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UN FILM EDIBILE REALIZZATO PER PRESERVARE LA VITALITA’ E LE

CARATTERISTICHE ORGANOLETTICHE DEI TARTUFI FRESCHI

PROBLEMA

I tartufi sono i corpi fruttiferi sotterranei prodotti da funghi del genere Tuber ed alcuni di
loro sono tra gli alimenti pilt costosi al mondo.

Le loro qualita risiedono nella emissione, a piena maturita, di un complesso di sostanze
volatili (VOCs, Volatile Organic Compounds) che vengono prodotti in condizioni di
microaerobiosi, data la crescita sotterranea, ed alla loro produzione partecipa anche la
microflora (batteri e funghi lievitiformi e filamentosi), estremamente ricca ed abbondante,
ospite che vive all'interno dei tartufi (4, 5, 6, 21, 27).

Una volta estratti dal suolo, i tartufi subiscono un cambiamento di condizioni {aria ed
ossigeno) che porta ad una perdita progressiva della capacitd di produrre VOCs ed ad un
cambiamento della stessa composizione dell’aroma, data la presenza di ossigeno e la
diminuzione della attivitd metabolica (11, 12, 25, 29). Gl aromi dei tartufi vengono infatti
prodotti solo da esemplari vivi ¢ mantenuti, quanto pid possibile nelle condizioni
originarie. Le diverse forme di condizionamento {(inscatolamento o surgelazione) uccidono
il tartufo ed alterano completamente le sue qualita organolettiche (20, 22, 29, 30).

Accanto ai metodi tradizionali ed empirici per prolungare la vitalitd dei tartufi, negli anni
pill recenti sono stati proposti diversi sistemi innovativi, oggetto anche di alcuni brevetti,
ma che non rispondono pienamente agli obiettivi (7) come immersione in olio (34),
irradiazione (1, 2, 23), rivestimenti plastici (18, 36, 45, 46) o atmosfera controllata (26,
28).

La conservazione dei tartufi freschi pone, infatti, diversi problemi, ascrivibili a molteplici
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fattori: . brevi periodi di maturazione per le diverse specie commerciali; -stagionalita della
produzione; limitata possibilith di conservazione; perdita della capacita di produrre gli
aromi in conseguenze dei cambiamenti metabolici; perdita di acqua e di peso; controlio
della microflora ospite all’interno del tartufo; differenziazione della conservazione a
seconda della pezzatura e dell'integrita del corpo fruttifero.

Per migliorare la qualita e la shelf-life dei tartufi freschi & stato sviluppato un sistema di
conservazione basato su un film edibile specificatamente realizzato per questi scopi.
TROVATO

Le ricerche per individuare le caratteristiche del film edibile hanno tenuto conto dei
seguenti documenti: 3, 13, 14, 15, 16, 24, 31, 32, 33, 35, 36, 37, 38, 39, 490, 41,42, 43, 44.
- BASE FILMOGENA

Sono stati sperimentati vari prodotti per la costituzione del film; nello specifico:
carbossilmetil cellulosa; gomma di xantano; gomma arabica; agar-agar; acido alginico;
carragenina; amidi trasformati; caseina e derivati; zeina.

In considerazione delle caratteristiche specifiche, dei rischi alimentari connessi e delle
possibilita di lavorazione & stato deciso di utilizzare una matrice proteina ipoallergenica
costiuita da zeina.

Partendo da zeina grado RP (SIGMA. CAS 9010666), per la quale sono state evidenziate
una serie di contaminazioni, come oli, pigmenti carotenoidi (b-carotene, zeaxantina e
luteina) e altre sostanze che conferivano al prodotto caratteristiche di variabilita nella
composizione chimica, nel colore e nel sapore, si & proceduto ad una purificazione della
malrice proteica.

Allo scopo di purificare ulteriormente la proteina filmogena eliminando le benché minime

contaminazioni, & stato adottato e poi specificatamente modificato il metodo Takahashi
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(35). Esso prevede la dispersione della zeina in una soluzione di acetone (>90%),
mantenuta per 60 min a -10 °C, per ottenere un precipitato solido poroso; il solido viene
poi separato dal resto ed asciugato. La nostra modifica del metodo & consistita

nell’invertire il processo facendo gocciare I’acetone nella soluzione di zeina in agitazione
€ questo per evitare la formazione dei grani di proteina, mantenendo sempre il sistema a
bassa temperatura. Con questo metodo si osserva la formazione di filamenti di proteina
che, con il procedere dell'aggiunta di acetone, si ammassano tra loro fino a formare un
agglomerato. Quest'ultimo pud essere raccolto, essiccato e quindi riutilizzato per preparare
la soluzione con la quale realizzare il film. Questo passaggio si rende necessario poiché
un‘altra importante componente del film & rappresentata da oli, che vanno scelti e dosati in
maniera precisa.

- CONFERIMENTO DELLA PLASTICITA® AL FILMOGENO

1 film costituito da zeina purissima presenta I’inconveniente di fratturasi all ‘essiccamento,
non realizzando quindi una copertura uniforme del soggetto trattato.

Sono stati saggiati alcuni additivi alimentari in grado di poter conferire questa
caratteristica: PEG400 (polietilenglicol); TEG (trietilenglicol); PG (propilenglicol);
Glucosio; Pullulano; Glicerolo.

In base ai risultati ottenuti, ed alle finalita del film che si voleva realizzare, & stato scelto
I'impiego del glicerolo. L'aggiunta di glicerolo, miscibile con le proteine, non volatile e
solubile in soluzioni etanolo/acqua, conferisce al film le proprieta richieste ovvero minore
fragilitA dopo T'essiccazione, assenza di fratture, minori dimensioni dei pori di
degassamento {(evaporazione della fase liquida), maggior grado di coesione con il
substrato trattato, mostrando anche una diversa organizzazione spaziale interna e

superficiale del film.



- COMPONENTE OLEOSA

Nella costituzione del film, questa componente riveste un ruolo basilare in quanto deve
svolgere la funzione di: assorbire i VOCs grazie alla solubilita che tali composti mostrano
nei confronti dei lipidi; regolare la bagnabilita, in quanto la regolare distribuzione delle
gocce di olio nel film, ne aumenta lidrofobicita : aumentare la componente
polimerizzante, avendo valutato in letteratura le proprieta polimerizzanti di alcuni oli e
nello specifico dell'olio di lino; funzionare come vettore per i VOCs, da liberare al
momento del consumo.

Sono stati saggiati i seguenti oli alimentari: Olio di semi di lino, polinsaturo,
particolarmente ricco in Omega 3 (~48%); Olio di semi di girasole, polinsaturo con
caratteristiche antiossidanti; Olio di semi di sota; Olio di semi di sesamo, ricco in
vitamina E, calcio e proteine.

Non sono stati utilizzati oli saturi © monoinsaturi per il loro sapore deciso e per la facilita
di ossidazione.

La scelta della componente oleosa & ricaduta sui due ol per uso alimentare, olio di
girasole e olio di lino, in quanto questi si adattano alle esigenze di formulazione del film
ed alle funzioni che questo deve svolgere. Inserendoli entrambi, in egual quantita,
abbiamo conferito caratteristiche antiossidanti ed abbondanza di Omega 3 al film.

- ANTIOSSIDANTI

Per aumentare la stabilita del film e gli effetti degli antiossidanti sull’alimento tartufo
rivestito, oltre ai due oli polinsaturi, sono stati saggiati altri additivi con queste specifiche
proprieta. Ovvero: E300 Acido ascorbico (Vitamina C); E301 Ascorbato di sodio; E302
Ascorbato di calcio; E303 Ascorbato di potassio; E304 Esteri di acidi grassi dell'acido

ascorbico (i) Palmitato di ascorbile (ii) Stearato di ascorbile; E306 Estratti naturali ricchi
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di tocoferolo; E320 Idrossianisolo butilato (BHA); E321 Idrossitoluene butilato (BHT),
E325 Lattato di sodio; E326 Lattato di potassio; E327 Lattato di calcio; E329 Lattato di
magnesio; E330 Acido citrico; E331 Citrati di sodio: (1) Citrato monosodico (ii) Citrato
disodico (iii} Citrato trisodico.

Tra tutti & stato scelto I'acido citrico (E330), facilmente reperibile, dai costi contenuti,
solubile in acqua e oltre a possedere capacita antiossidanti ha la funzione di Mild Cross
Linking Agent, aumentando il numero dei legami intracatene di zeina.

- FORMULAZIONE FINALE E CARATTERISTICHE

La formulazione finale del film & stata definita sulla base di prove per determinare: 1) la
sua bagnabilita; 2) I’effetto barriera sulla perdita di acqua; 3) il mantenimento della vitalita
dei campioni; 4) la capacita di controllo della flora microbica ospite conunensale; 5) la
produzione degli aromi.

Le prove di bagnabilita del film sono state eseguite tramite lo strumento DSA 100

KRUSS, Drop Shape Analysis System che ha fornito i valori dell'angolo di contatto di gocce di

acqua deposte sulla superficie del film.

Lo spessore dei film & stato calcolato con un profilometro VEECO Dektak 6M Stylus
Profiler.

L'azione barriera del film nei confronti della perdita di acqua & stata valutata
qualitativamente (cambiamenti morfologici ¢ NMR-I, metodo strumentale non invasivo
messo a punto da Pacioni et al.(22) e quantitativamente tramite la variazione ponderale e
quelle dimensionale.

La composizione comparativa dei VOCs & stata accertata con un Gas Cromatografo-

Spettrometro di Massa (GC-MS) con campionamento sullo spazio di testa tramite SPME
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(Solid Phase Micro Extraction), imptegando una fibra in PDMS {(polidimetilsilossano)
ricoperta con 50/30 um divinibenzene/carbossene.

L’azione di controllo sulla microflora batterica e fungina, ospite dei tartufi e/o
infestante e quindi della conservazione dello stato di conservazione e delle funzioni vitali
dei tartufi, & stata accertata con analisi microbiologiche in accordo con Ie procedure
previste dalla ISO 7218/ 2007 (13) e Regolamento CE n. 2073/2005 (24).

La vitalitd degli esemplari trattati, confrontati con quelli non trattati, & stata verificata
tramite I’analisi dei VOCs, la NMR-1, la variazione delle popolazioni microbiche e per via
istochimica.

In base alle prove eseguite ed ai risultati ottenuti, la formulazione finale della soluzione &

la seguente:

- etanolo/acqua 80 % alcool

- 7eina purificata 13,0% (wiv)

- glicerolo 2,5% (vlv)
- D-(+)-trealosio 3,0% (wiv)
- olio di girasole 2,0% (viv)
- oito di lino 2,5% (viv)
- acido citrico 0.8% (wiv)

mentre lo spessore ottimale del film, a seconda del tipo di superficie da trattare, va da 20 a
50 pm.

Da ultimo la qualita dei prodotti conservati con Papplicazione del film edibile & stata pit
volte provata, per le diverse specie di tartufi commerciali, da un panel-test di assaggiatori,

risultando assai prossima al prodotto fresco.
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CONCLUSIONI

Il film edibile individuato risponde in maniera ottimale agli obiettivi di prolungare la
shelf-life dei tartufi freschi, in particolare di quelli cosiddetti “bianchi” dotati di uno strato
esterno (“peridio”) sottile, poco protettivo, e costituito dal cellule poco melanizzate.

Tutti i parametri di valutazione presi in considerazione (bagnabilita, perdita di acqua,
vitalitd, controllo della flora microbica ospite € produzione degli aromi) si sono
mantenuti inalterati in maniera fortemente significativa, dimostrando I’efficacia del film
edibile sul mantenimento della vitalita dei tartufi freschi. | campioni, in generale hanno
mantenuto le loro caratteristiche fino ad un tempo doppio rispetto agli attuali sistermi. In
particolare 1a produzione degli aromi si & mantenuta vicina a quella del prodotto fresco e
gli aromagrammi del prodotto rivestito dal film sono in linea con quanto riportato dalla
letteratura (8, 9, 10, 17, 19).

Il film preparato secondo la formulazione presenta maggiori proprietd idrofobe rispetto alla sola
Zeina pura.

1 controlio del film sulla microflora ospitata all’interno dei tartufi, prevenendo quindi
fenomeni di putrefazione, & stata ottimale con una totale devitalizzazione della
componente fungina (ifomicetica e lieviti forme) ed una accentuata batterio stasi fin quasi
al 40° giorno di conservazione.

La formulazione del film presenta elementi di originalita rispetto a tutti i brevetti che sono
stati consultati sino a febbraio 2011 ed anche I'idea stessa di utilizzare un film edibile per
la conservazione dei tartufi freschi appare originale. L’innovazione si ha anche nel
processo di raffinazione della zeina rispetto al processo protetto dal brevetto US5342923

(A).
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UN FILM EDIBILE REALIZZATO PER PRESERVARE 1A VITALITA' E LE
CARATTERISTICHE ORGANOLETTICHE DEI TARTUFI FRESCHI

RIVENDICAZIONI

1- Un processo biotecnologico per prolungare la vitalita € mantenere le qualita dei tartufi
freschi tramite la deposizione sulla loro superficie di un film edibile costituitc da zeina
con diversi additivi alimentari, detto processo comprende le fasi di: - raffinazione e
purificazione della zeina; - solubilizzazione della zeina in un solvente idroalcolico; -
aggiunta di glicerolo come plasticizzante; aggiunta di olic di girasole ed olio di lino come
adsorbenti deil’aroma del tartufo; - aggiunta di acido citrico come antiossidante; -
aggiunta di trealosio come stabilizzante; - deposizione del film sulla superficie pulita dei
tartufi; - essiccamento del film in corrente d’aria.

2- 11 processo secondo la rivendicazione 1, in cui Particolo, utilizza come agente
filmogeno il 13% (w/v) di zeina raffinata, secondo rivendicazione 9, prodotto scelto tra
carbossilmetil cellulosa, gomma di xantano, gomma arabica, agar-agar, acido alginico,
carragenina, amidi trasformati, caseina e derivati, zeina.

3 - 1l processo secondo le rivendicazioni da 1 a 2, in cui ’articolo, utilizza, come solvente,
una soluzione idroalcolica di etanolo al 80%.

4 - 11 processo secondo le rivendicazioni da 1 a 3, in cui I’articolo, per conferire plasticita
al film di zeina raffinata utilizza glicerolo al 2,5%, scelto tra PEG400 (polietilenglicole),
TEG (trietilenglicole), PG (propilenglicole), Glucosio, Pullulano, Glicerolo.

5 - 1 processo secondo le rivendicazione da 1 a 4, in cui Darticolo, utilizza come
concentratore degli aromi emessi dal tartufo, microgocce di olio vegetale.

6 - 11 processo secondo la rivendicazione 5, in cui I’articolo, stabilizza le microgocce di

olio vegetale con il trealosio.
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7 - Il processo secondo le rivendicazioni da 1 a 6, in cui ’articolo, utilizza una quantita di
2,5% (v/v) di olio di girasole e 2,5% (v/v} di olio di lino scelti tra olio di semi di lino, olio
di semi di girasole, olio di semi di soia, olio di semi di sesamo.

8 - 11 processo secondo le rivendicazioni da 1 a 7, in cui V’articolo, utilizza come
antiossidante lo 0,8% (w/v) di acido citrico scelto tra questi additivi alimentani E300
Acido ascorbico (Vitamina C), E301 Ascorbato di sodio, E302 Ascorbato di calcio, E303
Ascorbato di potassio, E304 Esteni di acidi grassi dell'acido ascorbico (i} Palmitato di
ascorbile (ii) Stearato di ascorbile, E306 Estratti naturali ricchi di tocoferolo, E320
Idrossianisolo butilato (BHA), E321 Idrossitoluene butilato (BHT), E325 Lattato di sodio,
E326 Lattato di potassio, E327 Lattato di calcio, E329 Lattato di magnesio, E330 Acido
citrico, E331 Citrati di sodio: (i) Citrato monosodico (ii) Citrato disodico (iii) Citrato
trisodico.

9 - 11 processo secondo le rivendicazioni da 1-2, in cui I’articolo, raffina la zeina, partendo
dalla qualita RP, facendo gocciare acetone nella soluzione di zeina in agitazione,
mantenuta intorno ai —10°C per evitare la formazione dei grani di proteina e per eliminare

lipidi, pigmenti e odori-sapori.
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AN EDIBLE FILM MADE FOR PRESERVING THE VITALITY 'AND
CHARACTERISTICS OF FRESH TRUFFLES

CLAIMS
1 - A biotechnology process to prolong the viability and maintain the quality of fresh
truffles by means of the deposition on the surface of an edible film made of zein with
various food additives, this process comprises the steps of: - refining and purification of
zein; - solubilization of zein in a hydroalcoholic solvent; - addition of glycerol as
plasticizer; - addition of sunflower oil and linseed oil as adsorbents aroma of truffles; -
addition of citric acid as an antioxidant; - addition of trehalose as a stabilizer of oil
droplets; - deposition the film onto a clean surface of truffles; - drying the film in air flow.
2 — The process according to claim 1, wherein the article, uses as film-forming agent,
refined zein (as the claim 9) at 13% chosen from carboxymethy! cellulose, xanthan gum,
gum arabic, agar-agar, alginic acid, carrageenan, processed starches, casein and derivates,
7ein.
3 - The process according to claims 1 to 2, wherein the article uses as a solvent, a
hvdroalcoholic solution of ethanol at 80%.
4 - The process according to claims 1 to 3, wherein the article, to confer plasticity to the
film of refined zein uses glycerol at 2.5% selected from PEG400 (polyethylene glycol),
TEG (trietilenglicol), PG (propylene glycol), glucose, pullulan, glycerol.
5 - The process according to claims 1 to 4, wherein the article uses as a concentrator of
aromas emitted from the truffle, droplets of vegetable oil.
6 - The process according to claim 5, wherein the article, stabilizes the droplets of

vegetable oil with trehalose.
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7 - The process according to claims 1 to 6, wherein the article, uses an amount of 2.5%
(v/v) of sunflower oil and 2.5% (v/v) linseed 0il chosen from linseed oil, sunflower oil,
soybean oil, sesame seed oil.

8 - The process according to claims 1 to 7, wherein the article uses as an antioxidant, .8%
(w / v) of citric acid chosen from E300 ascorbic acid (Vitamin C) E301 Sodium ascorbate,
E302 calcium ascorbate, E303 potassium ascorbate, E304 Foreign faity acid of ascorbic
acid (i) Ascorbyl palmitate (ii} ascorbyl stearate, E306 Tocopherol-rich natural extracts,
E320 Butylated hydroxyanisole (BHA) E321 Butylated hydroxytoluene (BHT), E325
sodium lactate, potassium lactate E326 , E327 calcium lactate, magnesium lactate E329,
E330 citric acid, E331 sodium citrate: {i) Monosodium citrate (ii) Disodium citrate (iii)
trisodium citrate.

9 - The process according to claims 1 to 2, wherein the article, refine the zein, as RP, by
drip acetone into a solution of zein, kept at -10°C, in agitation to avoid the formation of

protein lumps.

Giovanni Pacioni % r\-——-GLU P
Anna Maria Luciana Ragnelli Ruune Wt O Q. {IA(‘_XM W‘

Enrico Stagnini C{ZZK‘@W’W‘

18



	Page 1 - BIBLIOGRAPHY
	Page 2 - DESCRIPTION
	Page 3 - DESCRIPTION
	Page 4 - DESCRIPTION
	Page 5 - DESCRIPTION
	Page 6 - DESCRIPTION
	Page 7 - DESCRIPTION
	Page 8 - DESCRIPTION
	Page 9 - DESCRIPTION
	Page 10 - DESCRIPTION
	Page 11 - DESCRIPTION
	Page 12 - DESCRIPTION
	Page 13 - DESCRIPTION
	Page 14 - DESCRIPTION
	Page 15 - DESCRIPTION
	Page 16 - DESCRIPTION
	Page 17 - CLAIMS
	Page 18 - CLAIMS

