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Riassunto

Il microbiota fungino presente sulla frutta secca &
principalmente rappresentato dai generi Fusarium,
Aspergillus e Penicillium. Molte delle specie appartenenti
a questi generi sono riconosciute come produttrici di
micotossine. Il microbiota di castagne e nocciole &
principalmente rappresentato da specie appartenenti al
genere Aspergillus sezione Flavi e al genere Penicillium.
Tra le specie appartenenti alla sezione Flavi, le piu
importanti specic aflatossigene sono 4. flavus e A.
parasiticus. L’isolamento di un elevato numero di
specie potenzialmente produttrici di micotossine dalla
frutta secca evidenzia la necessitd di mettere a punto
procedure per il contenimento della crescita fungina e
della contaminazione da micotossine. Le informazioni
sulie specie di Aspergillus e di Penicillium isolate ¢
sulle micotossine da esse prodotte sono utili ai principali
attori della filiera corilicola e castanicola per sviluppare
procedure da applicare sia in campo sia durante la fase
di produzione e conservazione, con il fine di ottenere
predotti sani ¢ privi di micotossine.

Parole chiave: aflatossine; Aspergillus spp.; Castanea
sativa; farina di castagne; ocratossina A; Penicillium spp.

Summary

Occurrence of mycotoxigenic fungi and mycotoxin risk
management in nuts

The main fungal gemera present in the microbiota
of nuts are Fusarium, Aspergillus and Penicillium.
Several species of these three genera are mycotoxigenic.
The microbiota of chesmuts and hazelnuts is mainly
represented by Aspergillus section Flavi and Penicillium
spp.. The main aflatoxigenic species of Aspergillus section
Flavi are A. flavus and A. parasiticus. The isolation of a
high number of mycotoxigenic species points out the need
1o implement the procedures for the control of the fungal
growth and mycotoxin contamination. The information
gained about the species of Aspergillus and Penicillium
and the isolated mycotoxins are useful for the main
stakeholders of the hazelnut and chestnut production
chains to develop appropriate practice for the Sfield and
the storage phases, useful to obtain healthy and safe food
products.

Key words: aflatoxins; Aspergillus spp.; Castanea
sativa; chestnut flour; ochratoxin A; Penicillium spp.

Introduzione

La frutta secca di maggiore rilevanza commerciale &
costituita da nocciole (Corylus avellana), noci (Juglans
regia), pistacchi (Pistacia vera), castagne (Castanea
sativa), arachidi (Arachis hypogea), pinoli (Pinus pineaq),
anacardi (Anacardium occidentale) e mandorle (Prunus
amigdalis) (Ros, 2010). La maggior parte del consumo
€ costituito da prodotti freschi o tostati, ma anche da
derivati quali olii, ingredienti per la preparazione di salse
o creme spalmabili.

I benefici per la salute umana legati all’assunzione di frutta
secca sono stati ampiamente dimostrati, e I’ introduzione
di tali prodotti nelle recenti linee guida per una sana
alimentazione ha determinato un aumento della domanda
(Alasalvar e Shahidi, 2008). Secondo quanto riportato dallo
studio di Nielsen (2017) negli ultimi anni si ¢ registrato un
progressivo aumento della vendita di frutta secca in Italia
con un indotto complessivo di 890 milioni di euro. L’Italia
¢ il secondo produttore europeo di castagne, con 43.000
t/annue, e il secondo produttore mondiale di nocciole,
dopo la Turchia, con 75.456 t/annue. La produzione di
mandorle, noci e pistacchi é di 74.016 t, 12.344 t e 3.555 t,
rispettivamente (FAOSTAT, 2014).

Aspetti nutrizionali delle castagne e delle nocciole

Le castagne hanno interessanti caratteristiche nutrizionali
In quanto sono ricche in carboidrati (circa il 40%%),
vitamine e fibre, e risultano avere bassi livelli di grassi
(circa lo 0.5-5%) e di proteine (2-4%) (Miguelez et al,
2004; Borges et al., 2008; Pefia-Méndez et al., 2008;
Ustiin ef al., 2009). Sono, inoltre, un’importante fonte di
acidi grassi essenziali (Barreira et af., 2009).

Le nocciole, al contrario, sono meno ricche in carboidrati
(10-22%) e pit ricche in proteine (11-17%) rispetto alle
castagne (Koksal ez al., 2006; Ozdemir e Devres, 1999;
Ozilgen ¢ Ozdemir, 2001). La maggiore componente
delle nocciole ¢ invece quella lipidica, che rappresenta
tra il 55% e il 70% del peso secco. Le nocciole sono
ricche in particolare di acidi grassi mono- e polinsaturi,
specialmente acido oleico ¢ linoleico, e sono povere di
acidi grassi saturi (Botta e al., 1994; Ozdemir ¢ Devres,
1999, Gzilgen e Ozdemir, 2001). Queste caratteristiche,
oltre alla ricchezza in fibre, minerali e vitamine, in
particolare BI, B6, niacina ¢ vitamina E, rendono la
nocciola un alimento altamente nutritivo e salutare,
che influenza positivamente i livelli di colesterolo nel
sangue (Kabak et al., 2016; Koksal et af., 2006; Ozilgen
e Ozdemir, 2001).

Il microbiota della frutta secca

Il microbiota fungino presente sulla frutta secca &
principalmente rappresentato dai generi Fusarium,
Aspergillus e Penicillium. Molte delle specie appartenenti
a questi generi sono riconosciute come produttrici di
micotossine e la presenza di colture contaminate fa si che
siano presenti in diverse matrici alimentari, quali la frutta
secca, i cereali o alimenti destinati al consumo animale.
Generalmente il genere Fusarium ¢ maggiormente
presente in campo mentre i generi Aspergillus e
Penicillium sono riscontrabili prevalentemente nelle fasi
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post-raccolta (Rodrigues ef al., 2012).

Uno dei parametri principali legati alla crescita fungina
& rappresentato dall’attivitd dell’acqua (a ). Le specie
appartenenti ai generi Aspergillus e Penicillium sono in
grado di crescere a valori di a_ bassi, compresi tra 0,75-
0,85, e il loro valore ottimale di crescita € compreso tra
0,93 e 0,98, mentre le specie di Fusarium necessitano di
una a, maggiore di 0,85, con un valore ottimale di 0,99.
11 microbiota di mandorle e castagne ¢ principalmente
rappresentato da specie appartenenti al genere Aspergillus
sezione Flavi e al genere Penicillium, sia in campo sia
in conservazione (Rodrigues et al., 2012). Tra le specie
appartenenti a questa sezione, le pill importanti sono
A. flavus e A. parasiticus. La presenza di tali specie ¢&
stata largamente documentata anche su arachidi, noci,
pistacchi € nocciole.

Le contaminazioni da Aspergillus flavus

Tra le principali problematiche legate alla conservazione
di frutta secca vi & fo sviluppo fungino ¢ la possibile
contaminazione da micotossine. Tale contaminazione
parte dal campo ed arriva sino in conservazione, per
poi estendersi al prodotto finale. La presenza sinergica
di fattori fisici, chimici e biologici favorisce la
colonizzazione fungina e/o la produzione di micotossine.
In campo danni meccanici da insetti o eventi atmosferici,
quali forti piogge e gelate, possono favorire la
contaminazione fungina. Le elevate precipitazioni nel
periodo di raccolta favoriscono una maggiore incidenza
di A. flavus in campo (Prencipe ef al., 2018a). Secondo
gli studi di Abrar et al. (2012) e Abdel Gawad e Zhori
(1993), condizioni favorevoli allo sviluppe fungino
possono verificarsi anche durante le fasi di conservazione,
lavaggio ed essicazione. Particolare attenzione va
mostrata anche in conservazione, monitorando
temperatura, umidita relativa, ventilazione e tempi di
permanenza in magazzino (Abdel Gawad e Zhori, 1993).
Le condizioni ottimali di crescita fungina non coincidono
perd con quelle per 1a produzione di metaboliti secondari
tossici, quali le micotossine: secondo quanto riportato in
letteratura la temperatura ottimale per la crescita di 4.
flauvs & compresa tra i 30-33°C, mentre la produzione
di aflatossine & bloccata al di sopra dei 42°C. Come
dimostrato dagli studi di Trenk e Harman (1970) e
Liu et al. (2017), i valori ottimali per la produzione di
aflatossine variano in funzione dell’ospite.

Tossicita e limiti per le aflatossine

Secondo I’Agenzia Internazionale per la Ricerca sul
Cancro (IARC), le aflatossine sono classificate come
“cancerogene per ’uomo” (gruppo 1). Il Regolamento
(UE) 165/2010 stabilisce i tenori massimi di aflatossine
nei prodotti alimentari con riferimento alla sola presenza
della aflatossina B1 o alla presenza delle aflatossine totali
(B1, B2, Gl e G2). | tenori massimi consentitt variano
tra 2 e 10 pg/kg, in funzione della matrice, per categorie
di prodotti destinati al consumo diretto, mentre vanno
da 5 pg/kg a 15 pg/kg per i prodotti che devono essere
sottoposti a cernita o trattamenti fisici. Arachidi, pistacchi,
noci e nocciole del Brasile hanno livelli massimi fissati
specifici per matrice, mentre per le castagne i tenori
massimi sono inclusi nella categoria “frutta a guscio,
diversa dalla frutta a guscio precedentemente elencata”.
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Presenza di Aspergillus sezione Flavi su castagne

In letteratura, gli studi su castagna hanno riguardato
principalmente i prodotti commerciali, ma non hanno
approfondito la presenza delle specie di Aspergillus ¢ il
loro potenziale aflatossigeno alla raccolta e lungo la filiera
di produzione (Wells e Payne, 1975; Rodrigues ef al.,
2013). Le specie principalmente presenti appartengono
al genere Aspergillus sezione Flavi (Abdel-Gawad ¢
Zohri, 1993; Overy ef al., 2003; Rodrigues ef al., 2013).
I processi di cernita e tostatura sono critici nel ridurre
la presenza di Aspergillus sezione Flavi (FAO/WHO,
2012), ma le pratiche attuali sembrano non essere in
grado di eliminare le specie potenzialmente aflatossigene
e la produzione di aflatossine. Secondo quanto riportato
da Bertuzzi e collaboratori (2015), I’elevata presenza di
aflatossine nella farina di castagne pud essere correlata
alla contaminazione post-raccolta o durante le fasi di
produzione della castagna.

In un recente studio (Prencipe et al., 2018a), sono state
isolate specie potenzialmente aflatossigene da ogni fase
della filiera di produzione e da campioni alla raccolta.
L’incidenza di Aspergillus sezione Flavi alla raccolta
& stata del 33%, probabilmente favorita dall’elevata
umidita registrata durante questa fase (CAST, 2003).
Sono stati caratterizzati tramite saggi biologici,
molecolari e chimici 58 isolati di Aspergillus sezione
Flavi, provenienti dal frutteto, dalle fasi di lavorazione
delle castagne ¢ da farine di castagna commerciali.

Un approccio multidisciplinare risulta necessario
per evitare ’erronea identificazione degli isolati, e
¢cid richiede un’analisi morfologica, un approccio di
sequenziamento multi-locus e I’analisi della produzione
di aflatossine (Rodrigues ef al., 2009, 2011; Samson et
al., 2014).

I risultati ottenuti tramite il sequenziamento del gene
della beta-tubulina ¢ del gene della calmodulina, hanno
permesso di identificare correttamente i ceppi. L’analisi
del gene della calmodulina ha prodotto risultati validi,
raggruppando le specie in cluster distinti basandosi
sulla presenza di siti polimorfici conservati, cosi come
dimostrato dallo studio di Gallo e collaboratori (2012).
A. flavus & risultata la specie dominante, seguita da
A. oryzae var effusus, A. tamarii, A. parasiticus ¢ A.
toxicarius. 1. analisi filogenetica ha inoltre evidenziato la
presenza di una elevata variabilita intraspecifica, come
osservato dagli studi di Pildain et al. (2004) e Vaamonde
et al. (2003). Tale variabilitd & stata anche osservata
tramite analisi macromorfologica sui terreni CYA, YES
e MEA. ]

La produzione di aflatossine ¢ stata verificata in vifro,
dove la percentuale di ceppi aflatossigeni € risultata
del 19%. Poiché i saggi in vitro spesso sottostimano il
numero di ceppi in grado di produrre aflatossine (Probst
e Cotty, 2012), sono stati svolti anche saggi in vivo, in cui
i1 40% dei ceppi & risultato essere produttore. Il saggio di
patogenicita ha evidenziato la presenza di soli due ceppi
non patogeni su castagna, con una prevalenza di ceppi
altamente o mediamente virulenti.

La presenza di ceppi di Aspergillus sezione Flavi
aflatossigeni, isolati dal campo e lungo tutte le fasi di
produzione della castagna, evidenziano la necessita
di implementare le tecniche di conservazione,
concentrandosi su temperatura, umiditd ed essicazione
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per ridurre la crescita di queste specie e la possibile
contaminazione da aflatossine.

Presenza di Aspergillus sezione Flavi su nocciole
Sebbene il guscio delle nocciole costituisca una buona
barriera contro le contaminazioni fungine, & riportata
in letteratura la presenza di 4. flavus e A. parasiticus in
questa matrice (Simsek ef al, 2002; Giirses, 2006; Ozay
et al., 2008) e di conseguenza di aflatossine nei prodotti
finali (Aycicek et al., 2005; Giirses, 2006; Baltaci ef al
2012; Prelleeral., 2012; Golge etal,2016;Kabak, 2016).
I fungi affatossigeni possono contaminare le nocciole sia
n campo sia in post-raccolta, ed & maggiore 1'incidenza
di 4. flavus rispetto a A. parasiticus, probabilmente
grazie alla capaciti di adattarsi anche alle parti acree
della pianta oltre che al suolo (EFSA, 2007).

La contaminazione e la produzione di aflatossine
dipendono da numerosi fattori fra cui la presenza di
danni da insetti, dalla composizione del substrato, dalla
temperatura ¢ dall’umidita, dai metodi di raccolta, di
lavorazione e dai tempi e dalle condizioni di conservazione
(Ozdemir e Devres, 1999; Fontana et al., 2012).

In un recente lavoro svolto su nocciole italiane e turche,
dalle nocciole sane ¢ stato possibile isolare alcuni ceppi
fungini, fra cui due isolati di 4. flavus, ma la carica fungina
€ risultata inferiore al limite di rilevabilita. Nelle nocciole
essiccate sono state isolate numerose specie fungine fra
cui circa il 20-25% di Aspergillus spp., corrispondenti ad
una carica fungina tra 2,3 ¢ 3,8x10? ufc per grammo di
nocciole. Sono stati isolati 40 ceppi di Aspergillus spp.,
di cui 13 appartenenti alla specie A. flavus ¢ 6 alla specie
A. parasiticus.

La maggior parte degli Aspergillus sezione Flavi sono
stati isolati da nocciole sane ed essiccate, noltre tutti
gli isolati di A. parasiticus sono stati isolati da nocciole
provenienti dalla Turchia, probabilmente a causa delle
diverse condizioni climatiche presenti che favoriscono
maggiormente lo sviluppo di questa specie fungina.

La percentuale di ceppi aflatossigeni pud essere molto
variabile, ad esempio ¢ risultata compresa fra il 4% e il
48% in uno studio di tre anni svolto su nocciole turche
(Ozay et al., 2008). Quasi tutti gli isolati di 4. parasiticus
sono forti produttori di aflatossine, mentre solamente il
40-50% degli isolati di A. flavus & aflatossigeno (Schmidt-
Heydt ef al., 2010; Kabak, 2016).

Il potenziale aflatossigeno dei ceppi fungini isolati in
questo studio € stato valutato utilizzando Yeast Extract
Sucrose (YES)-broth (Prencipe er al, 2018a). In
particolare, i funghi sono stati incubati al buio a 35°C per
7 giorni ed ¢ stata valutata la presenza di aflatossine nel
terreno liquido, mediante analisi cromatografica. Dei 19
ceppi isolati, sei, di cui 4 di 4. parasiticus e 2 di A. flavus,
sono risultati produttori di aflatossine in vitro.

Dallo studio svolto ¢ emersa la presenza di specie
potenzialmente aflatossigene su nocciole fresche ed
essiccate provenienti da Italia e Turchia. E quindi
opportuno valutare e migliorare le strategie di essiccazione
e conservazione delle nocciole, per limitarne la presenza
e garantire I’assenza di aflatossine nel prodotto finale.

Prevenzione della contaminazione da aflatossine
La FAO ¢ I’Organizzazione mondiale della sanita (OMS)
hanno elaborato un Codice di Buona Pratica, il “Codex

Alimentarius™ valido per tutta la frutta secca di interesse
commerciale, per uniformare le pratiche di gestione e
controllo da micotossine, con lo scopo di proteggere la
salute dei consumatori e assicurare la correttezza degli
scambi internazionali (FAO, 2004). La prevenzione
da contaminazione fungina parte dalla raccolta, che
dovrebbe essere manuale in modo da ridurre i danni
meccanici ed evitare il contatto con il terreno. Secondo
quanto riportato da Rachaputi eral. (2002) ¢ stata ritrovata
una correlazione positiva tra la raccolta anticipata e
una minore presenza di aflatossine. In campo, inoltre,
Pimpiego di agrofarmaci permette una riduzione delle
infezioni fungine, con una conseguente possibile ridotta
contaminazione da micotossine. L’uso di agenti di lotta
biologica atti a contenere la crescita fungina ha risvolti
positivi anche sulla riduzione della contaminazione da
aflatossine lungo la filiera produttiva (Dorner & Cole,
2001; Atehnkeng ez al., 2014).

Effetto dell’essiccazione sulle castagne

A causa della naturale composizione delle castagne, ¢
in particolare del loro elevato contenuto in acqua e in
zuccheri, questi frutti sono particolarmente suscettibili
all’attacco di specie fungine micotossigene (Overy
et al., 2003; Attanasio ef al., 2004; Rodrigues ef al,
2012) e il loro tempo di conservazione in post-raccolta
risulta limitato. Pertanto, sono state studiate tecnologie
per aumentare la conservazione della castagna,
preservandone perd la composizione chimica (Moreira
et al., 2011; Nazzaro et al, 2011). L’essicazione & una
pratica comunemente utilizzata per limitare e prevenire
lo sviluppo fungino (Jermini er al., 2006; Rodrigues
et al., 2012). Uno dei principali problemi legati alla
conservazione delle castagne € rappresentato dalla
presenza di aflatossine: alcuni studi hanno evidenziato
un’elevata incidenza di campioni contaminati di farina
di castagne e castagne secche e fresche, con valori che
arrivano anche al 92% (Pietri ef al., 2012; Bertuzzi et
al., 2015). Questo scenario sottolinea quindi i problemi
legati alle produzioni a base di castagna, ed evidenzia
la necessita di ridurre la probabilita di crescita di funghi
aflatossigeni per ottenere prodotti privi di aflatossine.
Ad oggi, molti studi sono stati effettuati considerando
I'influenza di parametri ambientali sulla crescita di 4.
Jlavus e sulla produzione di aflatossine in diverse matrici
(Marin et al, 2012; Liu ef al, 2017), ma nessuno &
stato focalizzato sull’effetto di diverse temperature di
essicazione sulla crescita fungina e sulla produzione
delle micotossine, verificando le conseguenze di tali
temperature sulla qualita della castagna. Considerando
quindi la possibile contaminazione delle castagne da
aflatossine, un recente studio presenta I’effetto di diverse
temperature di essicazione (30, 35, 40, 45 e 50°C) sulla
crescita di A. flavus, sulla produzione di aflatossine e
sulla composizione chimica delle castagne (Prencipe er
al., 2018b).

I dati oftenuti hanno mostrato una maggiore
concentrazione di A. flavus per i trattamenti a 30°C e
35°C, mentre nessuna crescita & stata riportata per i
campioni trattati a 45°C o 50°C, confermando quanto
riportato in letteratura per le temperature ottimali di
crescita e la temperatura massina tollerata da questo
micete (Pitt e Hocking, 1997).
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La concentrazione di aflatossine & risultata maggiore nelle
tesi trattate a 40°C, dove si & registrata anche una minore
crescita di A. flavus, e questi dati sono simili a quanto
riportato di Lahouar et al. (2016) su sorgo. Lo studio
di Marin et al. (2012), utilizzando modelli predittivi su
pistacchio, ha evidenziato lo stesso andamento, con un
aumento della concentrazione di aflatossine al crescere
della temperatura, ma un arresto della produzione a
temperature superiori ai 40°C.

L applicazione dei trattamenti termici sulla qualita
delle castagne determina alcuni cambiamenti nella
loro composizione chimica. In generale si osserva una
riduzione dell’umiditd, che passa dal 45% al 9%, ed
un conseguente aumento nel contenuto di carboidrati e
grassi.

Sono stati inoltre valutati il contenuto fenolico totale e
la capacitd antiossidante, valori che in letteratura sono
principalmente riportati per le castagne fresche, mentre
solo alcuni studi si riferiscono a castagne cotte o soggette
ad essicazione (Zhu, 2011). Il contenuto fenolico
aumenta con I’aumentare delle temperature applicate,
mentre attivitd antiossidante si riduce all’aumentare
delle temperature. Questi risultati sono simili a quanto
riportato in letteratura per castagne bollite o tostate
(Barros et al., 2011; Nazzaro ef al., 2011).

Nei mulini commerciali le castagne fresche vengono
essiccate e successivamente sottoposte a diversi processi,
tra cui cernita, tostatura, granulatura, macinatura e
conservazione (Prencipe er al, 2018a). Attualmente
il prodotto & essiccato a 30°C per 3-5 giorni fino a
raggiungere il 10% di umidita, ma i risultati da noi
ottenuti evidenziano che queste condizioni dovrebbero
essere modificate aumentando la temperatura a 45°C, in
modo da contenere la crescita fungina e la produzione di
aflatossine.

Effetto dell’essiccazione sulle nocciole

Le nocciole vengono essiccate dopo la raccolta per
ridurre il contenuto di umiditad del frutto, sfavorire la
crescita dei ceppi fungini e aumentare la shelf-life delle
nocciole. 11 Regolamento europeo n. 1284 del 2002,
stabilisce che il tenore di umidita delle nocciole non
deve superare il 12% per il frutto intero e il 7% per il
frutto sgusciato.

Le nocciole vengono convenzionalmente essiccate
al sole, per un periodo di tempo fra i 4 giomi e le 2-3
settimane durante i periodi di pioggia (Baltaci e al,
2012). Tempi molto prolungati possono favorire lo
sviluppo di muffe, che possono rimanere latenti e
svilupparsi in conservazione. L’essiccazione al sole
¢ la tecnica pitl utilizzata in Turchia, dove le nocciole
vengono poi conservate a temperatura ambiente fino aun
anno (Turan, 2018).

L utilizzo di essiccatori & preferibile, in quanto
"abbassamento dell’umiditd del prodotto avviene in
tempi molto pid rapidi e in generale aumenta la sicurezza
del prodotto finale (Ozay et al., 2008).

Molti studi sono stati svolti per valutare I’influenza dei
parametri di essiccazione sulla qualita delle nocciole, ed
in particolare sulle proprieta nutrizionali della nocciola,
come I’ossidazione dei lipidi, il profilo degli acidi grassi,
Pattivith enzimatica e ’imbrunimento del frutto (Lopez
et al., 1997a,b,¢; Ozdemir e Devres, 1999; Turan, 2018),
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mentre nel lavoro di Ozay e collaboratori (2008) ¢ stato
messo in luce come differenti metodologie di essiccazione
possano risultare in una differente presenza di aflatossina
nelle nocciole.

In un recente monitoraggio su nocciole essiccate in
Italia, & stato possibile isolare numerose specie fungine,
mentre pochi isolati sono stati ritrovati sui frutti freschi.
Questi dati rafforzano la necessita di valutare un metodo
di essiccazione efficace per garantire non solo la qualita
nutrizionale delle nocciole, ma anche la riduzione della
presenza di specie micotossigene e di micotossine nel
prodotto.

Si & cercato pertanto di valutare P'effetto di diverse
temperature di essiccazione sulla crescita di 4. flavus
sulla produzione di aflatossine. Le nocciole fresche sono
state inoculate con una sospensione di 4. flavus, in grado
di produrre aflatossine in vivo € in vitro (Prencipe ef al.,
2018b) e sono state essiccate a 30°C, 40°C, 45°C e 50°C
finoal raggiungimentodel 6%diumiditarelativadel frutto.
Dopo 14 giorni di conservazione a temperatura ambiente,
sono state valutate la crescita fungina e la produzione di
aflatossine. Spore vitali di 4. flavus sono state ritrovate
su tutti i campioni di nocciole, tuttavia, all’aumentare
della temperatura ¢ stata osservata una diminuzione della
carica fungina. Per quel che riguarda la produzione di
aflatossine, 4. flavus non & risultato in grado di produrre
aflatossine a temperature di essiccazione di 45 ¢ 50°C.
Sebbene il processo di essiccazione riduca il contenuto
di umidita del frutto, sfavorendo la crescita dei ceppi
fungini, i parametri di essiccazione, fra cuila temperatura
e il tempo di essicazione, influenzano significativamente
la crescita fungina e la produzione di aflatossine. In
particolare, temperature di essiccazione inferiori ¢
conseguenti tempi pitl prolungati possono portare ad un
maggiore sviluppo di 4. flavus gia presenti nelle nocciole
e alla conseguente produzione di aflatossine.

Durante la conservazione inoltre, temperature non
uniformi o una deumidificazione non efficiente in
conservazione refrigerata, possono causare un rapido
aumento dell’attivita dell’acqua e una conseguente
proliferazione dei funghi filamentosi (Ozilgen e
Ozdemir, 2001; Fontana et al., 2012). Le condizioni di
conservazione, insieme a quelle di essiccazione, sono
dunque essenziali per limitare lo sviluppo di funghi
micotossigeni e I’eventuale produzione di micotossine.

Tostatura ed impiego del plasma a freddo per la
detossificazione delle nocciole

La tostatura & uno dei principali metodi fisici impiegati
per la detossificazione delle matrici alimentari, ma pud
provocare la degradazione, totale o parziale, di alcune
sostanze nutritive (Park e Kim, 2006). Ad ogni modo,
Siciliano ef af. (2017) hanno dimostrato come I’utilizzo
di un forno a infrarossi per la tostatura di nocciole trattate
a 140°C sia in grado, con un tempo di esposizione
di 40 minuti, di indurre una detossificazione per le
quattro principali aflatossine senza indurre significativi
cambiamenti nutrizionali.

11 plasma, il quarto stato della materia, & stato usato per
la decontaminazione biologica di materiali sensibili
alle alte temperature. La ionizzazione, provocata dalle
collisioni di elettroni liberi e gas neutrali, rilascia
specie chimiche reattive (ioni positivi, elettroni, fotoni,
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atomi eccitati e radicali), che permettono di usare il
plasma per la disinfezione di materiali (Laroussi, 1996),
Iinattivazione di microorganismi (Fridman e af,
2007; Selcuk ef al., 2008) e la riduzione di micotossine
in diverse matrici alimentari (Siciliano er al., 2016).
Per queste applicazioni il plasma viene generato a
freddo, a pressione atmosferica, una metodologia che
ha il vantaggio di essere relativamente economica e di
permettere la formazione di specie attive in grado di
reagire con molto macromolecole contaminanti (Moreau
et al., 2008).

Il plasma a freddo ¢ un metodo promettente in particolare
per la decontaminazione da aflatossine sulle nocciole,
specialmente se si considera il suo impatto minimo sulle
caratteristiche organolettiche del prodotto. L’ applicazione
di questo metodo su nocciole sgusciate ha portato a
una decontaminazione da aflatossine superiore al 70%
(Siciliano er al., 2016), senza incrementare in maniera
significativa la temperatura della matrice alimentare.

Penicillium spp. e le relative micotossine sulle castagne
La contaminazione da funghi del genere Penicillium su
castagna ¢ stata studiata alla raccolta, in conservazione
¢ in campioni commerciali (Wells e Payne, 1975; Overy
et al., 2003; Rodrigues et al., 2012; Rodrigues et al.,
2013). Lo studio di Bertuzzi e colleghi (2015) riporta la
contaminazione da alcune tossine di Penicillium in vari
prodotti della filiera castanicola. I genere Penicillium &
ubiquitario, necessita di valori di a_ non minori di 0,78-
0,80 ed ¢ composto da specie in grado di sopravvivere
sia a basse sia ad alte temperature, con una temperatura
ottimale compresa tra 25-30°C (Giirses, 2006).
Differenti specie di Penicillium sono inoltre in
grado di causare marciumi su frutti e agiscono come
contaminanti in post-raccolta e negli ambienti di
lavorazione (Washington et al., 1997; Nielsen, 2003).
Recentemente, & stata investigata la presenza di specie di
Penicillium alla raccolta, lungo la catena di produzione
della castagna e nell’ambiente di produzione (Prencipe
et al, 2018c): 124 ceppi sono stati caratterizzati
attraverso prove biologiche, molecolari e chimiche,
concentrandosi sul potenziale micotossigeno e sulla
patogenicita su castagna. L’identificazione & avvenuta
tramite approccio multidisciplinare comprendente
un’analisi di sequenze di pit loci genici, ’analisi della
produzione di micotossine e I’analisi macrom orfologica,
secondo quanto riportato da Visagie e colleghi (2014).
L’identificazione molecolare & stata ottenuta tramite
amplificazione di tre regioni conservate. Attraverso
I’amplificazione del gene per la beta-tubulina & stato
possibile identificare 108 su 124 isolati. Per i 16 isolati
la cui identificazione ¢ rimasta ambigua, la specie & stata
determinata tramite il sequenziamento del gene della
calmodulina e I’analisi macromorfologica su tre diversi
terreni. La filogenesi basata sulle sequenze concatenate
delle tre regioni in esame ha evidenziato un’elevata
variabilita intraspecifica per alcune delle specie, tra
cui P. bialowiezense, P. commune e P. glabrum, come
osservato dagh studi di Scott es al (2008), Barreto
et al. (2011), Houbraken et al. (2012) e Visagic ef al.
(2014). Sulla base dell’attuale tassonomia riportata
in Houbraken ¢ Samson (2011), Visagie ef al. (2014
¢ Houbraken ef al. (2016), sono state identificate 20

specie, che corrispondono parzialmente a quelle gia
riportate in letteratura (Donis-Gonzales et al., 2016;
Magan 2006; Overy er al., 2003; Pietri et al, 2012;
Sieber et al., 2007), con P. crustosum, P glabrum e P
bialowiezense come specie predominanti (57% degli
isolati). Altre specie rinvenute meno frequentemente in
questo studio, ma isolate spesso da altre specie di frutta
secca, sono P expansum, P. palitans, P. chrysogenum e
F. discolor (Mujica e Vergara, 1945; Frisvad ¢ Samson,
2004; Donis-Gonzalez ef al., 2016).

Le specie P bialowiezense, P. brevicompactum, P.
citrinum, P. commune, P. glandicola, P. manginii, P
pancosmium, P. polonicum, P. solitum, P. viridicatum,
P verrucosum, P. nordicum e P. palitans sono state
segnalate per la prima volta come patogene su castagna.
Il 70% dei ceppi analizzati si & mostrato virulento
su castagna, inclusi i ceppi isolati dall’ambiente di
produzione, conrisultati simili aquanto precedentemente
riportato dallo studio di Louw e Korsten (2014) su
mele e pere. Le specie maggiormente virulente sono
risultate P. expansum e P. crustosum, che sono riportati
in letteratura come virulenti € in grado di adattarsi a
diversi ambienti (Louw e Korsten 2014; Scholtz e
Korsten, 2016).

Il potenziale micotossigeno di alcune delle specie
isolate ¢ stato indagato andando a variare alcuni
parametri di crescita. In particolare, i ceppi selezionati
sono stati fatti crescere in due terreni liquidi, CYA
(Czapek Yeast Autolysate) ¢ YES (Yeast Extraxt
Sucrose), a 25°C e 55% di umidita relativa, con 12 ore
di luce e di buio. Le micotossine sono state estratte sia
dal micelio fungino sia dal terreno colturale a 3, 7, 10 e
14 giorni dopo I’inoculazione. La capacita degli isolati
fungini selezionati di produrre patulina, ocratossina A,
penitrem A, roquefortina C, meleagrina, glandicoline A
e B, acido micofenclico, verrucosidina, andrastina A ¢
acido penicillico in vitro, ¢ stata verificata utilizzando
cromatografia liquida ad alte prestazioni accoppiata a
un rivelatore di massa (HPLC-MS).

Dai risultati ottenuti & emerso che in CYA sono stati
prodotti pit metaboliti secondari, specialmente dopo
10 e 14 giorni dall’inoculazione. Dal micelio fungino
inoltre sono state ritrovate un maggior numero e una
maggiore quantitd di micotossine rispetto a quelle
presenti nel terreno di crescita.

Le analisi svolte in vitro hanno dunque confermato la
capacita di alcuni isolati di Penicillium spp. di produrre
micotossine e hanno permesso di valutare 1’influenza
del terreno di crescita, del metodo estrattivo e del tempo
di incubazione.

E opportuno considerare che diversi fattori oltre
all’umidita, alla luce e al terreno di crescita, possono
influenzare la biosintesi dei metaboliti secondari, la
quale spesso non viene attivata nelle normali condizioni
di crescita in vitro (Brakhage, 2013).

11 59% dei ceppi analizzati ¢ stato in grado di produrre
almeno una micotossina su castagna, ed, in totale,
sono stati ritrovati 14 metaboliti secondari su castagne
inoculate. Inoltre, in un ulteriore esperimento, in 24
campioni di castagne conservate per sei mesi & stata
osservata la presenza di penitrem A, roquefortina C,
patulina, andrastina A, ciclopenina, ciclopenolo e
chetoglobosina A, confermando il potenziale rischio
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di contaminazione per le castagne. Va sottolineato il
fatto che nessuna di queste molecole & attualmente
regolamentata dalla legislazione europea. '

Anche le nocciole sono contaminate da Penicillium
spp. produttori di micotossine

Le nocciole a partire dal campo fino alla conservazione
possono esserc soggette a diverse contaminazioni
fungine. I generi fungini principalmente isolati dalle
nocciole nelle diverse fasi produttive appartengono
a Aspergillus, Penicillium e Rhizopus (Ozilgen e
Ozdemir, 2001; Ozdemir e Devres, 2009). La letteratura
si concentra sulla presenza di 4. flavus ¢ 4. parasiticus,
principali produttori di aflatossine. Tuttavia, molte altre
specie appartenenti ai generi Aspergillus e Penicillium
sono in grado di produrre micotossine e sono stati
ritrovati su frutta secca (Prencipe et al, 2018ab).
Sulle nocciole Penicillium & uno dei generi fungini pia
presenti, infatti dal 93,3 % dei campioni di nocciole
turche sono stati isolati funghi appartenenti a questo
genere (Simsek et al., 2002).

Anche da nocciole turche ed italiane delle annate 2016
e 2017, sono stati ritrovati e identificati 65 isolati di
Penicillium spp.. La maggior parte dei funghi sono
stati isolati dalle nocciole essiccate, mentre solamente 7
isolati sono stati ottenuti dalle nocciole fresche. I128,6%
dei funghi & stato ottenuto dalle nocciole sane, 36 isolati
sono stati ottenuti dai campioni di nocciole con guscio e i
restanti 14 ceppi erano presenti nelle nocciole ammuffite.
La specie pid abbondante & rappresentata da P2 crustosunt,
potenziale produttore di numerose micotossine tra cui
penitrem A, roquefortina C, andrastina A, meleagrina
¢ altri metaboliti secondari tossici come ciclopenolo,
ciclopenina, viridicatolo e viridicatina (Frisvad et
al., 2004; Brise er al., 2009). Fra le altre specie pil
abbondanti, sono state ritrovati P. citrinum, che pud
produrre in vitro e in vivo citrinina (Houbraken et al.,
2014), P brevicompactum, noto produtiore di acido
micofenolico (Visagie ef al., 2014) e infine P. viridicatum
potenziale produttore di ocratossina, acido penicillico e
verrucosidina (Brise ef al., 2009).

11 sequenziamento dei genomi e la ricerca di cluster
genici per la biosintesi di micotossine in Penicillinm
spp-

Otto delle specie di Penicillium rinvenute in castagna
sono state sequenziate: P. bialowiezense, P. crustosum,
P. discolor, P glandicola, P. manginii, P. palitans, F.
pancosmium e P. viridicatum. Le specie considerate sono
state softoposte a sequenziamento High Throughput
[llumina MySeq e assemblate con il programma
SPAdes (Bankevich et al, 2012), ottenendo genomi
di dimensioni comprese tra 28,4 Mb (P. glandicola) e
36.8 Mb (P manginii). 11 pumero di scaffold ottenuti
& compreso tra 113 e 1219 per ogni specie, un numero
adatto a condurre analisi di genomica comparativa. La
predizione genica, eseguita con MAKER (Cantarel ef
al., 2008), ha individuato, in ogni genoma, un numero
compreso tra i 9090 ¢ i 10583 geni. Nei funghi spesso
i metaboliti secondari, micotossine incluse, sono
sintetizzati da proteine codificate da geni posizionati
uno vicino all’altro nei genomi, a formare unitd note
come “cluster genici”. L’utilizzo del programma
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“antiSMASH” (Weber er al., 2015) ha permesso
di predire tra i 110 e 149 cluster per ogni genoma,
rivelando come queste specie siano potenzialmente in
grado di produrre un altissimo numero di metaboliti,
noti e non noti.

Dall*analisi dei metaboliti secondari prodotti dalle
specie di Penicillium isolate da castagne, ¢ stato
possibile osservare la produzione di micotossine non
caratteristiche delle specie in esame. In particolare, i
ceppi di P. crustosum, P. bialowiezense e F. manginii
hanno prodotto verrucosidina in vitro. La verrucosidina
& una neurotossina isolata per la prima volta da
Penicillium verrucosum var. cyclopium e di cui €
nota la produzione da parte di alcune altre specie di
Penicillium (Burka et al., 1983; Frisvad et al., 2004).
Questa micotossina agisce a livello del sistema nervoso
centrale causando disordini neurologici e tremori. Fra
le micotossine tremorgeniche viene considerata la pit
citotossica e genotossica (Nufiez et al., 2000; Sabater-
Vilar et al., 2003).

Nonostante 1’importanza della verrucosidina, il suo
meecanismo di sintesi non & ancora noto. Alcuni studi
hanno caratterizzato la biosintesi di composti simili,
come citreoviridina € aurovertina, che condividono con
la verrucosidina la struttura alfa-pirronica (Lin ef al.,
2016; Li ef al., 2018). Poiché I’afla-pirrone & la prima
parte della citreoviridina a essere sintetizzata, & probabile
che questo avvenga anche per la verrucosidina ¢ che
quindi ¢i siano somiglianze nei primi geni coinvolti
nella sintesi dei due metaboliti.

Partendo da queste informazioni, sono stati analizzati
i genomi di Penicillium precedentemente ottenuti, alla
ricerca dei cluster genici potenzialmente responsabili
della biosintesi della verrucosidina. In particolare,
sono stati analizzati e confrontati tutti i cluster genici,
predetti con antiSMASH, comuni alle specie di cui ¢
nota la capacita di produrre verrucosidina (P. polonicum,
P aurantiogriseum e P. expansum) ¢ alle specie
produttrici identificate in questo studio (P. crustosum,
P bialowiezense ¢ P. manginii). L’analisi ha portato
all’identificazione di due cluster genici putativi che
dovranno essere verificati mediante caratterizzazione
molecolare.

Conclusioni

L’isolamento di un elevato numero di specie
potenzialmente produttrici di micotossine dalla frutta
secca evidenzia la necessita di implementare procedure
per il contenimento defla crescita fungina e la conseguente
riduzione del rischio di contaminazione da micotossine.
Probabilmente 1’ambiente ha favorito la crescita fungina,
causando la possibile contaminazione lungo tuita la
catena di produzione della castagna. Le informazioni
sulle specie di Aspergillus e di Penicillium isolate, ¢ le
micotossine da esse prodotte, potrebbero essere utili ai
produttori per sviluppare procedure da applicare sia in
campo sia durante la fase di produzione e conservazione,
con il fine di ottenere prodotti sani e privi di micotossine.
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