
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3.1.1 Preparazione degli estratti idrofili capperi per TAA & Folin

Successivamente la raccolta stagionale (giugno-luglio 2011), i capperi freschi sono stati
divisi in campioni secondo zona e calibro e sottoposti a metodi di conservazione
alimentare: per ciascuna zona geografica e stata conservata una quota fresca
sottoposta a congelamento a -20 °C, ed una quota fresca sottoposta a salatura secondo
normativa IGP. Secondo la Disciplinare di produzione della indicazione geografica
protetta “Cappero di Pantelleria” (49) le operazioni di salatura a secco sono state
effettuate con esclusivo utilizzo di sale marino, attraverso fasi successive di elaborazione
del prodotto. Nella prima fase di circa otto-dieci giorni dalla data della raccolta dei
capperi, la massa di capperi & stata addizionata di sale marino nella misura
corrispondente dal 30 al 40% del peso della stessa e rimescolata al fine di favorire la
fermentazione lattica, processo chimico responsabile largamente delle particolari
caratteristiche organolettiche. Trascorso il periodo di tempo sopra indicato e stata
eliminata I'acqua di vegetazione prodotta con la salatura e nella successiva fase di
elaborazione e stato ulteriormente aggiunto sale marino in quantita corrispondente dal
20 al 25% del peso della massa dopo I'eliminazione dell’acqua di vegetazione. Dopo 20-
30 giorni il prodotto salato e stato reso commestibile e conforme al prodotto

commerciale.
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Figura 15: siti campionati a Pantelleria.
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Capperi (C. spinosa L. biotipi Nocellara, Pantelleria ed Ustica e Nocella/Nocellara, Salina)
provenienti da 5 diversi siti (fig.15) coltivati a Pantelleria (Bugeber “Belvisi”; Bugeber
“Consoli”; Scauri “Scala”; Scauri “Quattro Canti”; Piano Ghirlanda “Favare”), da un sito a
crescita spontanea nell’isola di Ustica, Punta Spalmatore ( posto a confronto con i
capperi riuniti dell’azienda agricola “Cristina”) , e da un sito coltivato nella frazione
Valdichiesa dell’isola di Salina, sono stati in parte fermentati in sale. E’ stato anche
adoperato un campione conservato in salamoia proveniente dalla frazione Valdichiesa
(Salina) . | capperi salati furono lavati tre volte con una larga parte di tampone salino
fosfato 5 mM , pH 7.4 (PBS) , asciugati con carta assorbente e finemente tagliati.
Campioni (50 g) di prodotto fresco e salato sono stati estratti con 100 mL di miscela
metanolo/acqua (2:1 , v/v). Gli estratti, dopo centrifugazione e filtrazione con filtro
Millex HV da 0,45 um (Millipore , Billerica , MA), sono stati sottoposti ad evaporazione
in Rotavapor per la rimozione dei solventi organici. Infine, I'estratto idrofilico fu
sottoposto a liofilizzazione. Tutti gli estratti sono stati conservati a -80 °C ed analizzati
entro 2 mesi dalla preparazione. Immediatamente prima dell’utilizzo, gli estratti
essiccati sono stati sospesi nuovamente in opportuno solvente ed alla concentrazione

richiesta.

3.1.2 Preparazione pasticche capperi per XRF

Aliquote di capperi freschi e salati (circa 25 grammi) sono stati posti in stufa per 24 ore
ad una temperatura di 60 ° C. Grazie alla perdita di acqua di vegetazione, & stato
possibile macinare il prodotto mediante utilizzo di pressa e setaccio. | capperi sono stati
macinati tramite mulino a mortaio automatico Fritsch Pulverisette 2 per 5 minuti con
forza (daN) crescente e passati al setaccio analitico di acciaio inossidabile di 250 um ; la
polvere ultrafine ottenuta (al di sotto di 250 um) & stata poi adoperata per creare
pasticche di capperi da sottoporre ad analisi XRF. Con una pressa pastigliatrice idraulica
manuale Retsch PP 25 sono state preparate le pasticche omogenee su stampi di teflon di

circa 1 cm. Dopo che e stata introdotta circa 250 mg di polvere secca di cappero entro
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gli stampi, per ciascun campione, € stata ottenuta una pastiglia omogenea e stabile ad

una forza massima di 2 tons (900 Psi).

3.2 Prelievo e trattamento terreni

Per il prelievo di campioni di terreno sono stati scelti 15 punti per ogni appezzamento
(Bugeber “Belvisi”; Bugeber “Consoli”; Scauri “Scala”; Scauri “Quattro Canti”; Piano
Ghirlanda “Favare”) coltivato a Pantelleria e per 'appezzamento coltivato a Salina nella
frazione di Valdichiesa; da ognuno di questi punti e stato prelevato un sub campione
secondo le seguenti modalita: sono stati scelti i punti del terreno in prossimita delle
piante, lungo le file e diagonalmente alla superficie coltivata. E’ stato scartato lo
scheletro superficiale costituito da erbe, foglie, radici etc., ed i primi 5 cm di terreno (
cuticola erbosa ). E’stato prelevato il campione a 35/40 cm di profondita. | 15 sub
campioni, in peso ed in omogeneita simili, sono stati sminuzzati, e, rimosse pietre e
materie organiche, mescolati in un unico campione di 2 Kg chiuso in un sacchetto di
polietilene pulito. Ad Ustica, non esistendo superfici di terreno coltivati a cappero, sono
stati prelevati i terreni in prossimita di una decina di arbusti spontanei di Capparis
Spinosa in localita Punta Spalmatore. Il prelievo dei sub campioni & stato effettuato
sempre a 30/40 cm di profondita, scartando il materiale organico superficiale e pietre
presenti nel carotaggio. | campioni sminuzzati sono stati riuniti in un unico campione di

2 Kg e destinato alle successive analisi XRF e spettrometria gamma.

3.2.1 Preparazione pasticche terreno per XRF

| terreni sono stati resi a granulometria omogenea tramite mulino a mortaio automatico
e setacci analitici di diverso diametro progressivo. La prima separazione é stata
effettuata con setaccio di 1 mm per separare la porzione grossolana dalla porzione fine
(al di sopra di 1 mm). La parte grossolana, pulita ancora dai residui di radici e/o foglie, &
stata macinata con mortaio automatico per 6 minuti con forza crescente; le porzioni di
terreno fine cosi ottenute sono stati macinati come in precedenza e passati al setaccio di

diametro inferiore allo scopo di ottenere la porzione ultrafine (inferiore ad 1 mm). Il
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campione siffatto di terreno a granulometria ultrafine & stato adoperato per la
creazione di pasticche di terreno da sottoporre ad analisi XRF poiché la tecnica risente
molto dell’effetto matrice. Il terreno cosi polverizzato, infatti, risulta a granulometria
omogenea e permette |'ottenimento di pasticche compatte prive di crepe e zone di aria

al loro interno che renderebbero il campione non idoneo all’analisi.

3.2.2 Preparazione terreno per spettrometria gamma

Ogni campione di suolo & stato prima setacciato con una rete la cui maglia quadrata ha
le dimensioni di 0.5 cm. Questa operazione serve a eliminare eventuali frammenti
grossolani di rocce, residui organici e altro materiale estraneo alla litologia del luogo,
rendendo il campione di suolo maggiormente omogeneo. Dopo il setacciamento, il
campione di suolo é stato posto nel forno per 24 ore a 110 °C. Una quantita di campione,
pari a circa un litro, € stata allora polverizzata e posta all’interno di un becker marinelli
e successivamente pesata. Il becker marinelli e stato quindi chiuso ermeticamente in
modo tale da non fare fuoriuscire il gas (Radon) che si genera dal decadimento
radioattivo della roccia. Tale accorgimento & necessario per portare i radionuclidi
presenti nei campioni all’equilibrio secolare, il quale & raggiunto dopo circa 30 giorni di
attesa. Trascorso questo periodo di tempo, e stata effettuata la misura di spettroscopia

gamma sul campione di suolo.

3.3.1 XRF

La strumentazione per analisi di fluorescenza a raggi X disponibile presso il Dipartimento
di Fisica — Universita degli Studi di Palermo - consiste di uno spettrometro portatile
ArtTAX 400 (Bruker AXS) che permette analisi di tipo ED-XRF (Energy Dispersive - XRF) a
dispersione di energia (50) . A differenza della WD- XRF (Wave Dispersive- XRF), che
separa in lunghezza d’onda X le radiazione emessa dal campione attraverso un cristallo

analizzatore nel quale le diverse righe energetiche X proveniente dal campione vengono
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diffratte in differenti direzioni, la spettrometria ED- XRF rivela le righe energetiche X
caratteristiche differenziandole nelle righe spettrali e consentendo in tale modo il
riconoscimento degli elementi presenti in un campione. La tecnica WD- XRF permette
maggiormente di rivelare elementi a basso numero atomico, come il berillio (Z = 2) a
differenza della tecnica EDXRF che pur permettendo di effettuare simultaneamente e in
tempi brevi I'analisi di tutti gli elementi presenti nel campione, rivela elementi con Z piu
alto. Nell’'ultimo decennio pero, grazie all'utilizzo di rivelatori con maggiore efficienza di
rivelazione, di nuovi materiali nelle finestre del rivelatore e alla possibilita di flussare un
gas inerte come l'elio tra il campione e la finestra del rivelatore, i sistemi ED —XRF

permettono oramai di rivelare elementi con Z > 11.

X-Ray collimator

Helium gas
flux system '« X-Ray detector

X-Ray characteristics of material

Helium gas
atmosphere

X-Ray beam /

Fig. 16: Set-up di una acquisizione XRF tramite lo spettrometro portatile ArTAX. Nello
schema sono riportati: il campione da analizzare; il fascio di raggi X di eccitazione; i
raggi X di fluorescenza e radiazione diffusa proveniente dal campione in seguito ad
irraggiamento; la radiazione raccolta dal detector e il sistema di rivelazione; la
telecamera CCD; il sistema di illuminazione del campione; il puntatore laser per

posizionamento del punto di misura e il sensore di collisione.
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Lo spettrometro XRF ArtTAX 400 (Bruker AXS), mostrato in figure 16 e 17, &

costituito dai componenti di seguito descritti:

sistema di rivelazione SSD con risoluzione energetica minore di 145 eV a 5.9 keV, le cui
caratteristiche e vantaggi rispetto ad altri sistemi di rivelazione a stato solido sono di
seguito ampiamente illustrati;

tubo a raggi X, con una tensione massima di 50 kV e una corrente massima di 1500 UA,
con anodo in Molibdeno, dotato di un sistema di micro collimatori a differente diametro
che permettono di ottimizzare la risoluzione spaziale dell’analisi;

sistema di puntamento laser e telecamera CCD per il controllo della geometria di misura
e la documentazione fotografica del punto analizzato;

un sistema di posizionamento manuale per la movimentazione della testa di misura
lungo le tre direzioni XYZ;

un PC per il controllo remoto del sistema e la gestione del set up di misura e
I'acquisizione dello spettro XRF del punto campione in esame;

sistema per il flussaggio di elio tra campione e rivelatore che consente di rilevare anche
gli elementi leggeri: grazie alla presenza di He, che ha uno Z notevolmente piu basso di
qguello dell’'azoto presente nell’aria, i raggi X caratteristici emessi dal campione non

vengono ridotti per assorbimento fotoelettrico causato dalle molecole d'aria.

a) b)
Fig. 17: a) Spettrometro XRF ArtTAX 400 (Bruker AXS), disponibile presso il Laboratorio di Tecniche Fisiche
per lo Studio e la Caratterizzazione dei Beni Culturali del Dipartimento di Fisica — Universita degli Studi di
Palermo. b) Particolare della testa di misura: 1. Sensore di collisione; 2. Puntatore laser per
posizionamento del punto di misura; 3. LED per illuminazione del campione; 4. telecamera CCD; 5. ottica
di emissione del fascio di raggi X di eccitazione e flusso di elio; 6. ottica di raccolta dei raggi X di

fluorescenza e flusso di elio.
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3.4 Spettrometria gamma

Lo spettrometro gamma (fig.18) disponibile presso il Dipartimento di Fisica — Universita
degli Studi di Palermo - ha come elemento rivelatore un diodo coassiale di Germanio

iperpuro (HPGe) di tipo p, le cui caratteristiche sono quelle elencate nella Tab.1.

Tab.1 Caratteristiche del rivelatore

Range di rivelazione 40 keV-10 MeV
Tensione di alimentazione +2500 V

Efficienza relativa 40%

Risoluzione 1.78 keV a 1.33 MeV
Rapporto peak to Compton 73:1

Forma del picco
FW.1M/FWHM 1.9 (per una gaussiana ideale 1.828)
FW.02M/FWHM 2.5 (per una gaussiana ideale 2.376)

L’efficienza relativa € stata calcolata in rapporto a quella di un cristallo di Nal delle
dimensioni standard di 7.6x7.6 cm, essendo quest’ultimo rivelatore molto efficiente
grazie alla presenza degli atomi pesanti di lodio. |l cristallo semiconduttore & contenuto
all'interno di una capsula in cui viene creato il vuoto per mantenere la necessaria
purezza del cristallo. Inoltre il cristallo € mantenuto alla temperatura di 77 K grazie ad

un sistema di raffreddamento elettrico X COOLER |II.
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Fig.18 : a) becker marinelli; b) particolare della zona di alloggiamento del becker
marinelli per il diodo di Germanio; c) becker con il campione di terreno; d) spettrometro

gamma; d) diodo coassiale di Germanio all'interno della camera dello spettrometro.

38




Il sistema di rivelazione & protetto dalle radiazioni esterne per mezzo di uno schermo
spesso 10 cm e costituito da piu strati di materiali differenti. Quello piu esterno & uno
strato di Piombo, subito dopo & presente uno strato di Cadmio e infine uno di Rame. |l
segnale analogico in uscita dal diodo semiconduttore viene prima elaborato da un
preamplificatore e successivamente inviato a uno spettrometro digitale, il DSPEC™™ |a
cui funzione & quello trasformare il segnale analogico in ingresso in un valore di energia
del fotone incidente. Le caratteristiche tecniche principali dello spettrometro digitale

DSPEC?® in dotazione in laboratorio sono riportate in Tab.2.

Tab.2 Caratteristiche del DPEC™®°

Display 240 x 160 pixels. LCD retroillulinato fornisce lo status

information, instrument ID, bias information, live and real time

Concurrent Connections

Via standard USB 2.0, con ogni sistema Windows 2000/XP

System Gain Settings

Guadagno esteso:1,2,4,8,16,32. Guadagno fine: da 0.45a 1

Preamplifiers

Selezionabile dal computer,

System Conversion Gain

Il sistema di conversione del guadagno é controllato dal

software, da 512 a 16k canali

Digital  filter  shaping-time

constants

Rise times: da 0.8 us a 23 us in steps di 0.2 us. Flat tops: da 0.3
a 2.4 us in steps da 0.1 us

Dead-time correction

Correzione estesa del live-time in accordo al metodo Gedcke-

Hale

Accuracy Variazioni dell’area del picco di riferimento <+3% da 0 a 50000
conteggi al secondo

Low-frequency rejector Quando settato su ON, rimuove dallo spettro il rumore in
ingresso alle basse frequenze (<3 kHz)

Linearity Non linearita <+0.025% su oltre il 99.5% dello spettro. Non

linearita differenziale <+1% su oltre il 99% del range

Pulse pile-up rejector

Soglia settata automaticamente

Pulse-pair resolution

<500 ns

Automatic digital pole-zero

adjustment

Controllato da computer, puo essere settato in automatico o in
manuale. Diagnostica in remoto tramite InSight Oscilloscope

mode

Per effettuare misure con il rivelatore gamma, e stata prima di tutto effettuata la

calibrazione in energia, la quale ha permesso I'attribuzione di un valore di energia ad
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ogni canale presente sull’asse delle ascisse nella funzione risposta. Tale procedura &
stata effettuata utilizzando come sorgente di radiazione un campione contenente
nuclidi noti e misurando la risposta del detector. E’ stata scelta una sorgente contenente
0Co che emette fotoni di energia 1173.27 e 1332.50 keV. L’attivita A di un particolare
nuclide in un campione ¢ il numero di decadimenti nucleari di quel nuclide per unita di
tempo. Se il nuclide € un emettitore gamma, esistera nello schema di decadimento una
certa probabilita P, di emissione di un fotone con una ben determinata energia. Il
numero di fotoni emessi da quel nuclide per unita di tempo, ovvero il rateo di emissione
di fotoni, risulta essere il prodotto tra I'attivita A e la probabilita P, di emissione gamma.
La spettrometria gamma ci consente di ottenere, per dei campioni incogniti, uno spettro
in cui sono presenti un certo numero di picchi corrispondenti alla rivelazione di fotoni di
differenti energie. Il fondo strumentale ¢ il contributo agli spettri misurati dovuto ai
fotoni emessi dai materiali che circondano il detector e che non vengono fermati dallo
schermo dello strumento. Il fondo viene stimato effettuando una misura con lo
spettrometro gamma dopo avere posto, nell’apposito alloggiamento per i campioni, un
becker marinelli contenente un litro di acqua bidistillata. L’aggiunta dell’acqua
bidistillata ha lo scopo di porre all'interno del becker un materiale che non emetta
fotoni ma che abbia una densita paragonabile (1kg/litro) a quella dei materiali analizzati,
in maniera tale da riprodurre una situazione il pit possibile simile a quella dei campioni
misurati. E’ stata effettuata una misura del fondo strumentale per un tempo di
acquisizione molto lungo (300000 s) a causa del basso rateo con cui questi fotoni
giungono sul rivelatore. Per ogni picco presente nello spettro relativo al fondo, si
calcola il rateo di conteggio Rr dividendo I'area del picco per il tempo di acquisizione
dello spettro. Una volta misurato il contributo dovuto al fondo, lo si elimina definendo,
per ogni picco presente nello spettro di un campione, il rateo di conteggio netto R, il
guale & dovuto ai soli fotoni emessi dal campione e si calcola come la differenza fra il
rateo di conteggio totale Ry e quello dovuto al fondo strumentale R-. Il secondo e ben
pil importante aspetto da valutare, per potere ricavare il rateo di fotoni emessi da una
sorgente a partire dal rateo di conteggio misurato dal detector, € I'andamento
dell’efficienza del detector in funzione dell’energia dei fotoni incidenti. Infatti solo una
frazione dei fotoni emessi da una sorgente & effettivamente rivelata dal detector.
Utilizzando un generico campione come sorgente, definiamo |'efficienza assoluta di

picco, relativa all’energia E, come il rapporto tra il rateo di conteggio misurato dal
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detector alla medesima energia E (nel fotopicco) e il rateo di fotoni di energia E emessi
dalla sorgente . Per potere misurare l'efficienza del detector, bisogna fare uso di un
campione di riferimento il piu possibile simile per composizione e densita ai campioni
incogniti su cui vogliamo effettuare le misure, e di cui si conosce I'attivita specifica di un
certo numero di nuclidi perché certificati da laboratori esterni. Il campione di
riferimento da noi utilizzato e il campione di suolo indicato con la sigla JAEA-375. Un
litro circa di questo suolo di riferimento, corrispondente alla massa di 1.47 Kg, & stato
posto in un becker marinelli e sigillato ermeticamente affinché in circa 30 giorni potesse
raggiungere |'equilibrio secolare. Contemporaneamente, un piccolo quantitativo dello
stesso materiale e stato posto in forno a 110° C per 24 ore per valutare la percentuale in
peso che veniva persa a causa dell’'umidita presente. In questo modo & stato possibile
valutare la massa netta secca di materiale di riferimento che abbiamo posto nel becker
(1.428 Kg). Lo standard utilizzato per misurare ['efficienza del detector ha una
composizione chimica e una densita simile a quella di un generico campione da
analizzare. Questo ci permette di assumere che il fenomeno dell’autoassorbimento nello
standard e in un campione generico sia confrontabile. Di conseguenza, se misurassimo
I'efficienza, relativa ad una certa energia, utilizzando uno dei due campioni, ci
aspetteremmo di trovare circa lo stesso valore. Lo scopo principale delle nostre misure
di spettroscopia gamma & quello di determinare le attivita specifiche dei nuclidi

primordiali (22U, #*°Th, %°

K) presenti nei campioni di suoli prelevati. Le serie radioattive
dell’”2u e del #’Th sono ipotizzate essere all’equilibrio secolare e le attivita dei
capostipiti sono determinate utilizzando, rispettivamente, i fotoni gamma di energia 609

keV emessi dal #“Bi e quelli di energia 911 keV emessi dal 254,

3.5 Saggi TAA & Folin

Potenziale antiossidante totale: Attivita antiossidante totale (TAA) degli estratti idrofilo
e stata stimata adoperando il saggio di decolorazione del radicale cationico ABTS (51). Il
radicale ABTS™ & stato preparato mettendo a reagire ABTS con K,S,0, (fig.19) (52). |
campioni sono stati analizzati in duplicato, a 5 differenti diluizioni, entro il range lineare

del saggio. Il saggio era standardizzato (fig.20) con I'antiossidante sintetico Trolox
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(fig.21), ed i risultati sono stati espressi come micromoli di Trolox equivalenti per

grammo di peso di prodotto fresco .
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Fig.19 Riduzione del radicale cationico ABTS mediante un antiossidante generico
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Figura 20 Retta di taratura Trolox utilizzata per estrapolare I’attivita antiossidante totale di estratti

CHs
HO C
oH
HzC o

CH
CHs 3

Figura 21 Trolox (analogo sintetico Vit. E)
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Valutazione di Folin-Reactive Substances (Folin-RS): | fenoli totali sono stati determinati
con il reagente di Folin-Ciocalteu secondo la metodica utilizzata da Singleton & Rossi
(1965). Il metodo colorimetrico Folin-Ciocalteu, basato sulla riduzione dell’ acido
fosfotungstico-fosfomolibdico (reagente di Folin-Ciocalteau) in soluzione alcalina, e
stato utilizzato per determinare composti fenolici negli estratti idrofili (53) . Estratti
relativi a 10-100 mg di cappero sono stati analizzati in duplicato. La quantificazione e
stata condotta in riferimento a curve costruite con acido gallico, ed i risultati sono stati
espressi come milligrammi di acido gallico equivalenti (GAE) per 100 g di peso di
prodotto fresco . In breve, a 100 ul di campione opportunamente diluito sono stati
aggiunti 1 ml di reagente Folin-Ciocalteau diluito 1:10 con acqua. Dopo 3 minuti esatti,
sono stati aggiunti 900 pl di Na,COs3 al 7,5% ed il tutto e stato lasciato riposare al buio
per 90 minuti. La lettura dell’assorbanza a 725 nm ¢ stata effettuata contro un bianco
ottenuto utilizzando 100 pl di metanolo al posto del campione. La concentrazione di
fenoli totali dei campioni & stata espressa in acido gallico equivalenti per 100 gr di

prodotto fresco e salato.
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CAPITOLO 4

Risultati ed elaborazione dati

4 Premessa: macro- e micro- elementi nei suoli e trasporto minerali essenziali nella

pianta

Gli elementi nutritivi presenti in un suolo si distinguono in macroelementi e
microelementi. | primi sono assorbiti in grande quantita dalle piante, i secondi sono
elementi dinamici utilizzati come componenti di cofattori o come attivatori di enzimi nei
processi biochimici, percio sono assorbiti in piccole quantita. Nell'ambito dei
macroelementi coinvolti nella nutrizione minerale si suole distinguere, per convenzione,
tra principali e secondari. Tale distinzione si basa fondamentalmente sull'eventuale
necessita di un apporto artificiale mirato: di norma non sussiste la necessita di un
apporto specifico degli elementi secondari in quanto sono gia presenti nel terreno in
guantita soddisfacenti e il loro apporto e garantito da fattori naturali o contingenti (ad
esempio, sono spesso componenti secondari dei concimi). Il fosforo & presente nel
terreno soprattutto come prodotto della lenta degradazione delle apatiti, minerali
contenenti fosfato di calcio, generalmente presenti in piccole quantita in rocce
magmatiche. Altre fonti minerali sono rappresentate dalle fosforiti, rocce sedimentarie
ricche di apatite, originate da depositi di fosfati in ambiente marino. Il potassio deriva
della disgregazione e solubilizzazione di diversi fillosilicati e tettosilicati ed & inoltre
frequente come catione fissato nello spazio interlamellare dei minerali argillosi. In
generale & quindi abbondantemente presente in suoli originati da rocce magmatiche
acide e da diverse rocce metamorfiche. Nel terreno si trova sempre come ione K in
cinque forme fondamentali: il potassio reticolare, incorporato nei reticoli cristallini e
praticamente indisponibile per i processi biologici, il potassio fissato, incorporato nel
reticolo di minerali secondari, lentamente disponibile, il potassio scambiabile, adsorbito
sul complesso di scambio, il potassio solubile, disciolto nella soluzione circolante, il

potassio organico, incorporato nella sostanza organica. Quest'ultima forma & in realta
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rappresentata ancora dallo ione potassio ma che puo essere rilasciato in gran parte solo
dopo la mineralizzazione. Le fonti di potassio sono percid rappresentate dalla
disgregazione e alterazione dei minerali, attuate nel lungo processo della pedogenesi, e
dal ciclo del carbonio che reintegra le asportazioni, talvolta notevoli, da parte delle
piante. Alcuni terreni possono avere anche un tenore in potassio dell'ordine di alcuni
punti percentuale, tuttavia questo dato non e di alcuna utilita perché ai fini agronomici &
importante la determinazione del potassio assimilabile, che comprende la frazione
scambiabile e quella solubile. Per convenzione vengono considerati macroelementi
secondari della fertilita il calcio, il magnesio e lo zolfo , elementi indispensabili per le

piante:

il calcio € un elemento dinamico che interviene nel biochimismo delle membrane
cellulari e nella mitosi; nei vegetali e inoltre un componente strutturale essenziale della
lamella mediana e della parete cellulare;

il magnesio € un elemento dinamico componente essenziale del gruppo prostetico della
clorofilla;

lo zolfo & un elemento plastico, componente dell'amminoacido cistina, indispensabile
per la formazione dei ponti disolfuro responsabili della struttura quaternaria delle

proteine, sia strutturali sia enzimatiche.

Si tratta di elementi di origine litologica in genere ben rappresentati nel terreno in

guanto componenti di minerali abbastanza comuni:

Calcio: & presente come componente in alcuni silicati (plagioclasi, augiti, ecc.), nei
carbonati (calcite, aragonite, dolomite), nei fosfati (apatite), nei solfati (gesso, anidrite).
Inoltre, € un componente di diversi minerali argillosi di larga diffusione.

Magnesio: rientra nella composizione di molti silicati, soprattutto nesosilicati, pirosseni,
anfiboli) e fillosilicati, e in quella dei minerali argillosi, soprattutto come componente
reticolare degli strati ottaedrici. E inoltre largamente rappresentato come componente
dei carbonati (magnesite, dolomite).

Zolfo: rientra nella composizione dei solfuri e dei solfati presenti in genere come

minerali secondari in rocce magmatiche, sedimentarie e metamorfiche.
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Sono microelementi o oligoelementi quelli assorbiti in piccole quantita e che svolgono

funzione esclusivamente dinamica, in genere come attivatori di enzimi:

Ferro: &, fra i microelementi, quello assorbito in quantita maggiori. Il suo ruolo non &
ben noto, ma & accertato che interviene nel processo di sintesi del gruppo prostetico
della clorofilla. La sua carenza si manifesta con una clorosi internervale che puo arrivare
all'intero lembo fogliare, soprattutto nelle foglie piu giovani e nelle specie piu sensibili. E
un elemento notoriamente poco mobile sia nel terreno sia all'interno della pianta.
Manganese: interviene nel trasporto degli elettroni nella fotosintesi clorofilliana; svolge
inoltre altre funzioni nel biochimismo delle membrane dei cloroplasti e come attivatore
di enzimi impiegati nella sintesi degli acidi grassi. La sua carenza si manifesta con vari
sintomi nelle diverse piante, fra i quali ricorrono spesso forme di clorosi associate a
necrosi fogliari.

Rame: interviene nel trasporto degli elettroni nella fotosintesi e nella respirazione, ma &
impegnato anche componente di enzimi che partecipano a processi fisiologici di
ossidoriduzione.

Zinco: svolge funzioni poco conosciute; fra queste si cita la biosintesi dell'auxina a
partire dal triptofano. Poiché I'auxina € I'ormone che stimola la crescita per distensione
cellulare, i sintomi della carenza di zinco si manifestano spesso con accorciamenti degli
internodi.

Boro: svolge funzioni poco conosciute, fra cui sono citate la partecipazione alla
traslocazione floematica degli zuccheri e la sintesi delle basi pirimidiniche degli acidi
nucleici. | sintomi da carenza si manifestano spesso con accrescimento stentato e con
fenomeni di disgregazione dei tessuti vegetali.

Molibdeno: & un microelemento indispensabile per I'organicazione dell'azoto. E infatti
un componente essenziale, in tutte le piante, della nitrato reduttasi, enzima che riduce
I'azoto nitrico ad azoto ammoniacale nella biosintesi degli amminoacidi. Nelle
leguminose & inoltre un componente essenziale della nitrogenasi batterica, enzima
fondamentale per I'azotofissazione.

Cloro: interviene nel trasporto degli elettronici nella fotosintesi.

Le carenze piu frequenti interessano in genere il ferro, lo zinco, il manganese e il
molibdeno, mentre per gli altri microelementi sono eventi alquanto rari. In generale la

disponibilita dei microelementi nel terreno supera abbondantemente i quantitativi
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necessari per le piante; basti pensare al ferro, elemento diffusissimo nella crosta
terrestre come componente di moltissimi minerali. La carenza & per lo piu dovuta a
dinamiche chimiche che si instaurano nel terreno in condizioni specifiche, legate per lo
piu a fenomeni di insolubilizzazione causate secondo i casi dal pH, dal potenziale di

ossidoriduzione e dagli antagonismi di assorbimento.

Prima di analizzare la composizione elementare dei bottoni fiorali di Capparis Spinosa
attraverso analisi XRF, € necessario fare un breve accenno a concetti di fisiologia
vegetale (54). La pianta assorbe i sali minerali a partire dal suolo attraverso I'apparato
radicale. Un elemento sotto forma di ione viene dapprima assorbito da una cellula
epidermica della radice e viaggia verso lo xilema (insieme di tessuti vegetali presente
nelle piante vascolari ed adibito alla conduzione dell'acqua e dei soluti in essa disciolti)
per via simplastica (fig.22) (passaggio attraverso le membrane). Lo ione attraversa
dapprima l'epidermide, poi I'esoderma, diverse cellule corticali per infine arrivare
all’endoderma, punto critico per il passaggio di soluti specie se dotati di carica elettrica;
infatti lo strato esterno dell’endoderma & dotato di un fascio di ispessimento ricco di
materiale idrofobo noto come banda del Caspary. Le soluzioni di ioni, dunque, per
entrare infine nel cilindro centrale, dalle cellule vive del periciclo a quelle morte dello
xilema, sono obbligate a passare attraverso le pareti tangenziali delle cellule
endodermiche e quindi ad attraversare il loro citoplasma. L'assorbimento dei soluti
all'interno della cellula & controllato da proteine carrier, da canali proteici e pompe

ioniche. Tale assorbimento e specifico e selettivo.
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Figura 22 Trasporto soluti attraverso I'apparato radicale
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Le cellule delle piante hanno bisogno di numerosi ioni minerali essenziali per il loro
funzionamento. Il potassio (K *) & cofattore di molti enzimi necessari, ad esempio, per la
sintesi di proteine. Il calcio (Ca **) ha funzioni regolatorie, fa parte della struttura della
parete cellulare, stabilizza le membrane e controlla i movimenti. Il fosfato (PO43') e
presente nell’lATP, € componente degli acidi nucleici e prende parte nelle fosforilazioni
di zuccheri e proteine. Il magnesio (Mg 2+) € componente della clorofilla, lo zolfo (S) e
presente in alcuni amminoacidi e nel coenzima A. Il ferro (Fe) & necessario per la sintesi
di clorofilla ed & componente essenziale dei citocromi. Il cloro (Cl) regola i processi
osmotici, lo zinco (Zn) e cofattore con il rame di alcuni enzimi ed infine il molibdeno

(Mo) controlla il metabolismo dell’azoto.

. Reticalo
_sendoplasmatico
.

Membrana nucleare

Mitocondrif g : Mucleo

-,ll-l.'-i—.l'u\.embr'ana

Figura 23 Cellula vegetale (il vacuolo occupa gran parte dello spazio intracellulare)

Il vacuolo (fig.23) e il piu grande magazzino di acqua e soluti nella cellula vegetale. Esso
contiene prevalentemente ioni minerali quali K, Cl, Na, Ca, PO43' ,NO3, SO42', e sostanze
idrosolubili come monosaccaridi, disaccaridi e trisaccaridi. Contiene metaboliti
secondari, alcaloidi, terpenoidi e fenoli ed acidi organici (acido citrico), glucosidi e
tannini. Immagazzina pigmenti flavonoidi (antociani, flavoni, flavanoli). Il vacuolo ha
quindi funzioni di riserva, funzione litica (mobilizzazione polisaccaridi e proteine di

riserva), segregazione di prodotti secondari del metabolismo (flavonoidi, alcaloidi,
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glucosidi, tannini e terpeni). | flavonoidi, pigmenti che conferiscono la colorazione
caratteristica dei vegetali, e sostanze come i glucosidi, proteggono la pianta dai
predatori perché fungono da repellenti per gli animali (da qui I'esigenza di trattare e
conservare con sale marino i bottoni floreali freschi del cappero per renderli
commestibili). Infine il vacuolo risulta fondamentale per I'equilibrio ionico e per la
regolazione dell’osmosi della cellula vegetale fungendo da sostegno nell’accrescimento

della cellula vegetale.

4.1 XRF suoli e capperi

| valori del set-up sperimentale impostati per le misure XRF per i campioni di suoli e di
capperi, selezionati al fine di ottimizzare l'efficienza di rivelazione e migliorare il
rapporto segnale rumore (SNR), sono stati i seguenti: 40 kV per la tensione; energy
range 25 KeV; 700 pA di corrente; 300 sec come tempo di acquisizione; flusso di elio di
1.6 |/min. L’analisi XRF su pasticche di suoli e, su pasticche di capperi non trattati
(freschi) e trattati (salati), ha permesso I'analisi qualitativa della composizione
elementare , il confronto qualitativo fra elementi uguali nei diversi campioni, e la
valutazione della perdita di minerali, nei capperi, dopo il processo di stabilizzazione e
conservazione (salatura a secco secondo norme IGP). L’analisi quantitativa non ¢ stata
possibile a causa della mancanza di standards appositi. L’altezza dei picchi e le aree
sottese, non tengono conto principalmente della presenza quantitativa degli elementi
bensi della sensibilita della tecnica per i diversi elementi e dall’intensita dei conteggi
relativi. Tuttavia, I'analisi non tiene conto dei legami chimici presenti tra gli elementi e
delle strutture molecolari pill 0 meno complesse in cui sono inclusi. Permette quindi di
indagare sugli elementi presenti in tutta la matrice vegetale analizzata e sui suoli. Lo
spettro XRF e raffigurato in base all'intensita dei conteggi (asse delle ordinate) ed
all’energia in Kev (asse delle ascisse).

Qui di seguito la legenda raffigurante i campioni di suoli e capperi riportati nei risultati

finali.
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LEGENDA
CAMPIONI SUOLI-CAPPERI
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SUOLI E CAPPERI CAMPIONAMENTI PROVENIENZA
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s4ac SCAURI QUATTRO CANTI | PANTELLERIA
BB BUGEBER BELVISI PANTELLERIA
PGF PIANO GHIRLANDA | PANTELLERIA
FAVARE
BC BUGEBER CONSOLI PANTELLERIA
SAL SALINA SALINA
PSUS PUNTA SPALMATORE USTICA
AZ_US AZIENDA USTICA
CAPPERI FRESCHI
SS_F
SAC_F
BB_F
PGF_F
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SS_S
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BB_S
PGF_S
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PS_US_S
AZ_US_S
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4.1.1 XRF suoli

| suoli analizzati mediante analisi XRF (fig.24), scelti e posti a confronto fra i cinque siti
di prelievo a Pantelleria, sono stati caratterizzati per la presenza di Al, Si, Cl, K, Ca, Ti,
Mn, Fe, Cu, Zn. L'unico sito di Salina e stato posto a confronto con i precedenti campioni
per la notevole presenza di Ca. Lo spettro raffigurato nel paragrafo e il grafico XRF
risultante dalla sovrapposizione degli spettri singoli dei campioni analizzati: ribadendo

che I'altezza
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Figura 24 Spettro XRF campioni suoli Pantelleria (cinque frazioni) e Salina

e I'area dei picchi non sono proporzionali alla quantita di minerali presenti bensi indice
di sensibilita ai diversi elementi, si pud notare come non ci siano differenze sostanziali,
ad eccezione del Si, presente soprattutto in BB, il Ca ed il Cu in SAL. Da segnalare pure la

presenza di Cl nel campione di BB (forse per la maggiore vicinanza al mare). Viene
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rimandata all’analisi PCA I'insieme dei dati XRF raccolti per ciascun elemento riscontrato

nei singoli campioni.

4.1.2 XRF capperi

Descrivendo la stessa matrice vegetale, nel caso di bottoni floreali di capperi freschi e

salati, gli elementi maggiormente rappresentati sono: Al, P, S, Mo, Cl, K, Ca, Fe, Zn. E’

importante ribadire anche in tal caso che l'altezza e 'area dei picchi non differenziano

gli elementi presenti in base alla concentrazione ma tengono conto della maggiore

sensibilita della tecnica per I'’elemento specifico (ad esempio maggiore sensibilita al K e

minore al Fe, Al, P e Cl). Qui di seguito sono mostrati gli spettri XRF di capperi freschi di

Pantelleria (manca il campione fresco di BC poiché la pasticca di cappero non é risultata

omogenea e non ha permesso una applicazione adatta della tecnica).

Il seguente spettro (fig.25) invece e frutto delle sovrapposizioni degli spettri precedenti

e mette a confronto i vari raccolti in base al contenuto quali-quantitativo tra gli stessi

elementi rappresentati nella matrice vegetale.
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Figura 25 Spettro XRF campioni capperi freschi Pantelleria ed Ustica
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Puo essere affermato che il contenuto in K & maggiore nel campione di BB-F rispetto ai
campioni S4C-F, PGF-F, AZ_U-F, SS-F. Il contenuto minore in K & del campione a crescita
spontanea PS-US-F. Il contenuto in Ca & maggiore nel campione PG-F, S4C-F e BB-F,
minore nei campioni usticensi. Il Cl & piu rappresentato in PS-US-F (forse dovuto alla
maggiore vicinanza al mare) mentre i contenuti in Al, P, Fe e Zn sembrano costanti in
tutti i campioni. Gli spettri XRF dei campioni salati mostrano come il processo di
salatura apporta, ovviamente, |'addizione di sodio e cloro. Tuttavia la stabilizzazione in
sale porta alla diminuzione di potassio e calcio (fig.26) ed alla mancanza di ferro e zinco
(come & evidenziato negli spettri seguenti di BB dove il prodotto fresco analizzato &
posto a confronto col prodotto salato). Sempre per i motivi chiariti in precedenza, non e
possibile quantificare I'entita di questa perdita né tra i diversi campioni né tra campioni

uguali freschi e salati.
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Figura 26 Spettri XRF campione fresco BB e campione salato; nel campione salato si nota la

diminuizione di K e Ca

Gli spettri (fig.27) sovrapposti di tutti i campioni salati compresi i campioni commerciali

di Ustica, Salina e Pantelleria, non mostrano significative differenze. Solo il campione di

Scauri (S4C) mostra un contenuto in Ca maggiore.
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Figura 27 Spettro XRF campioni capperi salati

4.2 Analisi PCA

L’analisi delle componenti principali (detta pure PCA oppure CPA) & una tecnica utilizzata
nell’ambito della statistica multivariata per la semplificazione dei dati d’origine. Lo scopo
primario di questa tecnica & la riduzione di un numero pilt 0 meno elevato di variabili
(rappresentanti altrettante caratteristiche del fenomeno analizzato) in alcune variabili
latenti. Diversamente da altre trasformazioni (lineari) di variabili praticate nell’ambito
della statistica, in questa tecnica sono gli stessi dati che determinano i vettori di
trasformazione. La PCA €& wuna tecnica statistica adoperata in molti ambiti:
nell’astronomia, nella medicina ed in campo agro-alimentare. Nello specifico e per la
descrizione dei risultati nel seguente lavoro di dottorato le correlazioni esistenti tra i
campioni, sulla base della loro composizione chimica rivelata dall’analisi XRF, sono state
valutate anche tramite analisi multivariata, in particolare tramite Principal Component

Analysis (PCA). La distribuzione é stata ottenuta sulla base delle variabili originarie
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individuate nell’area sotto il picco delle righe di emissione degli elementi chimici
identificati nei campioni. La tecnica di analisi delle componenti principali permette di
visualizzare in uno spazio bidimensionale una matrice di dati multidimensionale,
caratterizzati quindi da piu di due variabili, identificando la distribuzione dell’insieme dei

dati ed evidenziando similarita e/o differenze tra questi.

La PCA e una tecnica, quindi, di riduzione dei dati in base alla quale le nuove variabili
(componenti principali o fattori) vengono calcolate dalle combinazioni lineari delle
variabili originali. La rappresentazione grafica rende di immediata comprensione

I'interpretazione dei risultati ottenuti da questo tipo di analisi multivariata.

Ogni misurazioni multivariata & rappresentata da un vettore in uno spazio a N
dimensioni : N e pari alla dimensione del vettore che esprime la osservazione; La
distribuzione statistica dei punti (vettori) definisce le proprieta dell’intero set di dati; si
ottiene cosi un corollario di grande importanza ed infatti, osservazioni che descrivono
campioni simili sono rappresentate da punti vicini; si instaura una relazione quindi tra
distanza reciproca e similitudine tra campioni.

Quindi la PCA & un metodo di analisi dei dati multivariati che consente di:

identificare la distribuzione di un insieme di dati.

evidenziare similarita e differenze non sospettate tra i dati.

comprimere i dati riducendone la dimensione.

controllare il trade-off tra la perdita di informazioni e la semplificazione del problema.

Tale tecnica statistica e stata applicata ai dati XRF sui suoli e per il confronto
suolo/cappero data la molteplicita degli stessi e per mancanza di standards appositi, per
i diversi suoli e per le matrici vegetali adattate in pasticche, che non hanno permesso

alcuna indagine quantitativa assoluta.
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4.2.1 Analisi PCA suoli

L'analisi delle componenti principali (PCA) calcolate dapprima con XRF sugli elementi
chimici Ca, Cu, P, Fe, Cl, Zn, Mn, Si, K, Ti, Al per i campioni di suoli di Pantelleria (cinque
diverse frazioni) e per l'unico campione di Salina, raffigurata nel grafico successivo
(fig.28), puod essere cosi descritta:

* SAL ha un maggiore contenuto di Ca, Cu, e P, e si differenzia per questo da S4C.

eSS e PGF hanno un maggiore contenuto in Ti ed Al e si differenziano soprattutto
rispetto a BC e BB.

* S4Cssi differenzia quindi da SAL per un maggiore contenuto in K e Si (e minore di
Ca, Cu e P come in precedenza per SAL); per il contenuto in Ti & perd non
dissimile da PGF.

e BC e BB sono simili per il contenuto di Cl e Zn (elementi per cui invece

risulterebbero deficitari PGF e SS).

Quindi, campioni che risultano posizionati nei quadranti specularmente opposti, BC e
BB rispetto SS e PGF, SAL rispetto S4C ,mostrano le maggiori differenze. Per lo stesso
motivo, campioni di quadranti successivi adiacenti possono mostrare solo alcuni
elementi in comune (Ti in comune fra PGF e S4C) e campioni, infine, presenti nel
medesimo quadrante sono accumunati da 2 o piu elementi in comune (BC e BB per Cl e

Zn).
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Figura 28 Analisi PCA suoli Pantelleria e Salina

4.2.2 Analisi PCA capperi

L’ analisi PCA dei campioni di capperi freschi di Pantelleria ed Ustica, riportato nel
grafico sottostante (fig.29) ha diversificato i campioni per la presenza di vari elementi
chimici:
* |l campione di Pantelleria, BB_F, ha un maggior contenuto in Al e P ed in K (come
evidenziato pure dallo spettro totale XRF dei campioni freschi).
e | campioni S4C_F e PGF_F hanno un alto contenuto in Ca, Fe e Zn, ma un minor
tenore in K e Si (rispetto BB_F).
* |l campione SS_F presenta una maggiore differenziazione con BB_F per il

maggiore contenuto in Ti e Mn, e piu basso tenore in Al e P.
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e | campioni di Ustica, AZ US F e PS_US F, sono differenti dai campioni di
Pantelleria, in particolare con S4C_F e PGF_F, per la presenza di Cl

(probabilmente maggiore influenza dell’aerosol marino) e Cu.
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Figura 29 Analisi PCA capperi freschi Pantelleria ed Ustica

L’ analisi PCA (fig.30) dei campioni di capperi salati di Pantelleria ed Ustica, e dei
campioni commerciali di Pantelleria, Ustica e Salina, ha portato alle seguenti
considerazioni:

* | campioni BB_S e BC_S mantengono un piu alto tenore in Ti e Cl.

e SS SeS4C_S un maggiore indice di Ca e K.

e PGF_Ssidifferenzia dai precedenti per il contenuto di Zn e P.
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* | campioni commerciali dei tre diversi siti di produzione si diversificano in modo
chiaro: COOP_P_S (Pantelleria) ha un tenore maggiore in Mn e Si,e minore in Ca
e K ,elementi piu abbondanti in AZ_US_S (Ustica).

* |l campione di Salina, SAL_S, & pil ricco di Cu, Al, Fe, Zn e P, elementi che lo

differenziano bene dai precedenti prodotti commerciali.
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Figura 30 Analisi PCA capperi salati Pantelleria, Ustica, Salina

Il grafico sottostante (fig.31), invece, mette a confronto i campioni freschi di capperi con
i campioni salati analizzati; questa analisi fornisce un confronto piu chiaro fra tenore in
elementi delle matrici vegetali non trattate (fresche) e tenore degli stessi nei prodotti

trattati (salatura per 40 giorni complessivi e conservazione).
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Dal grafico si evince che i campioni salati, concentrati soprattutto nel secondo

guadrante a sinistra, perdono elementi di diversificazione e, per composizione chimica,

appaiono molto simili. Un’altra informazione utile che si ricava e la perdita relativa di

elementi fra prodotti freschi e salati: in particolare, i prodotti salati di SS, PGF e S4C,

perdono Fe, Ca e Zn. | prodotti salati di BB e PS_US, si impoveriscono di P, Al e K.

Biplot (assi F1 e F2: 84.48 %)

10

- SS_F
: . ° PGF_F
§ ) BC_S I Ti ®
= o0
S COOP_P_S Mn .
& Si|[ Fec, S F
cl
. ~ BBS Zn
. .rAZ_US_&\_ _ ¢
i/éLs_Ss ®sss cul Y,
_ [ ]
® " scs Al B.B—F
PS_US_S
2 AZ US Fe
°
PS_US_F
-4
6
-10 -8 -6 -4 2 0 2 4 6 8 10

F1(70.14 %)

12

Figura 31 Analisi PCA capperi freschi e salati a confronto
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4.2.3 Analisi PCA suoli-capperi

Infine e stato fatto pure un confronto PCA (fig.32) fra campioni di suoli diversi
all'interno dello stesso territorio (Pantelleria) ed i campioni di capperi che da quei suoli
provengono; i campioni di suoli e dei capperi si collocano in modo nettamente opposto.
La pianta si avvarra probabilmente di elementi dei suoli, come Fe, Mn, Si, Ti, Al, Cu e Zn
per la crescita ma non li immagazzinera. Tuttavia, Cl, K, P e Ca sono elementi che
evidentemente la pianta ha immagazzinato maggiormente sia passivamente che per
selezione del soluto durante il trasporto dalle radici ai bottoni fiorali. Da ricordare che
fra gli elementi del grafico, solo il Ca € un macroelemento. Quindi i microelementi
maggiormente assorbiti dai suoli nei capperi, e nello specifico nei bottoni floreali, sono
P, K e Cl. I microelementi non assorbiti o non apprezzabilmente assorbiti sono Zn, Fe,

Mn, Si, Ti, Al, e Cu.
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Figura 32 Analisi PCA capperi e suoli
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4.3 Spettrometria gamma suoli Pantelleria-Ustica

La radioattivita ambientale € dovuta all’emissione di radiazioni ionizzanti, particelle o
radiazioni elettromagnetiche, in seguito al decadimento di nuclei atomici instabili in altri

nuclei differenti stabili o, a loro volta, instabili.

In natura alcuni atomi con elevato peso atomico, con numero atomico maggiore di 82,
possono disintegrarsi spontaneamente, emettendo radiazioni di diversa natura, fino a

raggiungere la struttura atomica stabile.

Il numero di particelle radioattive emesse da un radionuclide nell’unita di tempo non e

costante nel tempo e decresce esponenzialmente.

Il processo di decadimento radioattivo &€ un fenomeno statistico caratterizzato da una
probabilita per unita di tempo A, detta costante di decadimento o costante radioattiva,
che rappresenta la probabilita per un singolo nuclide di disintegrarsi nell’unita di tempo;
tale costante & caratteristica della sostanza data e del tipo di decadimento, inoltre e

indipendente dall’eta dell’atomo ed ha le dimensioni dell’inverso del tempo.

Spesso il nucleo generato dal decadimento di un radionuclide & anch’esso radioattivo
avendo una struttura ancora instabile e si trasforma in un’altra specie e questa ancora in
un’altra in una serie di disintegrazioni che puo implicare diversi radioisotopi prima di
arrivare ad un elemento a struttura nucleare stabile. Tale processo da origine ad una

famiglia radioattiva.
Le famiglie radioattive naturali hanno alcune caratteristiche comuni:

il capostipite, emettitore alfa, € I'elemento piu longevo della serie e ha un tempo di
dimezzamento che e paragonabile all’eta del sistema solare;

in ogni catena e presente un elemento gassoso, che per tutti € un diverso isotopo del

222

radon, che prende rispettivamente il nome di radon (““°Rn) nel caso della serie

220 219

dell’'uranio, toron (“““Rn) nella serie del torio e actinon (“°Rn) nella serie dell’attinio;
il nuclide stabile finale € un isotopo del piombo, rispettivamente il piombo 208 per la
catena del Torio 232, il piombo 206 per la catena dell’Uranio 238 e il piombo 207 per la

catena dell’Uranio 235.

63



La spettrometria )y permette di determinare i contenuti di radionuclidi presenti nel
campione misurando I'attivita y del K e di alcuni radioisotopi appartenenti alle catene

dell’”*2U e del »°Th.

Lo spettrometro gamma e in grado di determinare la distribuzione energetica dei fotoni
Y, i dati restituiti sono normalmente espressi come frequenza d'impulsi in funzione

dell’energia delle radiazioni gamma.

L’analisi di uno spettro di emissione y (fig.33) fornisce tutte le informazioni necessarie
alla determinazione qualitativa e quantitativa dei radioisotopi naturali presenti in traccia
infatti, dai conteggi dei singoli fotopicchi, e possibile ricavare i dati sulla loro attivita e,
tramite opportuni fattori di conversione, risalire alle concentrazioni di 22U, 2?Th e *“k

presenti nel campione analizzato.
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Fig. 33 : Spettro gamma di radionuclidi. L’asse delle ordinate indica i conteggi mentre I’asse
delle ascisse le energie in keV. Da notare che il Cesio 137, radionuclide artificiale, viene
riscontrato a circa 600 keV.

La radioattivita artificiale ha diverse origini rispetto alla radioattivita naturale:
1. L'irradiazione medica a fini diagnostici e la radioterapia.

2. elementi radioattivi entrati nell'atmosfera in seguito a esperimenti atomici, cessati

nella meta degli anni settanta;
3. effluenti dell'industria delle polveri nucleari e attivita di ricerca;

4. in alcune regioni d'Europa, residui dell'incidente di Chernobyl o altri incidenti (55)
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Il cesio-137 (137Cs, Cs-137) & un isotopo radioattivo del metallo alcalino cesio che si

forma principalmente come un sottoprodotto della fissione nucleare dell'uranio,

specialmente nel reattore nucleare a fissione. Ha un'emivita di circa 30,17 anni. Piccoli

guantitativi di cesio-134 e di cesio-137 vennero rilasciati nell'ambiente all'epoca delle

esplosioni nucleari in atmosfera e da alcuni incidenti nucleari, specialmente dal disastro

di Chernobyl (56). Dal momento che per la maggior parte il cesio-137 € un

sottoprodotto della fissione nucleare artificiale, non si presentava in natura in nessun

modo significativo prima che cominciassero i test delle armi nucleari (57).

PS_US 36+8 | Pb

238U
PS_US 38+8 | *Bi
PS_US 42+3 | PAc #2Th
B 114+24 | Pb

238

U

B 120425 |*'Bi
B 97 i- 7 ZZBAC 232Th
S4C 94+20 |*Pb

238U
S4C 100 £21 | *“Bi
s4c 85+6 | *Ac “*Th
SS 42+9 |[*pb

238

U

SS 44+9 | *Bi
ss 45+3 | 2Ac “*Th
PS_US | 14.0+0.1 | Cs
B 40+0.1 |"cs

//
S4C 8.0+0.1 |“Cs
SS 8.0+0.1 |“'cs
PS_US 382+7 | K
B 1126 +21 | %k

40K
S4C 1077 +20 |*K
SS 960 +18 | "k

Tab.3 Attivita di radionuclidi naturali in suoli di Pantelleria-Ustica-Salina

66



La tabella 3 mostra i radionuclidi caratterizzati nei diversi suoli all’interno del territorio
di Pantelleria ed esattamente nelle frazioni di Bugeber e Scauri, ed a Ustica nella zona di
Punta Spalmatore. Di ciascun radionuclide naturale & stata valutata I’attivita espressa

come Bq kg'l;

Sono state analizzate le attivita dei campioni di suolo provenienti da Pantelleria ed
Ustica; le attivita valutate sono quelle di nuclidi “figli”: poiché le attivita di nuclidi che
derivano dalla stesso nuclide “padre” o capostipite, all’equilibrio secolare, devono
risultare uguali (se e stato raggiunto I'equilibrio del campione nel becker marinelli dopo
30 giorni), il valore ,espresso in Bq Kg ™, dovra coincidere numericamente con I'attivita

del nuclide “padre”.

Ad esempio, come mostrato in tabella, le attivita di 21pp e 21Bj nel campione PS_US di
Ustica sono risultate coincidenti; questo significa che I'equilibrio radioattivo & stato
raggiunto correttamente e tale valore deve coincidere con quello del nuclide

238

capostipite, U, da cui, per decadimento, derivano.

In sintesi, le attivita analizzate con lo spettrometro gamma, presso il Dipartimento di

Fisica dell’Universita di Palermo, sono state quelle relative ad **Pb e 2**Bi derivanti da

238 232

U, Iattivita di *®Ac derivante da ***Th, I'attivita di “°K (esso stesso nuclide “padre”) e

dell’'unico radionuclide artificiale **’Cs.

Sono state fatte le seguenti correlazioni :

e i campioni di suolo delle frazioni BB e S4C, entrambe di Pantelleria, presentano

238 o 2321 simili, ad eccezione di SS la cui attivita in 238 e 22Th ¢

attivita di
minore e paragonabile a quella del campione PS_US, ad Ustica. Questo puo
spiegarsi considerando che SS & una zona litologicamente piu basaltica rispetto a
S4C e BB.

« Lattivita maggiore di “°K in tutto il territorio di Pantelleria, a confronto con

Ustica (valore tre volte minore), lascerebbe ipotizzare che un valore cosi alto in

attivita, sia da correlare alla presenza di fertilizzanti nelle coltivazioni di

67



Pantelleria. Il K, infatti, potrebbe essere contenuto in fertilizzanti ricchi in sali
come solfati, fosfati e nitrati di potassio.

L'attivita del **'Cs & risultata maggiore nel campione di Ustica, PS_US, pari a 14
Bg Kg; Questo, verosimilmente, & dovuto alla deposizione maggiore di cesio
radioattivo in seguito al passaggio della nube radioattiva sviluppatasi a seguito
del disastro di Chernobyl del 1986 e favorita anche da venti e precipitazioni (Fall
out radioattivo). Lemivita del **’Cs & infatti pari a 30,17 anni, per cui il valore
della sua attivita nei suoli di Ustica rimane tutt’oggi ben riscontrabile. Il valore
dell’attivita di questo radionuclide e tuttavia al di sotto del livello di allarme

sanitario.
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4.4 TAA & FOLIN Capperi Pantelleria-Ustica-Salina

Il saggio Folin & un saggio in vitro utilizzato per valutare il contenuto in fenoli totali di
estratti vegetali. Per fenoli si intende una classe chimica (fig.34) di composti come
flavonoidi ed antocianidine che si accumulano nei vacuoli delle cellule vegetali. Tali
sostanze idrofiliche hanno proprieta pigmentanti e fungono da antiossidanti sia nella
pianta stessa che nell’alimentazione. Grazie alle loro strutture aromatiche sono in grado
di delocalizzare radicali liberi dannosi per le cellule e spegnere cosi in partenza il

processo ossidativo.

flavanone flavanonolo (flavanone-3-olo)
oW ¢
e}

flavone isoflavone

| (D))
OH
o o
flavonolo (flavone-3-olo) calcone (anello aperto)

;

OH

antocianidina

Figura 34 Classi chimiche dei fenoli
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In rapporto allo standard acido gallico (flavonoide ad alto potere antiossidante) si e

potuto valutare il contenuto fenolico di estratti idrofili (in MeOH) di bottoni fiorali di

Capparis Spinosa espressi come mg Acido Gallico Equivalenti per 100 gr di prodotto

fresco. E’ stata eseguita I'indagine correggendo i valori per diluizioni e concentrazione

degli estratti.
LEGENDA
CAMPIONI
PANTELLERIA-USTICA-SALINA
F: FRESCHI ; S: SALATI

SS SCAURI SCALA (PANTELLERIA)
BB BUGEBBER BELVISI (PANTELLERIA)
sac SCAURI QUATTRO CANTI (PANTELLERIA)
BC BUGEBBER CONSOLI (PANTELLERIA)
CPG CROCERA PIANO GHIRLANDA (PANTELLERIA)
PS PUNTA SPALMATORE (USTICA)
AZ AZIENDA (USTICA)
vdc VALDICHIESA (SALINA)

Il contenuto fenolico (fig.35) in tutti i campioni freschi & in media 56,8

100
90
80
70
60
50
40
30
20
10

mg GAE equiv./100 gr capperi

BB-F S4C-F BC-F CPG-F
CAMPIONI FRESCHI PANTELLERIA

Fig. 35 Istogramma contenuto fenolico dei campioni freschi di capperi di Pantelleria

+ 7,4 mg GAE

equiv./100 gr capperi. Il campione CPG-F ha mostrato un contenuto fenolico maggiore

mentre il contenuto inferiore e risultato quello di Scauri, S4C-F.
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| corrispettivi campioni salati hanno mostrato un valore piu basso in termini di fenoli

totali (43,38 + 4,07 mg GAE equiv./100 gr capperi) (tab.4). Questo probabilmente perché

il processo di salatura causa il trasporto osmotico di acqua e soluti in direzione del

compartimento extra-vacuolare ed extracellulare a piu alto gradiente salino. Cid causa

un impoverimento di soluti fra i quali i composti fenolici ma rende il prodotto

commestibile e stabile per la conservazione (durante la salatura infatti avviene l'idrolisi

di sostanze tossiche come i glucosidi in agliconi ed isotiocianati).

=}

FENOLI TOTALI
CAMPIONI (mg GAE eq. /100 gr Cappero)

CPG-F
SAC-F
SS-F
BB-F
BC-F
CPG-S
S4C-S
$5-S
BB-S
BC-S
PS-F
PS-S

63,532
48,71+1,5
55,71+2,1
58,71+2
57,42+2,4
48,53+0,8
40,39+0,7
42,18+3
41,41+1,7
44,39+0,9
49,21+1,4
48,140,6

W W W w w wwwwww

3

Tab. 4 Concentrazione in fenoli totali campioni freschi e salati di Pantelleria ed Ustica

La perdita di fenoli sembra essere avvenuta in misura diversa tra i vari campioni (in

particolar modo, in misura maggiore nel campione CPG) sebbene si aggiri intorno ad una

perdita per 13 mg + 3 GAE equiv./100 gr capperi (cio dovrebbe tenere conto del tempo

totale di salatura, trattamento, piu stabilizzazione in sale) (fig.re 35-36-37).
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Fig. 36 Istogramma contenuto fenolico campioni salati di Pantelleria
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S4C-S

SAC-F _#
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SS-F _#
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mg GAE equiv./100 gr capperi

CAMPIONI PANTELLERIA

Fig. 37 Istogramma contenuto fenolico campioni freschi e salati di Pantelleria
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Fig. 38 Istogramma contenuto fenolico campioni freschi e salati di Pantelleria ed Ustica
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Nel confronto con i campioni di Ustica, quello campionato a Punta Spalmatore

(campione a crescita spontanea) e risultato avere un contenuto fenolico inferiore ai

campioni di Pantelleria, specialmente rispetto a CPG-F, anch’esso campione a crescita

spontanea (fig.39).

mg GAE equiv / 100 gr CAPPERI

CPG-F

PS-F

CAMPIONI SPONTANEI PANTELLERIA-USTICA

FRESCHI

Fig. 39 Istogramma contenuto fenolico campione fresco di Pantelleria CPG-F a confronto con
il campione fresco di Ustica, PS-F.

mg GAE equiv / 100 gr CAPPERI
o
1)

CPG-S

CAMPIONI SPONTANEI PANTELLERIA-USTICA
SALATI

PS-S

Fig. 40 Istogramma contenuto fenolico campione salato di Pantelleria CPG-S a confronto

con il campione fresco di Ustica, PS-S.
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La salatura, tuttavia, sembra avere provocato un maggiore impoverimento di fenoli nel
campione di Piano Ghirlanda equiparando cosi il prodotto salato di Pantelleria al
prodotto trattato a crescita spontanea di Ustica, Punta Spalmatore (fig.40). Cid potrebbe
essere in parte giustificato con il maggiore contenuto in acqua del campione di
Pantelleria ed un cospicuo trascinamento di soluti per gradiente osmotico fuori
dall’ambiente intracellulare.

Tra i prodotti commerciali di Ustica, Salina e Pantelleria (fig.41) il contenuto fenolico e
risultato superiore per quello di Ustica, ed inferiore per il campione di Salina. Non &
facile predire se cio sia dovuto al minor contenuto fenolico del prodotto fresco e/o al
processo di stabilizzazione-conservazione diverso (salamoia) cui & stato sottoposto il

prodotto.

CCP= CAPPERO COOPERATIVA PANTELLERIA*
VdC=CAPPERO COMMERCIALE SALINA**
AZ-S=CAPPERO COMMERCIALE USTICA*

*SALATI A PARTIRE DA PRODOTTO FRESCO
CON SALE MARINO GROSSO
SECONDO NORMA IGP

**SALAMOIA

wAZ-S

mVdCc-S
w CC-P

AZ-S VdC-S CC-P
CAMPIONI COMMERCIALI USTICA-SALINA-PANTELLERIA

w
o

N
o

mg GAE equiv./100 gr CAPPERI

=
o

o

Fig. 41 Istogramma contenuto fenolico campioni commerciali Ustica-Salina-Pantelleria

TAA, attivita antiossidante totale & stata valutata in base alla riduzione del radicale
cationico ABTS da parte di tutte le sostanze antiossidanti presenti nelle cellule vegetali
(flavonoidi, vitamine) di Capparis Spinosa. Il metodo & stato standardizzato con I’analogo
sintetico della vitamina E, Trolox ( la vitamina E € uno dei piu forti antiossidanti presenti

in natura). | risultati sono stati espressi come pmoli Trolox equivalenti per gr di cappero.
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CAMPIONI TAA (umol eq. Trolox/gr Cappero)

n
CPG-F 3,24+0,11 3
S4C-F 1,51+0,09 3
SS-F 2,11+0,8 3
BB-F 2,4+0,13 3
BC-F 2,48+0,11 3
CPG-S 1,73+0,07 3
S4C-S 0,59+0,7 3
SS-S 0,9+0,1 3
BB-S 1,27+0,6 3
BC-S 1,06+0,14 3
PS-F 2,024+0,02 3
PS-S 2,005+0,04 3

Tab. 5 Potere antiossidante totale campioni freschi e salati di Pantelleria ed Ustica

Il campione fresco CPG-F (tab.5) ha mostrato possedere un potere antiossidante totale,
TAA, maggiore rispetto agli altri campioni intraterritoriali di Pantelleria (fig.42), e
rispetto ai campioni di Ustica. Questo potrebbe essere spiegato grazie al superiore
contenuto fenolico dell’estratto stesso (63,53+2,5 mg GAE equiv./100 gr capperi)
valutato con il saggio Folin.

Il potere antiossidante minore lo ha mostrato, invece, il campione di Pantelleria, S4C-F,
verosimilmente in accordo col piu basso contenuto fenolico (48,71+2,1 mg GAE

equiv./100 gr capperi).

3,5

2,5 +—

15 +— —

umol equiv. Trolox/gr CAPPERO

CPG-F S4C-F SS-F BB-F BC-F
CAMPIONI PANTELLERIA FRESCHI

Fig. 42 Istogramma TAA campioni freschi di Pantelleria

Il potere antiossidante € sembrato dimezzarsi nei campioni precedenti sottoposti a

salatura evidentemente per la perdita in termini di fenoli totali (fig.re 43 e 44). Questo
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confermerebbe come I'attivita antiossidante totale sia dovuta in larga parte alla qualita

ed al contenuto di composti fenolici nei prodotti freschi.

05 — -

umol equiv. Trolox/gr CAPPERO
=

CPG-S S4C-S SS-S BB-S BC-S
CAMPIONI PANTELLERIA SALATI

Fig. 43 Istogramma TAA campioni salati di Pantelleria

BC-S | i i
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Z SSS | ‘ S4C-S
[-%
S SS-F SS-F
S . |
& S4C-S S$5-S
2 - |
I sacF | | | BB-F
CPG-S | | | BB-S
CPG-F | | | | | | BC-F
0 0,5 1 1,5 2 2,5 3 3,5 BC-S
pumol equiv. Trolox/gr CAPPERO

Fig. 44 Istogramma TAA campioni freschi e salati di Pantelleria

Il campione di Ustica fresco, Ps-F, ha mostrato un potere antiossidante leggermente
inferiore alla media dei campioni di Pantelleria (fig.45), eccetto CPG-F, campione a
crescita spontanea come quello di Ustica, per il quale & stato calcolato un valore di TAA

superiore (fig.46).
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Fig. 45 Istogramma TAA campioni freschi di Pantelleria ed Ustica
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CAMPIONI PANTELLERIA-USTICA FRESCHI

Fig. 46 Istogramma TAA campioni fresco di Pantelleria, CPG-F e campione fresco di

Ustica, PS-F

| prodotti commerciali di Ustica, Salina e Pantelleria (fig.47) hanno mostrato anch’essi
delle differenze; il campione di Salina ha mostrato una TAA inferiore ai campioni di
Ustica e Pantelleria con profili antiossidanti simili. Questo dovrebbe essere in linea con il

minor contenuto fenolico visto in precedenza.
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CCP= CAPPERO COOPERATIVA PANTELLERIA*
VdC=CAPPERO COMMERCIALE SALINA**
AZ-S=CAPPERO COMMERCIALE USTICA*

*SALATI A PARTIRE DA PRODOTTO FRESCO
CON SALE MARINO GROSSO
SECONDO NORMA IGP

**SALAMOIA
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CAMPIONI COMMERCIALI USTICA-SALINA-PANTELLERIA
Fig. 47 Istogramma TAA campioni commerciali Ustica-Salina-Pantelleria
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La correlazione (0,90) fra contenuto in fenoli totali e potere antiossidante totale fra
tutti i valori in mg GAE equiv. e umol Trolox equiv. dei freschi e dei salati, normalizzati

per 100 gr di prodotto, € risultata statisticamente significativa al 99% (fig.48).

CORRELAZIONE FENOLI TOTALI E POTERE ANTIOSSIDANTE TOT

350
2 2
300 /
250 4
200 <
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pmol Trolox equiv./100 gr capperi

L 2
&
100 A
50 *
O T T T 1
0 20 40 60 80

mg GAE equiv./100 gr Capperi

Fig. 48 Correlazione fenoli totali e potere antiossidante totale

La correlabilita fra contenuto in fenoli totali e potere antiossidante totale & un dato che
e stato verificato anche in altri vegetali come & emerso da uno studio condotto su
cinque diverse cultivar di patate (58). In questo caso, tuttavia, I'analisi non & stata
condotta su diverse cultivar di Capparis Spinosa, bensi sullo stesso biotipo Nocellara ma

coltivato in diversi siti dell’area mediterranea.
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Conclusioni

| suoli coltivati o di crescita spontanea di colture dell’area mediterranea possono
rivelare molte informazioni sulla composizione chimica del suolo sia per presenze
naturali che per intervento umano. | suoli all'interno dello stesso territorio, come quelli
su cui crescono piante di Capparis Spinosa, nelle isole di Pantelleria, Ustica e Salina,
possono essere differenziati per geochimica e per presenza di radionuclidi naturali, i cui
valori di concentrazioni possono dare informazioni utili alla litologia dei terreni, e, per
presenza di radionuclidi artificiali come il **’Cs possono dare informazioni su eventuali
contaminazioni radioattive a seguito di inquinamento umano e per disastri ambientali.

In questo lavoro di dottorato, I’analisi XRF ha permesso la caratterizzazione chimica in
micro e macroelementi dei differenti suoli provenienti da diversi siti di coltivazione:
all'interno dello stesso territorio, Pantelleria, i suoli delle frazioni di Bugeber (BC e BB) a
nord-est, di Piano Ghirlanda presso le Favare (PGF) , ad est, e di Scauri (S4C e SS), a sud,
presentano delle differenze. | suoli di Bugeber fra di loro sono simili perché piu ricchi in
zinco e cloro (probabilmente grazie alla migliore esposizione di questi terreni al mare e
dunque all’aerosol marino). | terreni a sud, S4C e SS, sebbene vicini fra essi ma con
differenti esposizioni, tuttavia, si diversificano: S4C ¢ piu ricco di silicio e SS di titanio. Il
tenore invece piu alto in potassio in S4C, che si evince mediante analisi XRF, & un dato
da non sovrastimare; infatti, I'analisi di spettrometria gamma ha riscontrato una attivita
in “°K (isotopo del potassio che in natura & presente in maggiore percentuale) elevata in
S4C ma non superiore al sito di Bugeber. Questo significa che la quantita di potassio
trovata in S4C dovrebbe essere attribuita ad un uso di fertilizzanti a base di sali potassici.
L'utilizzo, quindi, contemporaneo di metodologie fisiche, come le analisi XRF e
spettrometria gamma, permette di differenziare terreni per micro e macroelementi
naturalmente presenti nei suoli ma anche, riscontrare possibili arricchimenti chimici
dovuti all’'intervento umano (uso di fertilizzanti). Il suolo di Piano Ghirlanda, PGF, ha
mostrato un profilo chimico intermedio ai due suoli di Scauri, S4C e SS, ma meno ricco in
Al, Ti e Si. Inoltre, suoli coltivati nella stessa frazione di Pantelleria, SS e S4C, in base ai
risultati della spettrometria gamma, mostrano origini litologiche diverse: SS € un suolo
caratterizzato da litologia basaltica se messo a confronto sia con il suolo coltivato nella

medesima frazione dell’isola, S4C, sia se confrontato con suoli coltivati a nord dell’isola,
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a Bugeber. Inoltre, il tenore chimico di questo suolo, descritto con analisi XRF, & molto
diverso dagli altri suoli. La natura litologica di quest’ultimo lo accomuna, per la maggiore
attivita di 22U e quindi per la maggiore percentuale di basalti, al suolo di Ustica, presso
la riserva naturale di Punta Spalmatore. Tuttavia, I'analisi di spettrometria gamma, ha
diversificato il suolo proveniente da quest’ultimo sito ad Ustica rispetto a tutti gli altri

137¢s: questo

siti coltivati a Pantelleria, per il livello maggiore del nuclide artificiale
valore piu elevato e attribuibile ai processi di fallout radioattivo verificatesi dopo il
disastro di Chernobyl del 1986 e che si sono manifestati maggiormente a nord della
Sicilia per il passaggio della nube radioattiva in quegli anni. Il livello di Cesio radioattivo
riscontrato in questo suolo (14 Bg Kg™) & maggiore rispetto ai suoli di Pantelleria ma in
nessun modo pericoloso perché al di sotto del livello di rischio sanitario da fallout
radioattivo.

La misura XRF delle pasticche di capperi freschi coltivati nei diversi siti, ha permesso la
caratterizzazione chimica del bottone fiorale di Capparis Spinosa. Gli elementi rivelati
da analisi XRF nel cappero sono K, Ca, Fe, Zn, Cl, e P. Tuttavia, capperi coltivati in diversi
suoli, sia all’interno dello stesso territorio (Pantelleria) sia in diversi territori (Pantelleria-
Ustica-Salina) mostrano differenze nel contenuto dei suddetti elementi chimici; queste
differenze, pero, non possono essere direttamente correlate al profilo e tenore minerale
dei suoli dai quali provengono. L’analisi PCA che mette a confronto suoli e capperi,
spiega come, probabilmente, I'assorbimento di ioni metallici da parte di Capparis
Spinosa e la distribuzione ed accumulo di essi nel bottone fiorale, anche noto
semplicemente come “cappero”, non si verifichino in funzione della concentrazione di
ioni presenti nel suolo (ioni metallici, infatti, di cui e ricco il suolo, come ad esempio il
ferro, non si ritrovano altrettanto abbondanti nel cappero e viceversa). Capparis Spinosa
accumula quindi selettivamente determinati elementi ed in particolare Cl, K, P e Ca
(probabilmente perché ioni metallici piu utili per 'omeostasi cellulare di quella porzione
della pianta). La pianta nel bottone floreale bioaccumula P e Cl, microelementi presenti
in piccole concentrazioni nei suoli di coltivazione. Probabilmente, Capparis Spinosa
predilige terreni non tanto ricchi in microelementi come P e Cl ma la cui esposizione
costiera le permette di accumulare cloro maggiormente all'interno delle parti aeree
della pianta e nel caso specifico, nei bottoni fiorali. La composizione chimica totale dei
suoli e evidentemente importante per delineare le caratteristiche chimico-fisiche del

terreno (pH, tessitura,etc.) che servono alla pianta per crescere in un determinato
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territorio. Tuttavia, Capparis Spinosa e, diverse piante in genere, bioaccumulano metalli
specifici che gli sono piu utili per 'omeostasi cellulare, indipendentemente dalla
concentrazione di essi nel suolo.

La valutazione del contenuto fenolico totale e del potere antiossidante totale (TAA) su
estratti metanolici, ottenute rispettivamente con i saggi Folin ed il saggio dell’ABTS,
hanno pure differenziato i diversi campioni di capperi freschi, sia all’interno dello stesso
territorio (Pantelleria) sia fra territori diversi (Pantelleria-Ustica-Salina). Fra i campioni
prelevati a Pantelleria, il campione di Piano Ghirlanda, CPG-F, ha un contenuto fenolico
totale, espresso come mg GAE equiv./100 gr cappero, maggiore (63,53+2), mentre il
campione di Scauri, S4C-F, ha il contenuto inferiore, pari a 48,71+1,5 mg GAE equiv./100
gr cappero. Il contenuto fenolico totale di CPG-F & inoltre superiore rispetto al campione
fresco di Ustica (entrambi sono campioni raccolti da piante a crescita spontanea) del sito
di Punta Spalmatore, PS-F, il cui valore & pari a 49,21+1,4 e per questo piu simile al
valore piu basso riscontrato fra i campioni di Pantelleria. Inoltre, nella valutazione del
potere antiossidante totale (TAA) valutata mediante il saggio di decolorazione del
radicale cationico ABTS, il potere antiossidante totale espresso come pmol Trolox
Equiv./ gr cappero, € risultato maggiore per il campione di Pantelleria, CPG-F, in quanto
pari a 3,24+0,11, rispetto al valore piu basso, 1,51+0,09, trovato per il campione di S4C-
F. Il potere antiossidante totale di quest’ultimo campione, all'interno dello stesso
territorio, e circa la meta dell’ attivita antiossidante del campione di Piano Ghirlanda,
mentre il contenuto fenolico dello stesso & inferiore ma non dimezzato; € evidente,
comungue, che esista una correlazione lineare, statisticamente significativa al 99%, fra
il contenuto in fenoli totali ed il potere antiossidante totale dei campioni analizzati.
Questo puod significare che la quantita e qualita fenoliche possono incidere
significativamente sul potere antiossidante finale, sebbene non si possa altresi
affermare che al dimezzarsi del contenuto fenolico si dimezzi il potere antiossidante.
L'affiancamento di metodologie fisiche, come I’XRF, e chimiche, come i saggi Folin ed
ABTS, hanno fornito informazioni utili sulla qualita del cappero dopo il processo di
salatura. Il processo di stabilizzazione e conservazione, ottenuto con la salatura a secco
e riprodotto nel lavoro di dottorato (secondo precise direttive emanate dalla Comunita
Europea in materia di Cappero IGP di Pantelleria), ha impoverito di ioni metallici e
composti fenolici (e di conseguenza e diminuito il potere antiossidante totale) i campioni

freschi provenienti dai diversi siti. Infatti, dalla PCA dei capperi freschi e salati a
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confronto, si evince che i campioni salati dei diversi siti, sebbene come campioni freschi
mostrino un contenuto quali-quantitativo in elementi chimici differente e possano
essere distinti per I'abbondanza di specifici ioni metallici, quando trattati con sale
marino per circa 30 giorni, per essere resi commestibili, vengono depauperati di
elementi come Ti, Fe, Ca, Zn, K, P ed Al. Questa condizione rende tutti i campioni salati
per contenuto chimico molto simili. La stessa considerazione pud essere fatta per il
contenuto fenolico totale e potere antiossidante totale; il campione di CPG che fresco
mostra un contenuto fenolico maggiore ed un potere antiossidante piu elevato, come
campione salato mostra un ridotto contenuto fenolico e si distingue meno fortemente
rispetto agli altri campioni.

Tutti i campioni salati, infatti, mostrano un contenuto fenolico inferiore ai loro rispettivi
prodotti freschi ma, molto simile fra essi (il valore in media € pari a 45 mg GAE
equiv./100 gr cappero rispetto al valore piu elevato del campione fresco CPG-F pari a
63,53+2 mg GAE equiv./100 gr cappero). In parallelo, la TAA (potere antiossidante
totale) dei campioni salati risulta piu simile in valore tra tutti i campioni (in media 1
umol equiv. Trolox/gr cappero) e nessun valore emerge rispetto ad altri. Il campione
salato di Pantelleria, CPG-S, con una TAA di 1,73+0,07, si differenzia leggermente dagli
altri campioni salati di Pantelleria. Questo lascerebbe pensare che la fase di
stabilizzazione con sale (nei primi 10 giorni di salatura con 'aggiunta del 40% di sale
rispetto al peso del prodotto) sia pil critica per la qualita finale del prodotto in quanto il
contenuto fenolico diminuisce bruscamente, per, poi, rimanere costante durante la
conservazione sotto sale (nei successivi 20 giorni circa con |'aggiunta del 25% di sale) del
prodotto finito. Questa considerazione potrebbe offrire nuovi spunti nello studio della
qualita del cappero dell’'area mediterranea. Il processo di trasformazione e
conservazione potrebbero essere cosi diversamente controllati al fine di garantire ed
aumentare le qualita nutrizionali del prodotto ed inoltre potrebbero essere selezionati
all'interno di uno stesso territorio siti di coltivazioni che offrano un prodotto piu ricco in
minerali e/o in componenti antiossidanti cosi da elevare maggiormente la qualita dei

prodotti distribuiti da Cooperative agricole territoriali.
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