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/ Realizzazione del biosensore \
“os\ntesi del po,/b/} b\\\-,;azlone de/fg o
La L-lisina & 'amminoacido essenziale piu facilmente daggiabile. La sua concentrazione negli alimenti puo essere LD?}{\’% ,\é“{\e’z

quindi utilizzata come indice di qualita del loro valore mzibnale o piu in generale delle tecniche di trasformaegidei prodotti -
alimentar [1]. L'impoverimentc in lisina &€ causat principalment de trattamen termici durante i quali la L-lisina disponibile /& /.\
reagisce con gli zuccheri riducenti portando alla formaeialei cosiddetti “composti di Amadori”. Qualsivoglia pesso di N \_/
trasformazione degli alimenti che preveda trattamentni@rrichiederebbe quindi un monitoraggio rapido del conte di lisina
disponibile se si vuole preservare il carattere nutriZiedall’alimento trasformato.
L'analisi della lisina negli alimenti € normalmente corntdotramite separazione cromatografica del campione [amaper ~_ v \J .
idrolisi acida. Cromatografia a scambio ionico, gas cramgedfia o cromatografia liquida ad alte prestazioni (HPLZX] sono Vantagqi
fra le tecniche cromatografiche piu utilizzate. Sfort@maénte I'approccio cromatografico, che richiede tra rtalfuso di © elevata stabilit Elettrodo
strumentazior relativament compless e costose necessit la derivatizzazion dell'analite pel la sue rivelazione il che complice | // _

la procedura analitica ed aumenta i tempi di analisi. © caratteristiche di reiezione eccellenti

.. . ] _ . . _ _ © tempi di risposta sufficientemente brevi
Lo scopo del presente lavoro di ricerca e stato quello dizesie un dispositivo analitico avanzato per la rivelaeiaella L-

lisina che costituiss une valide alternativi ai metod cromatografic convenziona. In particolar« si € sviluppatc un biosensor arattarios aaimno Al hincAnenT AHiriTr7a7iAne Aalla enarificitd dal hincancn
. . Tt . . -y S . . bdldllCIILLdLIUIIC uci UIUbUIIbUI UI.I.IIIIILLO[LIUIIC ucilia spcllliCila Uci DiIUscl 1SV
amperometrico per la lisina basato su un metodo classicomiiobilizzazione, quale il co-crosslinking enzimaticomimnato
all’elettrosintesi di un film polimerico dalle spiccatera#teristiche permselettive, quale il polipirrolo ovesioto [5]. Uno studio
di ottimizzazione dei parametri sperimentali impiegatchasentito di potenziare la specificita della traduzionematica [6-8] e L'ottimizzazione di alcuni parametri sperimentali quali |a
di realizzar un biosensor pe! la lisina caratterizzat de elevat: sensibilita ampic intervallc lineare bassi tempc di rispostz = e velocita di flussc ed il pH, unitamente all'impiego del polimero
esente da problemi di interferenza faradica ed avvelen@nedettrodico e quindi impiegabile per I'analisi di matmeali. E? of L permselettivo, hanno consenstito di minimizzare il resposo di
Il biosensore e stato applicato con successo all’analli& tisina in vari tipi di formaggio. La stagionatura di unrfpaggio e la % 2 ) corrente di altri L-amminoacidirispetto a quelio della lisina
particolare lavorazione da esso subita influenzano enoanee il processo di proteolisi che determina la scissiagdptidi E . .
fino al rilascio di amminoacidi liberi. La determinazionelld quantita di L-lisina libera e importante non solo ai fiella stima 3 .
della stagionatura di un formaggio e quindi del suo valordriziobnale, ma pud assumere particolare rilevanza per }.. PUPPY/LOD
I'individuazione e/o conferma di eventuali frodi quali adeenpio I'uso nella produzione dei formaggi di materie prinu %o 0z 04 08 o5 10 1z 11 1s 18 20
consentite quali latte in polvere caseine caseinat € formagg fusi, cioe semilavorai che hannc subitc un trattament termicc [LISINA] (mM) 50nAI
\particolarmente spinto [9]. / o —
+ K\ :2.1£0.2 mM E 2 min
+ Sensibilita: 1.4 pA/(mM*mm?2) S
+ Range lineare:0.6 mM
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ANALISI DI FORMAGGI A DIVERSO CONTENUTO DI LISINA + Stabilita: dopc circe 40 giorni la sensibilit: @ O © ¢ e 0 e O 0

k e pari al 90% del valore iniziale Tempo /

+ Tempo dirisposta: 6 — 7 secondi

PROCEDURA DI ESTRAZIONE : 2 g di formaggio sono stati pesati e posti in 20 ml di acqualighilata e deionizzata)
bollente; il campion: € statc sonicat(a caldc per 30 min. La sospensior € stati filtrata cor filtri di carte € la soluziont risultante €
stata diluita 1:100 con tampone acetato a pH 5.0. La metallieatrazione adottata ha evidenziato buona riproduiEhekl elevata
resa (superiore al 90% per tutti 1 campioni analizzati).

STAGIONATURA DEI FORMAGGI: PROCESSI BIOCHIMICI

FORMAGGIO CONTENUTO DI LISINA
mM umolig* La stagionatura e un insieme di processi biochimici e di condioni ambientali controllate tali da
permettere al formaggio di raggiungere tessitura, aroma eapore desiderati. La stagionatura di un
Mozzarella (A) - - formaggio e la particolare lavorazione da esst subita influenzanc enormemente il processc di
N I g9 P P
' Certosa (B) _ ] proteolisi che determina la scissione dei peptidi fino al tascio di amminoacidi liberi
<__' Camembert (C) -
2 min
L Taleggio (C - -
= | 9010 (%) ¢ Processi fermentativi
IhI:J Gorgonzola (D) 1.8 18
% Fontina (E) 0.76 7.6 ¢ Lipolisi
O
Provolone (F) 2.3 23 ..
¢ Proteolisi
. Emmental (G2,) 2.2 22
B (| ML . Pecorino Sardo(G3) 20 20 CASEINA
L A B @ C4 D E F G G3, G3 G3. G2 G3, L Pecorino Filiano (G%) 2.7 27 : ) : i
| Chimasi Proteasi degli starter
TEMPO Pecorino Romano(Gg) 32 3% (o altro coagulante) Proteasi native e microbiche del latte
Gruyere (G2y) 3.7 37
\ A /
T : . : : : Parmigiano Reggiano (Gp) 6.4 64
La quantlta di Ilsma Ill?era € mf!uenzata Qa dlvers.l fattori | i Padan e . PEPTIDI AD ALTO PESO
quali la tecnologia di lavorazione e di produzione dei rana Fadano ' MOLECOLARE
formaggi, i tempi e le condizioni di maturazione. La Lisina (L) 4.0 40 |
roteolisi gioce un ruolo importante nella maturazione dei | - -
P ) JIoce POTLANTE et g Oumol di lisina estratta / grammi di formaggio Chimasi Proteasi degli starte
formaggl, avvgng ad opera di diversi agenti di natura 5 Proteasi microbiche del latte
enzimatica o chimica. v v
Tra questi vanno annoverati gli enzimi naturali del latte, il caglio o il coagulante residuo della cagliata, gli enzimi
rilasciati da fermenti lattici, quelli rilasciati dalla mi croflora secondaria (es. Penicillium), e gli enzimi attividei batteri PEPTIDI A BASSO PESO
occasionali del latte e del formaggio (es. Pediococchi). Laiverse concentrazioni di lisina apprezzate per i vari MOLECOLARE
formaggi investigati sono quindi giustificabili sia in termini di un diverso periodo di stagionatura sia in termini di _ _
una diversa attivita proteolitica delle colture starter. Nella produzione della mozzarelle € della crescenze ad esempic Prot§a§| degll startel
Si impiega come starter loStr. thermophilusche ha un alto potere acidificante ma scarsa attivita protelitica. Inoltre Proteasi microbiche del latte
nel caso della mozzarella la stagionatura e assente, menfper la crescenza e di soli 10 giorni, tempo insufficiente a M

liberare una quantita di L-lisina apprezzabile . Nei formaggi Grana, la quantita di L-lisina libera e abbastanza
elevata, essendo dovuta non solo ai fermenti lattici omofarentativi ed eterofermentativi ma anche aiPediococchi
microrganismi caratterizzati da una marcata attivita prot eolitica. E’ importante inoltre precisare che i formaggi di
tipo Grana (Parmigiano Reggiano e Grana Padano) sono queléi piu lunga stagionatura.

AMMINOACIDI LIBERI J

/ CONCLUSIONI \

Il presente lavoro di ricerca ha consentito la realizzazieno sviluppo di un dispositivo analitico avanzato di sicurteresse per la
INFLUENZA DELLA STAGIONATURA SULCONTENUTO DILISIN A rivelazione e determinazione della L-lisina in campo atitaee. E’ stato messo a punto un biosensore amperometti®P{PLOD) basato su un
metod( classict di immobilizzazion: enzimatice combinatc all’elettrosintes di un film polimericc dalle spiccat: caratteristich permselettiv. II

biosensore e caratterizzato da un tempo di risposta modeeb(6-7 secondi) ed e quindi impiegabile come rivelator@ermmetrico in flusso
fornendo notevoli prestazioni in termini di sensibilita &lslita. Lottimizzazione dei parametri sperimentali piragati ha consentito di

minimizzare il contributo di corrente di alcuni amminoddidterferenti, caratterizzati da una affinita piut 0 menoroada per la lisina ossidasi
|mn|pna’r in guest lavoro nntpn,nand munrh la qnpmfmn‘r delle trasduzion enzimatic: nei confront dellz L-lisina.

5nAI (a) = L-Lisina 0.03 mmM _ o _ _ _ o _ _ o N
«— (b) = Grana Padano 18nesisi Il biosensore Pt/PPy/LOD, poiché mostra una risposta ivalaente bassa nei confronti di altri amminoacidi, e stathizeato per la
2 min (b") = Grana Padano 24meesi determinazione del contenuto di L-lisina in campioni reglistato possibile discriminare vari tipi di formaggio imase al diverso contenuto di

lisina Lo scopo e stato quello di verificare I'importanzdl@éecnologia di lavorazione e produzione dei formaggissguantita di lisina libera, e di

(c) = Parmigiano Reggianc24imes - L , - _ _
stabilire inoltre I'incidenze dei temp e delle condizion di maturazion.

(c’) = Parmigiano Reggiano 36nessi
E’ possibile quindi concludere che il dispositivo sviluppa@onsente I'analisi in tempi brevi di campioni alimentaginza ricorrere a particolari
pretrattamenti. | risultati sperimentali ottenuti per lalidgina verranno in futuro convalidati mediante confrorton metodiche ufficiali gia
consolidate (.]Udll I'analisi CrCITTaIOQrdTICc € |r‘1(‘:0ragg|ar‘1 |’ n‘ﬂplego del biosensor pel Il controllc di QUdII[c di prOGOII alimentar che POSSOon

subire danni come conseguenza di trattamenti termici oagpnti. E’ sicuramente di conforto I'accordo riscontrgter taluni formaggi tra le

concentrazioni di lisina stimate ed i dati riportati in &titura. Nel caso ad esempio dellEmmental [11] e ripoi@t@ontenuto di L-lisina libera

ORRENTE

C

K ML M k\ uk k t Il Grana Padano puo raggiungere una pari a 29umol/g; per quanto riguarda invece il Parmigiano Reggiar®) €l riportata la presenza di circa 3 g di lisina libera per §@f proteine
] . N i ] JW maturitd quasi ottimale gia dopo 13 totali corrisponden a 67 umol/qg.
: i > : i a mesi di stagionatura, quando |l Tra le tante possibili applicazioni in campo alimentarehidsensore Pt/PPy/LOD, puo essere impiegato per detereiheontenuto di L-lisina
contenuto totale degli amminoacidi negli idrolizzati proteici del siero di latte. Infatti, ilieyo di latte, che fino a 10 anni fa era considerato un problemprattutto per il suo
TEMPO

smaltimentc € statc ampiament rivalutatc pei I'alto contenutr di sostanz nutritive [13]. Le proteine del siero ac esempic risultanc ricche di

liberi e pari al 90% del valore _ . . . ) . - o .
amminoacidi essenziali, ma soprattutto stimolano la sifeteica, tanto da essere definite proteine “anabdliche

massimo. Nel Parmigiano Reggiano il

valore raggiunto a tale eta e pari al Riferimentl
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