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1 INTRODUZIONE e SCOPO.

L'aglio nero ¢ stato prodotto per la prima volta in Corea utilizzando un processo di
fermentazione prolungata per diverse settimane. L'aglio veniva lasciato lentamente ossidare e
fermentare in una tradizionale pentola per il riso per diverse settimane, a una temperatura di 60°C.
Dopo circa 60 giorni in un'alta umidita (85%), si sviluppavano spicchi neri con una consistenza
appiccicosa, simile a datteri essiccati e un sapore che ricordava il caramello. Questo modo di
trasformare l'aglio porta a una maggiore presenza di antiossidanti e vitamina C. L'aglio nero
potrebbe anche aiutare a regolare il livello di zucchero nel sangue, influenzare positivamente la
salute del cervello, del fegato e del cuore, e persino combattere il cancro. In Corea, 1'aglio nero ¢ un
condimento popolare che ¢ apprezzato sia per le sue proprieta antiossidanti sia ampiamente
utilizzato per dare una spinta di sapore ai cibi e persino alle bevande energetiche. Sebbene le origini
esatte dell'aglio nero siano poco chiare, l'aglio in generale ¢ stato usato come medicina fin dal
momento in cui ¢ stato scoperto come cibo. E stato tradizionalmente utilizzato per i suoi benefici in
molte regioni dell' Asia e non sembra destinato a diminuire di popolarita.

L'aglio (Allium sativum L.), ¢ una pianta medicinale commestibile (verdura cruda) e/o ingrediente
(spezia per uso culinario), appartiene al genere Allium delle Liliaceae ed ¢ nota in tutto il mondo
come "antibiotico naturale" (Petrovska e Cekovska, 2010).

L'aglio fresco contiene carboidrati (dal 26% al 30%, compresa 1,5% di fibra alimentare), proteine
(fino a 2,1% con aminoacidi da 1,0% a 1,5%), lipidi (fino a 0,2%), composti organici dello zolfo
(OSC; dall'l,1% al 3,5%), composti fenolici (fino a 0,5%) e composti dell'acido gallico (GAE) e
sostanze complesse, come le saponine (0,11%); lectine o agglutinine (0,028%) e prostaglandine
(0,056%) (Al-Nagdy et al, 1988; Clement et al, 2010; Rahman, 2003).
L'aglio contiene anche una serie di vitamine (dallo 0,058% allo 0,059%) e minerali (dallo 0,72%
allo 0,84%) come la vitamina C, la vitamina E, la tiamina (VB1), riboflavina (VB2), niacina (VPP),
calcio, sodio, ferro, germanio e selenio (USDA, 2018). La composizione chimica dell’aglio fresco
varia in base alla varieta, all'origine, e alle pratiche agronomiche condotte (Zhao, 2017).
Il principale precursore responsabile del sapore distinto dell'aglio ¢ l'alliina o S-allil-cisteina
solfossido (Hornickova et al., 2010). Fin dall'inizio del XX secolo ¢ stata riscontrata un'ampia
gamma di funzionalita dell'aglio, tra cui quelle antiossidanti (Jeong et al., 2016), antinfiammatorie
(Kim, Choi, et al., 2011), antidiabetiche (Eidi, & Esmaeili, 2016), anti-iperlipidemico (Sangeetha e
Quine, 2009), anti-invecchiamento (Avci et al., 2008), anti-allergico (Yoo, Sok, e Kim, 2014),



epatoprotettivo (Nwokocha et al, 2012), antitumorale (Galeone et al., 2006), antimicrobico e di
rafforzamento dell'immunita (Sahu et al, 2007; Ye e Zhang, 2003). Tale bonta dell'aglio, tuttavia, &
stata sottostimata dall'uvomo, in quanto il consumo di aglio crudo o addirittura cotto ¢ limitato a
causa del suo odore pungente e del suo sapore intenso, che provoca persino disturbi gastrici (Corzo-
Martinez et al, 2007). Di conseguenza, fra i differenti approcci tecnologici per risolvere il problema,
la trasformazione dell’aglio fresco in aglio nero, utilizzando varie tecnologie di lavorazione (tra cui
il trattamento termico, l'invecchiamento, la fermentazione)¢ sicuramente la migliore e piu diffusa,
perché permette di ridurre al minimo gli odori indesiderati dell'aglio, migliorandone al contempo la
palatabilita e mantenendo o aumentando le sue funzionalita benefiche.

L’aglio nero ¢ essenzialmente un alimento trasformato ed emerge come un nuovo prodotto con
caratteristiche distinte. Pertanto, sia la natura dell’aglio fresco iniziale che il metodo di lavorazione
governano le caratteristiche finali dell’aglio nero. L’aglio nero, che ha origine in Giappone, sta
guadagnando popolarita in diversi Paesi, come la Cina, la Corea del Sud, gli Stati Uniti e I'Europa
grazie ai suoi profili unici di sostanze nutritive e bioattive, nonch¢ il miglioramento degli attributi
sensoriali rispetto all’aglio fresco (Kim ef al, 2012). In breve, L’ aglio nero viene prodotto
attraverso la lavorazione dell’aglio fresco ad alta temperatura controllata (da 60 a 90°C) e ad alta
umidita controllata (dal 70% al 90%) per un periodo di tempo che comporta anche una
fermentazione spontanea e una serie di reazioni chimiche (Martinez-Casas et al., 2017; Sato et al.,
20006).

A causa delle variazioni nelle condizioni di lavorazione, tra cui temperatura, umidita di lavorazione,
pretrattamento, manipolazione e trattamento successivo alla produzione, ¢ stata ottenuta una serie di
prodotti con composizioni e proprieta fisico-chimiche diverse. Tuttavia, la trasformazione di aglio
fresco (FG) in aglio nero (BG) comporta modifiche nelle caratteristiche sensoriali, quali il
cambiamento del colore verso tonalita piu scure, 1'induzione di sapori dolci e aspri, la generazione
di una consistenza gelatinosa in bocca e l'aumento della masticabilita, oltre alla riduzione
dell'acidita nel sapore. A livello fisico-chimico, cio si riflette nella diminuzione dei polisaccaridi e
nell'aumento delle melanoidine, degli zuccheri riducenti, degli acidi organici e degli intermedi
aromatici come furano, tiofene e pirazina, oltre alla presenza di sostanze bioattive quali il 5-
idrossimetilfurfurale (5-HMF), gli alcaloidi f-carbolina e la S-allilcisteina (SAC) (Lu et al., 2007;
Martinez-Casas et al., 2017; Zhang et al., 2016). Attualmente, esistono ancora sfide associate alla
produzione di prodotti BG stabili, con qualita controllabile e benefici per la salute. Questi problemi
sono principalmente attribuibili alla scarsa comprensione dei meccanismi sottostanti alla
formazione e all'accumulo dei costituenti desiderati nell’ aglio nero, ad eccezione della reazione di
Maillard, un processo di imbrunimento non enzimatico che avviene durante i trattamenti termici

(Bae et al., 2014; Liang et al., 2015). Esistono significative lacune nella comprensione della



relazione tra processi di lavorazione, composizione e funzionalitd/sicurezza nell'ambito della
produzione di aglio nero. In particolare, c'¢ bisogno di esaminare il potenziale coinvolgimento delle
tecnologie di lavorazione innovative rispetto ai metodi convenzionali e I'influenza della presenza di
microrganismi desiderati ¢ indesiderati nella formazione di aglio nero. Pertanto, attraverso questa
tesi una revisione esaustiva della letteratura scientifica relativa a questi aspetti pud delineare le
prospettive future per la ricerca e lo sviluppo di aglio nero, ampliando la comprensione delle vie di
trasformazione e delle reazioni che modulano le qualita sensoriali e nutrizionali del prodotto. Nella
parte sperimentale ¢ stata realizzata una prova su scala di laboratorio per verificare la fattibilita di
produrre aglio nero a partire da Aglio Rosso di Sulmona e 1 risultati ottenuti sono stati confrontati
con quelli derivanti da un processo analogo ma a partire dall’Aglio di Voghiera, ritenuto un

benchmark nella scelta della materia prima.

2. COMPONENTI CARATTERISTICI E I LORO MECCANISMI DI FORMAZIONE
NELL’AGLIO NERO

Esistono cambiamenti significativi nella composizione chimica quando [’aglio fresco viene

convertito in aglio nero (come riassunto nella Tabella 1)

2.1 CONTENUTO DI UMIDITA

Durante il trattamento termico dell’aglio fresco, il contenuto di umidita diminuisce continuamente
(dal 62-68% al 45-54%) a causa dell'evaporazione dell'acqua (Bae ef al., 2014). Un contenuto di
umidita nell'intervallo 45%-54% favorisce lo sviluppo di una struttura favorevole dell’aglio nero
(consistenza flessibile ¢ gommosa) (Zhang, Li et al., 2016). Una temperatura di lavorazione piu

elevata porterebbe a una diminuzione piu rapida del contenuto di umidita (Zhang et al, 2016).

Tabella 1: Confronto sui costituenti caratteristici tra I’aglio fresco e 1’aglio nero

Aglio fresco (FG) Aglio nero (BG) Cambiamenti
Costituenti | Quantita | Riferimento | Quantita Riferimento | da aglio
fresco a aglio
nero
Attivita 0.98 Toledano- 0.93 +0.02 Toledano-
dell’acqua Medina Medina l
etal., 2016 etal, 2016
Zucchero 72.29% | Sasakietal., |85.61% DM Sasaki et al., T
idrosolubile | DM 2007 2007
Zuccheri 5.9+0.8 | Martinez- 472.4 £46.5 g/kg Martinez- T
riducenti g/kg DM | Casas DM Casas
etal, 2017 etal., 2017




Lipidi 1.8 £0.1 | Choietal, 5.8+ 1.1 glkg FM Choi et al., T
gkg FM | 2008 1.6 £0.2 g/lkg FM 2008
3304 |Lu, 2017 Lu, 2017 i
g/kg FM
Proteine 8.4% FM | Sasakiet al., |9.1% FM Sasaki et al., T
2007 2007
Aminoacidi | 19.43+ | Lu, 2017 14.86 £ 0.01 mg/g Lu, 2017 i
0.01 FM
mg/g FM
SAC 19.61 £ | Baeetal, 105.07 £27.73 ng/g | Bacetal, T
0.35 ng/g | 2014 DM 2014
DM
Acidi 16.68 + Zhang, Li, et | 64.18 +7.55 g/kg Zhang, Li, et T
organici 0.61 g/kg al., DM al.,
DM 2016 2016
Allicina 11.28 + | Zhang et al., 2.31 £0.07 g’lkg FM | Zhang et al., i
0.22 g/kg | 2015 2015
FM
Polifenoli 38.87 + Choiet al., 68.95 + 1.63 mg Choi et al., T
4.53mg | 2014 GAE/g DM 2014
GAE/g
DM
Melanoidine | <0.1 OD | Yuan et al,, Approssimativamente | Yuan ef al., T
FM 2018 1.8 OD 2018
FM
Alcaloidi Tracce Sato, Kohno, | Aumento di 28.55 Sato et al., T
& volte di FM 2006
Niwano, 2006
5-HMF Non Lietal, 2015 | 0.23 +£0.04 g/lkg FM | Liet al, T
rilevato 2015
Vitamine 6.92 + Kim et al., 9.26 £0.03 glkg DM | Kim et al,, T
0.02 g/kg | 2013b 2013b
DM
Minerali 11.74+ | Kang, 2016b | 13.14 £ 0.03 g/kg Kang, 2016b T
0.02 g/kg DM
DM
SOD 12.96 He et al,, Non rilevato T
gkg FM | 2008

Abbreviazioni: Aw, attivita dell'acqua; GAE, equivalenti di acido gallico; FM, materia fresca; DM,
materia secca; 5S-HMF, 5-idrossi metil furfurale; SAC, S-allil-L-cisteina; SOD,

superossido dismutasi; OD, densita ottica per un'assorbanza a 420 nm

Inoltre, un'umidita relativa piu elevata comporta probabilmente un maggiore contenuto di umidita
nel prodotto lavorato (Sun e Wang, 2018). Toledano-Medina e colleghi (2016) hanno osservato una
significativa diminuzione dell'attivita dell'acqua (Aw) nell’aglio fresco durante il trattamento
termico. In particolare, durante il riscaldamento a 78°C e con un'umidita relativa del 90% per 14
giorni, I'Aw ¢ scesa da 0,97 a 0,93 nell’ aglio nero. Analogamente, durante il riscaldamento a 75°C
per 21 giorni e a 72°C per 33 giorni, I'Aw ¢ diminuita rispettivamente a 0,94 e 0,91, partendo da un

valore iniziale di 0,97.
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Figura 1: Tipico diagramma contenuto di umidita-tempo per 1’essicazione di spicchio d’aglio in
fette a 70°C
Come mostrato nella Figura 1, I'andamento del contenuto di umidita degli spicchi d’aglio ridotti a
fette durante l'essiccazione segue la tendenza generale della maggior parte delle matrici alimentari:
una rapida diminuzione iniziale seguita da un lento declino prima di un plateau (raggiungimento di
un equilibrio) (Krokida et al, 2003). Con il progredire della lavorazione, si verifica una riduzione e
persino una perdita della capacita iniziale di trattenere I'acqua, a causa della graduale degradazione
di questi costituenti iniziali (come i fruttani) (Petersson et al, 2013). E stato riscontrato che l'attivita
dell’acqua ¢ strettamente associata al tasso di imbrunimento degli alimenti (Labuza e Baisier, 1992).
Quando I’attivita dell’acqua (Aw) varia da 0,5 a 0,75, con un corrispondente contenuto di umidita
del 10%-15%, il tasso di reazione di imbrunimento probabilmente raggiunge un massimo.
Un valore troppo basso di Aw limita i movimenti molecolari per i composti contenenti gruppi di
reazione amminici e/o carbonilici, mentre un Aw troppo alta tende ad inibire la reazione di Maillard

(poiché la reazione produce acqua) (Labuza e Saltmarch, 1981).

2.2 LIPIDI

Il contenuto di lipidi estratti d’aglio fresco ¢ circa lo 0.4% della sostanza fresca e 0,6% sulla
sostanza secca (Kamanna e Chandrasekhara, 1980; Tsiaganis et al, 2006). Oltre a servire come fonte
di nutrienti ed energia, i lipidi presenti nell’aglio fresco e aglio nero contribuiscono in modo
significativo alle loro caratteristiche sensoriali. I lipidi estratti dall’aglio fresco utilizzando
cloroformio-metanolo sono stati riportati come contenenti il 62,6% di lipidi neutri, 14,0%
glicolipidi e 23,4% fosfolipidi (Kamanna e Chandrasekhara, 1980). Tra questi, I'acido linoleico (-

6), l'acido palmitico, 1'acido linolenico ([1-3) e l'acido oleico ([1-9) sono risultati essere gli acidi



grassi piu abbondanti (Tsiaganis et al, 2006). Durante lo sviluppo dell’aglio nero, sono stati
riscontrati cambiamenti nel profilo lipidico a causa della loro ossidazione e partecipazione a
reazioni chimiche, anche se sono stati riportati contenuti lipidici incoerenti o addirittura controversi.
Per esempio, Choi e colleghi (2008) hanno mostrato che il contenuto di lipidi grezzi ¢ aumentato
significativamente (dallo 0,18% allo 0,58%) dopo la trasformazione di aglio fresco in aglio nero,
mentre Lu (2017), ha riportato che il livello di lipidi grezzi nell’aglio fresco e nel corrispondente
aglio nero era rispettivamente dello 0,33% e dello 0,16%. Queste discrepanze sono probabilmente
dovute alle differenze nel tipo di aglio, nella procedura di lavorazione (comprese le fasi di
riscaldamento e fermentazione), nei metodi di estrazione e di analisi, nonché alle variazioni del
contenuto di umidita di aglio fresco e aglio nero. I lipidi dell'aglio possono subire alterazioni
idrolitiche e ossidative, soprattutto nelle condizioni di trasformazione di aglio fresco in aglio nero
con temperatura elevata (da 60 a 90°C) e alta umidita (70%-90%). Di conseguenza, viene prodotta
una serie di composti come alcoli, aldeidi, chetoni e lattoni. Questi prodotti, insieme agli acidi
grassi, partecipano a una serie di reazioni chimiche complesse, tra cui l'idrolisi, 1'ossidazione e la
reazione di Maillard (Zamora e Hidalgo, 2005). Tutto cio spiega perché il contenuto di lipidi

nell’aglio nero trasformato ¢ inferiore a quello dell’aglio fresco.

2.3 CARBOIDRATI

L’aglio fresco e I’aglio nero sono entrambi ricchi di carboidrati (Tabella 1). Tuttavia, il profilo dei
carboidrati nell’aglio fresco cambia durante il processo di trasformazione in aglio nero. I carboidrati
rappresentano il 22-26% della sostanza fresca o il 77% della sostanza secca dell'aglio e sono
costituiti principalmente da polisaccaridi e da piccole quantita di oligosaccaridi € monosaccaridi
(Koch e Lawson, 1996; USDA, 2018). Alcune ricerche hanno identificato la presenza di fruttani a
base di neokestosio nell'aglio, con un peso molecolare di circa 9500 Da e un grado di ramificazione
di 9. Durante il processo termico di trasformazione dell’aglio fresco in aglio nero, i fruttani vengono
gradualmente decomposti in monosaccaridi (principalmente glucosio e fruttosio), disaccaridi e
oligosaccaridi, attraverso la degradazione indotta dal calore e I'enzimolisi catalizzata dalla
esoidrolasi del fruttosio dell'aglio (Cheong et al., 2012; Liang et al., 2015). Alcuni studi hanno
riportato che la degradazione dei polisaccaridi ¢ dovuta principalmente al trattamento termico
piuttosto che all'idrolisi enzimatica, con la distribuzione del peso molecolare e il tasso di
degradazione dei polisaccaridi strettamente associati alla temperatura di lavorazione (Lu et al,
2018). Quando I’aglio fresco viene lavorato a temperature relativamente basse (ad esempio, da 70 a
80°C), la degradazione dei polisaccaridi nell’aglio nero seguirebbe la cinetica di reazione del primo

ordine, con un tasso di degradazione inferiore e una relazione lineare tra il tempo di lavorazione.



MW al tempo t e 0, rispettivamente), indicando una scissione casuale della catena e la frattura di [
(1—2) legami glicosidici (Emsley e Heywood, 1995; Lu et al., 2018). Se il riscaldamento ¢ stato
condotto a una temperatura piu elevata (come 85 o 90°C), la degradazione dei polisaccaridi
dell'aglio ¢ piu rapida nella fase iniziale che in quella successiva, con una relazione non lineare tra il
reciproco di MW e t (che si verifica in processi sistematici e principalmente nelle scissioni delle
catene centrali) (Blecker ef al., 2002; Emsley e Heywood, 1995). E stato ipotizzato che l'idrolisi e la
depolimerizzazione potrebbe iniziare con la protonazione dell'ossigeno glicosidico, prima che i
polisaccaridi subiscano un'ulteriore degradazione indotta dai carbocationi ciclici (Nattorp et al,
1999). I fruttoligosaccaridi (FOS) sono oligosaccaridi funzionali composti da molecole di fruttosio
legate tramite legami glicosidici [1 (1—2) con un grado di polimerizzazione da 2 a 10, che sono
riconosciuti per 1 loro effetti prebiotici nel promuovere la crescita e la funzione di microrganismi
benefici nel tratto gastrointestinale (Flickinger et al., 2003). A seconda della cultivar dell’aglio
fresco e dal tipo di tecnologia di lavorazione, 1’aglio nero pud avere un contenuto di zuccheri
riducenti da 30 a 80 volte superiore a quello dell’aglio fresco e questo spiega lo spiccato sapore
dolce dell’aglio nero (Qiu et al., 2018; Zhang et al., 2016). Zhang e colleghi (2015) hanno riportato
che I’aglio nero ottenuto tramite trattamenti termici comprendeva principalmente fruttosio
(57,14%), saccarosio (7,62%) e glucosio (6,78%). Martinez-Casas e colleghi (2017) hanno
riscontrato un aumento significativo del fruttosio (da 0,38 a 44,73 g/100 g di sostanza secca

nell’aglio nero), seguito dal glucosio (da 0,21 a 2,51 £+ g/100 g di sostanza secca).

2.4 PROTEINE

L’aglio fresco ha generalmente dall'l,5% al 2,1% di proteine sulla sostanza fresca (Koch e Lawson,
1996; USDA, 2018), ed ¢ ricco di aminoacidi liberi a seconda della varieta e dell'ambiente di
coltivazione dell'aglio (Lee e Harnly, 2005). Glutammina, asparagina e acido glutammico sono gli
aminoacidi liberi piu abbondanti nell'aglio, con alcuni aminoacidi essenziali tra cui lisina, triptofano
e valina (Lee e Harnly, 2005). Quando I’aglio fresco viene trasformato in aglio nero ad alte
temperature, ¢ possibile ci sia una denaturazione delle proteine e alcuni aminoacidi liberi
partecipano alla reazione di Maillard. Il profilo degli aminoacidi varia in modo specifico a seconda
delle condizioni di trasformazione dell’aglio fresco in aglio nero. Lu (2017) ha riportato la
variazione della quantita totale di 18 aminoacidi essenziali liberi da 1943,31 a 1485,77 mg/100 g di
sostanza fresca, con aumenti nelle quantita di alcuni aminoacidi liberi (tra cui leucina, isoleucina,
fenilalanina, acido aspartico, alanina, cisteina e valina), in concomitanza con la diminuzione del
contenuto di altri aminoacidi. Choi e colleghi (2014), che hanno trattato 1'aglio a 70°C e 90% di

umidita relativa, hanno dimostrato che il contenuto di aminoacidi ramificati in aglio nero erano piu



alti di quelli presenti nell’aglio fresco (leucina e isoleucina da 59,19 e 71,07 mg/100 g,
rispettivamente, a 58,62 e 50,04 mg/100g). Anche le quantita di fenilalanina e metionina sono
aumentate in seguito a tale trattamento (l'aumento maggiore si ¢ avuto con la fenilalanina: 2,57
volte superiore a quello dell’aglio fresco), mentre alcuni altri aminoacidi sono diminuiti in
percentuali diverse (arginina, circa 90%; tirosina, circa 83%), invece, la glicina non ¢ stata rilevata
nell’ aglio nero, mentre il suo contenuto nell’aglio fresco era di 21,5 mg/100 g. E’ da sottolineare
che il congelamento ha potuto influenzare ulteriormente il contenuto di aminoacidi nell’ aglio nero;
infatti, il contenuto di amino-n diminuiva del 50,97% a causa dell'accelerazione della reazione di
Maillard e di alcune reazioni enzimatiche indotte dal danneggiamento delle cellule dell'aglio
durante il processo di congelamento e scongelamento (Li ef al., 2015). La lavorazione dell’aglio
nero (da 60 a 90°C) influenza le strutture secondarie, terziarie e/o quaternarie delle proteine, ma ¢
improbabile che spezzi i1 legami covalenti dei peptidi per liberare nuovi aminoacidi liberi. Tuttavia,
l'idrolisi enzimatica delle proteine causa probabilmente un aumento del contenuto di aminoacidi e
puo essere favorita in condizioni acide (a causa del pH tendente verso l'acidita durante la
trasformazione dell’aglio fresco in aglio nero) (Liang et al, 2015). Inoltre, la diminuzione del
contenuto di alcuni aminoacidi (in particolare cisteina e tirosina) associata alla reazione di Maillard,
dopo la trasformazione dell’aglio fresco in aglio nero, pud essere strettamente associata ai
cambiamenti dell'attivita antiossidante dell'aglio (Hwang et al., 2011). Un composto contenente
aminoacidi, la SAC, merita attenzione, poiché questo composto biologicamente attivo e benefico
per la salute, ¢ presente sia nell’aglio fresco che nell’ aglio nero ed ¢ l'antiossidante piu abbondante
nell’aglio nero (Kodera et al., 2002). Il contenuto di SAC nell’aglio fresco ¢ stato rilevato in un
intervallo compreso tra 21,52 e 22,73 pg/g di sostanza fresca (Bae et al., 2012), e potrebbe essere
aumentato in modo significativo, a causa del trattamento termico, fino a quattro o sei volte quello
dell’aglio fresco, a seconda dell'effettiva temperatura di lavorazione. Il contenuto di SAC nell’aglio
nero riscaldato a 40°C per 45 giorni ¢ stato di 124,67 pg/g di sostanza secca, mentre solo 85,46 pg/g
nell’aglio nero riscaldato a 85°C per 45 giorni (Bae et al., 2014). La SAC ¢ probabilmente formata
attraverso l'idrolisi enzimatica della [I-glutamil-S-allil cisteina (GSAC) da parte della [/-glutamil
transpeptidasi (GGT) a basse temperature da 30 a 50°C (Kodera et al, 2002), che pud essere
influenzata dalla reazione mediata dall'acqua tra la GSAC e la GGT (Koch e Lawson, 1996). Ad alte
temperature, la SAC potrebbe derivare dall'idrolisi della GSAC e dalla riduzione dell'alliina durante
la lavorazione (Sasaki et al., 2007). Un altro amminoacido importante ¢ il [J- aminobutirrico
(GABA), un aminoacido non proteico. Il suo contenuto tende a diminuire durante la produzione di
aglio nero (Molina-Calle et al, 2017), probabilmente a causa del danneggiamento degli
amminoacidi e del coinvolgimento nelle reazioni non enzimatiche di imbrunimento. Lamberts e

colleghi (2008) hanno riportato che il GABA era in grado di reagire con diversi zuccheri (xilosio,



glucosio, fruttosio, saccarosio e maltosio), nelle reazioni di Maillard per produrre pigmenti
intermedi, con conseguente perdita di zuccheri e aminoacidi. Molina-Calle e colleghi (2017) hanno
ipotizzato che la trasformazione dell'acido 4-guanidinobutanoico (come prodotto di degradazione
dell'arginina durante il trattamento termico dell'aglio) ad acido aminobutirrico sia stata inibita
nell’aglio nero; pertanto, l'acido aminobutirrico era significativamente piu concentrato nell’aglio

fresco rispetto all’aglio nero.

2.5 ACIDI ORGANICI

Gli acidi organici contenuti nell'aglio rivestono un ruolo significativo, considerando 1'importanza
degli acidi organici nell'assorbimento, nel mantenimento della salute dell'apparato digerente e nel
supporto del sistema immunitario. (Kuang ef al., 2015; Li et al., 2008). L’aglio fresco ha un'acidita
dello 0,40% (calcolata come acido lattico) (Rejano et al., 1997). Nell'aglio, 1'acido citrico ¢ l'acido
organico piu abbondante, 1'acido malico, l'acido lattico, 1'acido formico e l'acido fumarico, sono
anch'essi presenti in quantita relativamente elevate rispetto ad altri acidi organici (Liang et al.,
2015; Ritota et al, 2012). Bae e colleghi (2014) hanno riportato il cambiamento del pH prima e
dopo il trattamento termico da 6,42 (per I’aglio fresco) a 5,00 o 3,05 (per aglio nero ottenuto con
trattamento a 40 o 85°C per 45 giorni). Zhang e colleghi (2016) hanno riportato la variazione del
contenuto di acidi totali al termine della fermentazione: da 4,6 g/kg per I’aglio fresco a 33,61-37,50-
30,96 e 36,37 g/kg per I’aglio nero ottenuto a 60, 70, 80 e 90°C, rispettivamente. Liang e colleghi
(2015) hanno identificato la presenza di diversi acidi organici, tra cui l'acido citrico, l'acido malico,
l'acido lattico e l'acido fumarico negli estratti di aglio fresco. In particolare, sono stati riscontrati
livelli piu elevati di acido formico e acido acetico nell’aglio nero. Questi cambiamenti negli acidi
organici sono importanti. Un aumento del contenuto di acidi organici non solo conferisce un sapore
agrodolce (oltre a ridurre gli zuccheri), ma facilita anche l'idrolisi delle proteine e dei polisaccaridi
(Blecker et al., 2002) e la stabilita microbica dei campioni di aglio nero (Rahman, 2007). L'aumento
dell'acidita dopo il trattamento termico dell’aglio fresco deriva dal consumo di una grande quantita
di gruppi alcalini (come il gruppo amminico degli aminoacidi) durante reazioni come la reazione di
Maillard e la formazione di acidi carbossilici a catena corta (a causa della degradazione dei prodotti

di Amadori e dei composti dicarbonilici) (Huyghues-Despointes, e Yaylayan, 1996).

2.6 COMPOSTI ORGANICI DELLO ZOLFO

I composti organici sulfurici presenti, come [I-glutamil-S-alc(en)yl-L-cisteine e S-alch(en)yl-L-

cisteina solfossidi nell'aglio, meritano un'attenzione particolare per il loro importante contributo alle



proprieta medicinali e sensoriali dell'aglio e dei prodotti derivati (circa 1% DM) (Fenwick et al.,
1985). Durante la conservazione dell'aglio, 1'alliina si accumula naturalmente, fino allo 0,9% di [I-
glutamilcisteine e 1'1,8% di alliina, che sono i1 precursori dei composti aromatici caratteristici
dell'aglio (Amagase et al., 2001). Un aglio fresco intatto non ha un odore pungente. I trattamenti
termici applicati durante la lavorazione dell’aglio fresco danneggiano le cellule dell'aglio e i loro
vacuoli, causando il rilascio di alliinasi (che pud liquefare rapidamente i cisteina-solfossidi
citosolici per formare alchil-alcano-tiosolfonati, principalmente allicina) (Lanzotti, 2006).
L'allicina, instabile in condizioni di alta temperatura, puo essere trasformata in breve tempo in altri
derivati contenenti zolfo, conferendo all’aglio nero un sapore unico. E stato riscontrato mediante
gascromatografia - spettrometria di massa (HGC-MS) che 1 profili volatili di aglio nero e aglio
fresco differiscono in modo significativo: Il contenuto dei derivati della S-alk(en)yl-L-cisteina
nell’aglio nero (meno del 28% della concentrazione totale relativa) ¢ stato ridotto del 42%, rispetto
a quello del corrispondente aglio fresco (fino al 70% della concentrazione relativa totale) (Molina-
Calle et al., 2017). L’aglio nero presenta quantita significativamente inferiori di diallyl trisulfidi
(DATS), allyl metil trisulfidi e di 1,3 dithiane, ma quantita notevolmente piu elevate di dimetil
trisulfidi e di allyl metil sulfidi, rispetto all’aglio fresco. L’allyl metil sulfidi ¢ il composto volatile
piu abbondante in aglio nero (18,2%), seguito dall’allyl metil trisulfidi (1,5%) e dal diallyl sulfidi
(DAS:; 1,4%) (Molina-Calle et al., 2017). 11 furfurale (con sapore di arrosto) e la benzeneacetaldeide
(con odore di mandorla amara) sono i composti aromatici pit abbondanti in aglio nero (fino al
17,3% e al 12%, rispettivamente), ma non si ritrovano nell’aglio fresco. Il 3-Metilbutanale ¢ il terzo
composto per abbondanza nell’aglio nero (8,8%). Il 2-butenale, che si trovava nella quantita piu alta
nell’aglio fresco (12%), non si ritrova nei campioni di aglio nero mediante HGC-MS. (Molina-Calle
et al., 2017). 1 derivati del furfurale, il 2-acetilfurano (0,15%) e il 5-metilfurfurale (0,53%), hanno
contribuito al caratteristico sapore dolce dell’aglio nero, insieme a 2,3-butandione (0,91%) e I'1-
idrossi-2-propanone (0,74%) (Molina-Calle et al., 2017). Inoltre, Kim e colleghi (2011) hanno
riportato che la quantita totale di solfuri volatili negli spicchi di aglio nero invecchiato, differente
dall’aglio nero tal quale, era leggermente inferiore a quella dell'aglio crudo schiacciato, e in aglio
nero invecchiato, alcuni volatili pungenti, come il diallyl disulfidi (DADS) e DATS, sono diminuiti
in modo significativo, mentre i composti aromatici sono aumentati. I principali volatili contenenti
zolfo riscontrati nell'aglio sottoposto a trattamenti di invecchiamento ad alte temperature sono stati
DADS (12,89%), 1,5-ditiocano (10,40%), O-metil 2-acetilidrazinecarbothioato (6,54%) e allyl
sulfidi /DAS (5,44%) (Kim et al., 2011). Una forte diminuzione delle DADS, 3-vinil-1,2-
ditiacicloes-ene e allilmercaptano ¢ stata osservata quando l'aglio ¢ stato invecchiato ad alta
temperatura, con un aumento dei contenuti di allyl sulfidi /DAS, allyl metil disulfidi e 1,5-ditiocano

(Kim et al., 2011). Pertanto, sono possibili variazioni nei profili volatili riportati per aglio fresco e



aglio nero a causa delle differenze tra varieta di aglio, tecnologia di lavorazione e metodo di analisi.
I composti contenenti zolfo, tra cui il DAS, il DADS e l'allilmercaptano, si sono probabilmente
formati come risultato della rapida degradazione dei composti di alliina e deossialliina o tramite

riarrangiamenti di radicali liberi quando 1'aglio ¢ stato trasformato in aglio nero ad alte temperature.



(sDDL) prow atjfxogea-g-aurjoqe ) Aemyed uonepeiSap O unuep |

-oapAyEna-FtE T e H(SE 5 ) ; _

H H
£ . !
HO N I uoneprIFap [euLay | i
HN / i .’% ;
t/ | I

HOO0D
AUIUE[IS0IA[D)

H
N
(D0LIN) prae 21jfx0quea-g-aurjoqred an

--0IpAYRIA-H € T [-IAYIa- [ -(SE U ) | ql' !
£ HOOD ! aUILRJASO1ONY .
HO H . SIANBALIAD JeEns . - 1
H N \ + ! Tﬁ:-_._n_.au:m?oua PeImNsqns-N :
I .
HN™ : !
opAyopjeedy ! :
! UOIESUSPUO.) :

HOOO I uonEpeISap 1yoang :

N ]

(DIPOLIW) proe atfxogeaip-¢-autjoqiea ! :
- JUWE[ISOIAT

-OIpSUEIAIpE T IR [SE °S1) -_ Do :

. HO0D ! aTeamal) uopezloug-¢' \l r

IQ I .

g / apAyapieanidy aupwe[Ssolanag vonEsUIpUO’) |

HN™ _ - i

@ UoHEZIoug-g°| _

. .

HOO092 HY !

(DPD.LN) pioe dyfxogIeolp-g-autjoqea HOO02 ,|.|.|,|.|.|.|.|.|.|.|.|.|.|.|.|_|.|.|_|.|.|.|.|.|,|_

~f-oapAqEna-p e A 1S 1)

) N N
Hooo PH H ! i
! H RN\Y H ﬁ proe orAzorouny :

HN \ 1 _

i aseunIy 1

i i

HOOD . ploe druayns|AY

Figura 2. Potenziali vie per la formazione di derivati 1,2,3,4-tetraidro-/-carbolina durante la

produzione di aglio nero.



Le reazioni che comportano la scissione dei legami S-S disolfuro avvengono in composti contenenti
solfuri, come I’allyl sulfidi, con formazione di gruppi alchil-solfidi e gruppi propilenici (che
potrebbero interagire ulteriormente con composti volatili a basso peso molecolare come I’allyl
mercaptano e l'idrogeno solforato, per formare DAS e composti ciclici quali DADS e 2-vinil-1,3-
ditiano) (Yu, et al., 1994). Alcuni composti solforati prodotti durante la fermentazione possono
conferire un leggero aroma gradevole e contribuire a eliminare l'indesiderato odore pungente e
l'irritazione gastrointestinale (Lanzotti, 2006).

Il DAS ¢ la principale sostanza dei composti organici dello zolfo solubile in olio, derivato dal
metabolismo dell'allicina e probabilmente formato tramite reazioni tra alcool allilico e radicali liberi
di solfuro allilico, mercaptano allilico o alliina/deossialliina. Il DAS puo agire come agente efficace
per la prevenzione o il trattamento delle cellule tumorali, sebbene possa presentare reazioni

allergiche apprezzabili e causare tossicita cellulare (Jin e Baillie, 1997).

2.7 ALCALOIDI

Gli alcaloidi della carbolina sono un ampio gruppo di composti naturali e sintetici che possono
essere derivati dal triptofano (Allen & Holmstedt, 1980). Le [-carboline, che sono ampiamente
distribuite in natura, hanno attirato molta attenzione in quanto presentano diverse proprieta
biologiche e farmacologiche, come effetti ansiolitici, antitumorali, antiparassitari, antivirali e
antimicrobici (Cao et al., 2007). Il contenuto iniziale di fS-carboline nell’aglio fresco ¢ per lo piu
molto basso, ma I’invecchiamento e il trattamento termico dell’aglio fresco possono aumentare in
modo significativo il contenuto di derivati 1-metil-1,2,3,4-tetraidro-f-carbolinici (THSCs),
(Ichikawa et al., 2006). Ichikawa e colleghi (2002) hanno identificato alcaloidi con una significativa
attivita antiossidante in un estratto di aglio invecchiato: 1-metil-1,2,3,4-tetraidro-f-carboline-3-
carboxylic acids (MTCC) e I1-methyl-1,2,3,4-tetraidro-f-carbolina-1,3-dicarbossilico (MTCdiC)
diastereoisomeri (come mostrato nella Figura 2). Sato e colleghi (2006) hanno riportato che i
contenuti di (IR, 3S) -MTCC e (1S, 3S) -MTCC in aglio nero sono aumentati significativamente
dopo il processamento a 60-70°C e 85%-95% di umidita relativa per 40 giorni, rispetto a quelli
nell’aglio fresco in cui ce ne sono solo tracce.

I THIIC sono prodotti tramite condensazione Pictet-Spengler tra triptofano e aldeidi o acidi [1-oxo
durante la produzione, conservazione e lavorazione degli alimenti (Whaley e Govindachari, 2004).
Le nuove sostanze generate (come l'acetaldeide e il metilgliossale) dalla reazione di Maillard e dalla
successiva degradazione di Strecker possono reagire con le molecole di triptofano nell'aglio per

sintetizzare ulteriori MTCC (la/b) e MTCdiC (2a/b) tramite condensazione (Wnorowski e



Yaylayan, 2000). L'acetaldeide ¢ nota come precursore degli MTCC (1a/b), mentre l'acido piruvico
e/o piruvaldeide agisce come precursore degli MTCdiC (2a/b) (Herraiz & Ough, 1993; Ichikawa et
al., 2002). Di conseguenza, la maggiore quantita di MTCC, rispetto a quella di MTCdiCs, ¢
probabilmente dovuta a una maggiore quantita di acetaldeide che si forma attraverso la reazione di

Maillard durante la trasformazione di aglio fresco in aglio nero.

2.8 POLIFENOLI

I polifenoli sono un gruppo di composti aromatici e che contengono uno o piu anelli aromatici con
uno o piu gruppi idrossilici, tra cui tannini, flavonoidi e acidi  fenolici.
I polifenoli sono ampiamente distribuiti negli alimenti come frutta, verdura e cereali, e presentano
potenti e diverse capacita antiossidanti (che sono strettamente correlate al potenziamento
immunitario, alla promozione della digestione e all'inibizione delle cellule tumorali) (Bozin ef al,
2008; Olsson et al., 2004; Tagliazucchi et al., 2005). L'aglio ¢ una delle fonti piu ricche di composti
fenolici tra 1 comuni vegetali nella dieta umana. La quantita totale di composti fenolici nell’aglio
fresco varia da 3,4 a 10,8 mg GAE/g DM, con una media di 6,5 mg GAE/g DM. Il contenuto totale
di acidi fenolici varia da 1,9 a 20,9 mg/kg DM, con una media di 7,6 mg/kg di prodotto, e I'acido
caffeico ¢ il piu dominante (2,9 mg/kg di prodotto), seguito da acido ferulico, acido vanillico e
acido p-idrossibenzoico. Variazioni nel tipo e nel contenuto di composti fenolici sono state trovate
tra 1 prodotti a base di aglio, a causa delle loro varieta, delle pratiche agronomiche e delle
condizioni ambientali, tra cui il luogo di crescita, il clima e la stagione (Beato et al., 2011). Quando
I’aglio fresco viene trasformato in aglio nero ad alte temperature, la quantita totale di polifenoli
presenti nell'aglio ¢ risultata aumentare significativamente di 9 volte (Martinez-Casas et al., 2017;
Sato et al, 2006), il contenuto totale di flavonoidi e il contenuto totale di acidi fenolici sono
aumentati fino a 6 volte (Choi ef al., 2014; Kim et al., 2013; Shin et al., 2008). Di conseguenza,
I’aglio nero possiede una maggiore attivita antiossidante rispetto all’aglio fresco originale. Kim e
colleghi (2013) hanno riportato che i derivati dell'acido idrossicinnamico erano i piu abbondanti
acidi fenolici nei campioni di aglio sottoposti a diverse procedure di lavorazione, con l'acido p-
cumarico e I'acido o-cumarico che avevano l'aumento piu significativo (di 14 volte). Risultati simili
(aumento quantita di flavonoidi e di altri composti fenolici) sono stati riportati anche per altri
alimenti sottoposti a trattamento termico, come arance, funghi e semi d'uva (Choi et al., 2006; Kim
et al., 2006; Scalzo, lannoccari et al, 2004). Dewanto e colleghi (2002) hanno ipotizzato che
l'incremento osservato nei livelli di polifenoli e flavonoidi possa essere attribuito all'aumentata
estraibilita di tali composti. Questo fenomeno potrebbe derivare dalla liberazione di tali molecole

dalla matrice cellulare del materiale vegetale, causata dalla disgregazione o distruzione delle



strutture cellulari durante il trattamento termico ad alte temperature. Inoltre, gli acidi fenolici
presentano un'eccellente stabilita in queste forme, ma possono essere rilasciati dalle loro matrici
quando le strutture dei vacuoli e delle pareti cellulari vengono distrutte (Bunea et al, 2008). La
lavorazione ad alte temperature per un lungo periodo potrebbe causare una diminuzione del
contenuto di alcune sostanze fenoliche, a causa della perdita di quantita di polifenoli (Martinez-

Casas et al., 2017).

2.9 MELANOIDINE

Le melanoidine sono polimeri a base di carboidrati e contenenti azoto, di colore marrone, con peso
molecolare elevato, diversi gradi di polimerizzazione, che spesso si formano nelle fasi finali della
reazione di Maillard, durante la lavorazione e la conservazione degli alimenti (Borrelli ez al.,2002).
Sia la natura dei materiali di partenza (come il tipo di zucchero) sia le condizioni di reazione (come
il pH delle loro matrici) influenzano la composizione elementare, la struttura e la MW delle
melanoidine risultanti (Cammerer e Kroh, 1995; Fogliano et al., 1999). Negli ultimi anni ¢ stato
dimostrato che le melanoidine generano effetti benefici sull’'uomo attraverso attivita antiossidante,
antimicrobica, prebiotica e antiipertensiva (Vhangani e Van Wyk, 2016; Wang ef al., 2011).
Quando I’aglio fresco viene trasformato in aglio nero, il contenuto totale di melanoidine aumenta
significativamente con un concomitante aumento dell’imbrunimento. Toledano Medina e colleghi
(2016) hanno dimostrato che la lavorazione dell'aglio a 72, 75, o 78°C per un periodo di tempo ha
portato a un aumento d’imbrunimento e che l'intensita e il tasso di imbrunimento dipendono
fortemente dalla temperatura e dal tempo di trattamento termico. Bae e colleghi (2014) hanno
osservato un rapido aumento dell'intensita di imbrunimento fino a raggiungere un plateau al
quindicesimo giorno per i campioni di aglio fresco trattati a 85°C misurando 1'assorbimento a 420
nm, mentre il trattamento dei campioni di aglio a 40-70°C ha causato cambiamenti molto piu lenti
nell'intensita del colore (0,69 per 40°C, mentre 2,05 per 85°C, dopo 45 giorni). Il grado di
imbrunimento € stato associato alla reazione di Maillard e I'assorbimento a 280, 320-360 e 420-450
nm corrispondeva ai prodotti formatisi nella fase iniziale (condensazione zucchero-ammina e
riarrangiamento di Amadori), nella fase intermedia (disidratazione dello zucchero, frammentazione
e degradazione di Strecker) e nella fase finale (condensazione aldolica, polimerizzazione e
formazione di composti nitro eterociclici) della reazione di Maillard,.Nursten (2005) e Kang (2016)
hanno osservato che 1 prodotti ottenuti nelle tre fasi seguivano tendenze simili, con un gran numero
di prodotti intermedi, insieme a composti come proteine degradate, peptidi e acidi fenolici.
L'aumento delle melanoidine porta gradualmente all'inbrunimento dei campioni di aglio fino a un

colore marrone scuro o nero. La velocita della reazione di imbrunimento dell'aglio ¢ strettamente



associata alla temperatura di riscaldamento e all'umidita relativa (Rapusas e Driscoll, 1995). Un
tasso di imbrunimento piu elevato a una temperatura piu alta ¢ dovuto principalmente all'aumento e
al numero di collisioni tra le molecole (Bae et al., 2014). Considerando la probabilita e la frequenza
di diffusione e collisione tra i reagenti, cosi come la concentrazione di acqua come reagente,
un'umidita relativa piu elevata per il trattamento termico dell'aglio determina una velocita di
imbrunimento piu lenta e un'intensita di imbrunimento piu bassa in aglio nero (Bae et al., 2014;
Fang, 2017; Van Boekel, 2001). Un contenuto piu elevato di melanoidine potrebbe modificare
notevolmente le proprieta fisiche e chimiche dell’ aglio nero, tra cui miglioramento dell'aroma e
della consistenza (Hofmann e Schieberle, 2002). Tre tipi di melanoidine con diverse strutture e
meccanismi di formazione sono stati riportati sulla base di studi utilizzando alcuni substrati
(Cammerer e Kroh, 1995; Hofmann, 1998; Tressl et al., 1998), suggerirono che le melanoidine
fossero polimeri composti da unita ripetute di furani e/o pirroli prodotte durante gli ultimi stadi
della reazione di Maillard attraverso la policondensazione. Cimmerer e Kroh (1995) e Cammerer
(2002) hanno ipotizzato che gli scheletri delle melanoidine a base di carboidrati derivino dai
prodotti di degradazione dei carboidrati che si verificano nelle prime fasi della reazione di Maillard,
come furani e pirroli, e che siano polimerizzati attraverso una condensazione di tipo aldol con
composti amminici. E stato proposto che le melanoidine colorate ad alta potenza potrebbero anche
essere formate attraverso la reticolazione delle sostanze colorate a bassa potenza con le proteine
tramite gruppi [J-amminici di lisina o arginina (Hofmann, 1998). Tuttavia, le strutture delle
melanoidine sono estremamente complesse in sistemi ibridi e sofisticati, con almeno tre strutture
diverse che coesistono.

I composti di Heyns, N-sostituiti 2-ammino-2-deossialdosi, sono prodotti attraverso la reazione di
Maillard tra fruttosio e gli amminoacidi, mentre gli N-sostituiti 1-ammino-1-deossi-chetosi
(composti di Amadori), se il composto carbonilico ¢ il glucosio (Mossine et al., 1996; Yaylayan e
Sporns, 1987). Sia i composti di Amadori e di Heyns hanno un'importante influenza sulla qualita
degli alimenti e sulle caratteristiche sensoriali attraverso le loro interazioni con altri costituenti
durante la lavorazione termica. Yuan e colleghi (2018) hanno trovato un evidente aumento della
quantita totale dei composti di Amadori e di Heyns derivanti dalle reazioni tra tre importanti
aminoacidi (prolina, valina e leucina) e il glucosio/fruttosio durante i primi 70 giorni di
riscaldamento, seguiti da una diminuzione causata da un'ulteriore trasformazione in piccole
molecole e melanoidine dopo 70 giorni. Il contenuto totale di composti di Amadori era superiore a
quello dei composti di Heyns, in quanto gli aldosi hanno una maggiore reattivita chimica e
reagiscono piu velocemente con gli amminoacidi attraverso la reazione di Maillard rispetto ai
chetosi. Durante la trasformazione di aglio fresco in aglio nero, vengono prodotte melanoidine,

insieme ad alcuni importanti intermedi come tiofene, furano e pirazina (che presentano



rispettivamente aroma di tostato, sapore dolce e caramello, dando all’aglio nero un aroma piu

intenso e desiderabile) (Huang et al.,1984).

2.10 5-IDROSSIMETIL FURFURALE

Il 5-idrossimetil furfurale (HMF) ¢ un'aldeide aromatica a cinque anelli di carbonio che non ¢
naturalmente presente negli alimenti freschi, ma puo formarsi negli alimenti contenenti zucchero
durante 1 trattamenti termici. IL 5-HMF puo formarsi per disidratazione catalitica tra gli zuccheri
riducenti (come il glucosio o il frumento) e gli amminoacidi durante la reazione di Maillard ad alte
temperature, oppure attraverso la degradazione diretta dell'esoso in un ambiente
acido. La formazione di 5-HMF negli alimenti dipende fortemente dalle condizioni di lavorazione e
conservazione, come temperatura ¢ pH (Lansalot-Matras e Moreau, 2003). 11 5-HMF svolge attivita
biologiche (Zhao et al., 2013), antitumorali (Severin et al., 2010) e antinfiammatorie (Kim, ef al.,

2011).
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Figura 3: Proposte di reazioni coinvolte nella formazione di 5-idrossimetilfurfurale durante la

produzione di aglio nero.



Tuttavia, le preoccupazioni per la sicurezza del 5S-HMF non devono essere trascurate (Michail ef al.,
2007). Il 5-HMF ad alte concentrazioni ¢ citotossico e provoca irritazione ai tessuti e agli organi
interni del corpo umano, con mutagenicita e cancerogenicita in vivo (Capuano e Fogliano, 2011;
Pastoriza de la Cueva et al., 2017), anche se i risultati delle indagini epidemiologiche non hanno
ancora confermato la potenziale associazione del 5-HMF con il rischio di cancro nell'uomo
(Abraham et al., 2011). Le autorita di regolamentazione hanno fissato il limite massimo di
5-HMF, come 5-10 mg/L e 25 mg/kg, rispettivamente, nei succhi di frutta e nei concentrati di frutta
e 20 mg/kg per 1 succhi di frutta secondo la Commissione del Codex Alimentarius (Codex
Alimentarius, 2000). Come intermedio cruciale nella reazione di Maillard, il 5-HMF influisce non
solo sull'attivita biologica (uno dei principali antiossidanti nell’aglio nero), ma anche con le
caratteristiche sensoriali (con l'amaro a una concentrazione piu elevata), e pud essere utilizzato
come un importante indice di monitoraggio per prevedere il tasso di sviluppo dell’aglio nero (con
una stretta correlazione con il tasso di imbrunimento degli alimenti) (Bu ef al, 2014). Le analisi
tramite 1’H NMR hanno rivelato che nell’aglio fresco non ¢ stato trovato alcun 5-HMF, mentre una
grande quantita di 5-HMF viene prodotta durante la trasformazione di aglio fresco in aglio nero, e
gli estratti di aglio nero ottenuti dopo 90 giorni di trattamento termico presentano un contenuto di 5-
HMEF piu sei volte superiore rispetto a quello riscaldato per 25 giorni (Liang ef al., 2015). Zhang,
Li, et al. (2016) hanno dimostrato che il livello di 5-HMF nell’aglio nero aumenta notevolmente
durante il trattamento termico e l'incremento effettivo dipende dalla temperatura di lavorazione. Un
aumento piu rapido del contenuto di 5-HMF ¢ stato osservato a una temperatura di lavorazione piu
elevata. Li e colleghi (2015) hanno riportato che un pretrattamento di congelamento pud aumentare
il contenuto di 5-HMF in aglio nero del 25% (da 2085 a 260,7 pg/g).
Sono state proposte tre vie principali per la formazione del 5-HMF in aglio nero: (a) attraverso
l'idrolisi e la ciclizzazione del 3-deossiosone derivato dalla disidratazione e la rimozione del gruppo
amminico durante il riarrangiamento nelle posizioni 1, 2 della base di Schiff risultante dalla
reazione di Maillard; (b) attraverso la conversione da 3- deossiesoso, ottenuto per disidratazione
dell'l,2-enediolo derivato dall'isomerizzazione dell'esosio in soluzione; (c) attraverso la conversione
da un catione fruttofuranosilico altamente reattivo che viene prodotto da fruttosio e saccarosio
(Perez Locas e Yaylayan, 2008). Nella Figura 3 vengono riportatele possibili reazioni coinvolte
nella formazione del 5-HMF durante la produzione di aglio nero. Tuttavia, mancano ancora le
conoscenze sui reali percorsi di formazione del S-HMF. Ulteriori studi dovrebbero essere eseguiti
per esaminare gli approcci efficienti per monitorare I’importo di 5-HMF durante la trasformazione

dell’aglio fresco in aglio nero.



2.11 VITAMINE E MINERALI

L’aglio fresco contiene micronutrienti essenziali per il metabolismo e le funzioni fisiologiche del
corpo umano, tra cui molteplici vitamine (circa 0,058% in aglio fresco, come la vitamina C, la
vitamina E e la vitamina B1) e vari oligoelementi (circa lo 0,7% nell’aglio fresco come il calcio, il
sodio, il magnesio, lo zinco, il germanio e il selenio) (Koch e Lawson, 1996; USDA, 2018). Le
vitamine e gli oligoelementi sono noti per le loro numerose attivita biologiche (Houston, 2005;
Landete, 2013). Pertanto, il consumo regolare di aglio ¢ benefico per la salute umana. La
lavorazione dell’aglio fresco a diverse temperature e umidita differenti porterebbe a un aumento del
contenuto totale di vitamine idrosolubili da 1,15 a 1,92 volte. (Kim ef al., 2013b).

I campioni di aglio trattati a 70°C e 60% di umidita per 60 ore presentavano le piu alte
concentrazioni di vitamine idrosolubili (11600 mg/kg, rispetto a 6600 mg/kg nell’aglio fresco) (Kim
et al, 2013b). Tuttavia, durante la lavorazione termica dell'aglio ¢ stata osservata anche la perdita
sostanziale di tiamina (VB1), cobalamina (VB12), acido ascorbico (VC) e biotina (VB7), a causa
dell'esposizione prolungata ad acidi, ossigeno, alta temperatura e alta umidita (Kwok et al., 1998).
Quando I’aglio fresco viene sottoposto a diversi processi termici, la maggior parte delle vitamine
liposolubili diminuisce a causa della loro elevata sensibilita al calore e agli acidi (Ryley e Kajda,
1994) e, di conseguenza, si ha un ridotto contenuto totale di vitamine liposolubili. Al contrario, 1
contenuti di altre vitamine come acido pantotenico (VBS5) e la niacina (VB3) tendono ad aumentare
durante il trattamento termico dell'aglio. L'aumento del contenuto di VB3 ¢ probabilmente attribuito
al rilascio nelle cellule dell'aglio causato dalla rottura delle membrane cellulari durante il
trattamento termico (Ball, 2006). Il VB5 ¢ relativamente stabile e leggermente sensibile al calore,
all'ossigeno e alla luce durante la lavorazione. L'aglio contiene anche una serie di minerali (da
0,72% a 0,84% di FM) che sono benefici per l'vomo, contribuendo all'attivita antipertensiva e
antitumorale, allo sviluppo del sistema immunitario e alla soppressione dell'ossidazione e delle
infezioni respiratorie (Houston e Harper, 2008; Rayman, 2012; USDA, 2018). Nell'aglio fresco il
potassio ¢ il minerale piut abbondante (60,49 mg/g DM), seguito da zolfo (11,38 mg/g DM),
magnesio (2,76 mg/g DM), sodio (2,46 mg/g DM) e calcio (1,04 mg/g DM) (Kang, 2016). Kang
(2016) ha riscontrato cambiamenti significativi nel contenuto dei minerali dell'aglio in seguito a
diversi trattamenti termici; ad esempio il trattamento dell'aglio a 65°C e 50% di umidita relativa per
192 ore genera livelli elevati di zinco, potassio, magnesio, ferro, manganese, fosforo, selenio, rame,
sodio, calcio e zolfo, con l'aumento maggiore di selenio (160%), sodio (61,41%), ferro (41,88%) e

calcio (24,92%).



2.12 ENZIMI

Gli enzimi presenti nell’aglio fresco sono numerosi e influiscono anche sulla qualita dei prodotti
finali di aglio nero. Le superossido dismutasi (SOD) rappresentano probabilmente un gruppo di
enzimi unico nell'aglio. Questi enzimi non sono solo importanti scavengerdi radicali liberi in un
organismo in crescita, ma presentano anche attivita biologiche significative, come effetti anti-
invecchiamento, di rafforzamento immunitario e di prevenzione delle malattie (Bannister, & Rotilio,
1987; Fridovich, 1975; Sfaxi et al., 2009). Hadji et al. (2007) hanno prodotto un estratto grezzo di
aglio che conteneva diverse SOD: una Mn-SOD e due Cu, Zn-SOD. Sato e colleghi (2006) hanno
anche osservato che I’aglio fresco possedeva un'attivita simile alla SOD e un estratto etanolico
all'80% ottenuto dall'aglio fermentato a 60-70°C e con un'umidita relativa compresa tra 1'85% e il
95% per 40 giorni ha aumentato di 13 volte l'attivita SOD-simile. Una SOD purificata, prodotta
dopo l'estrazione con tampone fosfato e cloroformio-etanolo e purificazione tramite precipitazione
in acetone seguita da cromatografia a scambio ionico con colonne di dietilaminoetilcellulosa, ha
mostrato un'attivita enzimatica di 4.124 U/mg di proteina e un tasso di recupero del 53,3% (He, Li,
Sun, & Ling, 2008). Inoltre, le SOD nell'aglio sono rimaste stabiliapH da4 a 11 e da 0 a 50°C (He
et al., 2008), anche se la perdita dell'attivita della SOD dell'aglio ¢ possibile una perdita dell'attivita
della SOD dell'aglio a temperature elevate e ad alta umidita.

L'Alliinasi ¢ un enzima caratteristico dell'aglio e appartiene alla classe delle liasi carbonio-zolfo e
viene rilasciata quando le cellule vegetali si danneggiano (Kim et al, 2011).
La denaturazione dell'alliinasi avviene a una temperatura di 42°C e l'enzima puo essere inattivato
dopo un riscaldamento a temperature superiori a 60°C per un certo periodo di tempo, impedendo la
conversione dell'alliina nell'allicina odorosa (Lagunas & Castaigne, 2008).

La GGT ([5-1-glutamil] -peptide: aminoacido 5-glutamiltransferasi) ¢ naturalmente presente nei
bulbi di aglio e I'andamento della sua attivita in funzione della temperatura di conservazione ¢
simile a quello del grado di inverdimento dell'aglio e della concentrazione di tiosolfato nei bulbi
d'aglio. (Li, Hu, et al., 2008). La GGT catalizza l'idrolisi dell'elemento Glu, legato in modo univoco
all'N-terminale del glutatione ridotto, glutatione ossidato, dai coniugati S del glutatione e da alcuni
dipeptidi e tripeptidi contenenti un [] legato all'N-terminale del Glu (Whitfield, 2001). Nell'aglio, la
GGT ¢ responsabile del catabolismo del glutatione (Yoshimoto ef al., 2015). Di conseguenza, la
GGT svolge un ruolo importante nella qualita e nel sapore dei prodotti a base di aglio. Esistono altri
enzimi nell'aglio che determinano la qualita dell'aglio. Come molte piante, anche l'aglio contiene
enzimi associati al metabolismo degli zuccheri e attivita fisiologiche essenziali, come l'amilasi, la
saccarosio idrolasi, l'esochinasi e l'invertasi (Atashiver al., 2011; Bhat ¢ Pattabiraman, 1979), cosi

come enzimi dannosi come la perossidasi e la polifenolossidasi (che possono causare



l'imbrunimento dell'aglio dopo che i bulbi d'aglio sono schiacciati o danneggiati e la degradazione
dei composti fenolici benefici per la salute) (Fante e Norefia, 2012). Tuttavia, non ¢ stata trovata
nessuna relazione sulla cinetica di questi enzimi e sulle variazioni del loro contenuto durante la
trasformazione dell’aglio fresco in aglio nero. Le ricerche future dovrebbero essere indirizzate verso

queste aree.

2.13 ENDOFITI DELL’AGLIO

Gli endofiti sono popolazioni microbiche che colonizzano 1 tessuti interni delle piante sane per
almeno una parte del loro ciclo di vita senza causare sintomi esterni apparenti o
effetti negativi sul loro ospite, tra cui batteri, funghi e actinomiceti (Ryan ez al., 2008). Gli endofiti
delle piante hanno attirato molta attenzione, grazie alla loro capacita di produrre una serie di
metaboliti secondari bioattivi identici a quelli delle piante ospiti, oltre a una varieta di enzimi
extracellulari come amilasi, cellulasi, pectinasi e xilanasi (in particolare ceppi di Bacillus) per la
fermentazione della frutta (Kim et al., 2007; Krishnan et al., 2012). Alcuni ricercatori ritengono che
I’aglio nero si formi attraverso reazioni fisiche e chimiche causate dalla distruzione dei tessuti e
delle strutture cellulari dell'aglio in condizioni di alta temperatura e umidita (note come
invecchiamento ad alta temperatura) (Liang et al., 2015; Toledano-Medina et al., 2016), ma nella
trasformazione si ritiene che ci sia un coinvolgimento anche dei microorganismi endofiti dell’aglio
fresco. Nonostante questo, finora esistono solo pochi rapporti sugli endofiti dell'aglio, con pochi
studi sul coinvolgimento dei microrganismi nella formazione dell’aglio nero e quale/i ruolo/i 1
potrebbero svolgere nello sviluppo e nei cambiamenti dei nutrienti e sostanze bioattive durante il
trattamento termico dell'aglio. Utilizzando tecniche di biologia molecolare e di sequenziamento
next-gen, Jung e colleghi (2012) hanno scoperto che il Leuconostoc era il batterio lattico piu
dominante nei campioni di aglio testati. Sulla base della caratterizzazione fenotipica e dell'analisi
filogenetica del gene 16S ¢ stato dimostrrato che un certo numero di endofiti dell'aglio ¢ coinvolto
nel processo di trasformazione dell’aglio fresco in aglio nero (con Bacillus subtilis, Bacillus
methylotrophicus e Bacillus amyloliquefaciens come ceppi dominanti) (Qiu et al., 2018).

La presenza, il tipo e le prestazioni degli endofiti dell'aglio durante la produzione dell’aglio nero
sono di grande importanza. Tuttavia, ci sono importanti colli di bottiglia che impediscono un rapido
avanzamento in questo campo: limitazioni nella coltivabilita e nella riproducibilita di alcuni batteri
sono stati osservati negli approcci basati sulle colture (Rappé & Giovannoni, 2003), e le limitazioni
nella capacita delle tecnologie molecolari attualmente in uso di svolgere indagini approfondite sulla
diversita microbica e sulla diversita e la distribuzione microbica in campioni di ferro (Wilmes et al.,

2008). Studi di metatassonomia batterica hanno permesso di aumentare le conoscenze sulla



comunitd microbica (compresi gli endofiti dell'aglio). La comunitd microbica coinvolta nella
produzione dell’aglio nero era composta da 45 phyla e 1125 generi distinti, con Thermus,
Corynebacterium, Streptococcus € Brevundimonas considerati i generi piut dominanti (Qiu et al,
2018). Gli endofiti batterici dell'aglio possono fermentare il glucosio, lattosio, saccarosio e il
polisaccaride dell'aglio; mostrano una forte resistenza al calore e producono quantita significative di
acidi organici e sostanze bioattive (come i polisaccaridi extracellulari che sono importanti per il
sapore distinto, la conservabilita e la bioattivita dei prodotti finali a base di aglio) (Qiu et al., 2018;

Yuan et al., 2009).

3. VALORE NUTRIZIONALE E ATTIVITA’ BIOLOGICA DELL’AGLIO NERO

L’aglio fresco ¢ stato a lungo considerato un alimento medicinale con proprieta antibatteriche,
antivirali, antidiabetiche, antiossidanti, antinfiammatorie, antiipertensivo, cardioprotettivo,
ipolipemizzante e effetti positivi sul sistema immunitario grazie al suo elevato contenuto in
composti organici dello zolfo (Bayan et al., 2014). La trasformazione di aglio fresco in aglio nero
induce alterazioni nelle attivita biologiche a causa di cambiamenti nei composti bioattivi, per
esempio, l'aumento delle attivita antiossidanti (Jeong et al, 2016; Kim, Nam, ef al., 2012), ma anche

una ridotta attivita immunomodulante dell’aglio nero rispetto all’aglio fresco (Li et al., 2017).

3.1 ATTIVITA ANTIOSSIDANTE

L'attivita antiossidante ¢ la caratteristica piu evidente dell’aglio nero. Gli studi in vitro hanno
rivelato che I’aglio nero possiede un'elevata attivita di scavenging dei radicali DPPH, radicale
ABTS, radicale idrossile, radicale nitrito e anione superossido, potere antiossidante riducente ferrico
e capacita antiossidante equivalente al trolox, Jung e Sohn, 2014; Kim, Nam, et al. 2012; Lee et al.
2009; Zhang et al. 2015). E stato inoltre riscontrato che I’aglio nero inibisce fortemente la
perossidazione lipidica (perossidazione dell'acido linoleico) e la produzione di radicali liberi
(capacita di chelare il Fe2+) (Bae ef al., 2014; Kim et al., 2012; Sato, Kohno et al., 2006). Lee e
colleghi (2009) hanno riportato che rispetto al gruppo di aglio fresco e al gruppo di controllo, il
consumo di aglio nero invecchiato ha determinato una diminuzione significativa delle sostanze
reattive dell'acido tiobarbiturico (TBARS) a livello epatico nei topi di laboratorio, aumentando al
contempo le attivita degli enzimi antiossidanti (tra cui glutatione perossidasi). Inoltre, ’aglio nero
(142,37 uM/g) puo proteggere efficacemente la pelle dal fotodanneggiamento indotto dagli
ultravioletti B nei topi, diminuendo in modo significativo la perossidazione lipidica (Kim et al.,

2012). L'aumento dell'attivita antiossidante ¢ strettamente associata alla produzione di nuovi



composti antiossidanti e all'aumento delle quantita di alcuni potenti antiossidanti durante il processo
di trasformazione dell’aglio fresco a aglio nero, come SAC, polifenoli (inclusi i flavonoidi), [
derivati delle carboline, melanoidine, composti di Amadori e Heyns composti, 5S-HMF, N-alfa-(1-
deossi-D-fruttos-1-il)-larginina (Ryu et al., 2001) e piruvato, nonché i composti attivi conservati

dopo il trattamento termico, tra cui i composti organici dello zolfo, vitamine e alcuni minerali.

3.2 ATTIVITA ANTICANCRO

L’aglio nero mostra eccellenti effetti terapeutici in vitro e in vivo su diversi tipi di cancro (cancro
del polmone, del fegato, gastrico, leucemia, mammella e colon). Un estratto in esano dell’aglio nero
invecchiato ha mostrato effetti antitumorali in cellule leucemiche umane U937, in quanto l'estratto
induce apoptosi caspasi-dipendente (Park et al., 2014). L’aglio nero invecchiato ¢ stato capace di
inibire la crescita delle cellule tumorali del colon HT29 e di promuovere la loro apoptosi (Dong et
al., 2014). I trattamenti con gli estratti di aglio nero invecchiato sono risultati in grado di indurre
apoptosi dose-dipendente di cellule di cancro gastrico umano SGC-7901 in vitro e inibire la crescita
(volume e peso) di tumori inoculati in topi in vivo (Wang et al., 2012). Nelle cellule di carcinoma
gastrico umano, l’aglio nero ha anche dimostrato possedere effetti inibitori sulla motilita e

sull'invasivita cellulare (Shin et al., 2010).

3.3 ATTIVITA ANTIOBESITA

L'obesita ¢ oggi considerata una delle principali problematiche per la salute umana (Kopelman,
2000). E stato riscontrato che la somministrazione di aglio nero invecchiato allevia una serie di
sintomi causati da fattori genetici o da diete ad alto contenuto di grassi (HFD). Il supplemento di
aglio nero ha ridotto significativamente il colesterolo totale e i trigliceridi nel siero del 10,46% e del
14,93%, rispettivamente in topi di laboratorio (Seo ef al., 2009). L’aglio nero potrebbe diminuire il
peso corporeo finale, la massa relativa del fegato e dei tessuti grassi, I'accumulo di lipidi epatici e i
livelli di trigliceridi nel siero di ratti alimentati con HFD (Chen et al., 2014). Nei ratti di Sprague
Dawley alimentati con HFD o nei pazienti con ipercolesterolemia lieve, 1’aglio nero potrebbe
aumentare il contenuto di lipidi totali e dei trigliceridi e il livello di colesterolo delle lipoproteine ad
alta densita (Ha et al, 2015; Jung et al., 2014). L'integrazione dell'estratto di aglio nero puo anche
contribuire alla regolazione del glucosio nel sangue e alla prevenzione dell'iperglicemia. Nei ratti
diabetici indotti da streptozotocina, sono state osservate riduzioni significative dei livelli di glucosio

nel sangue e di emoglobina glicosilata, e un miglioramento del metabolismo lipidico, sono stati



indotti dal trattamento con una polvere di estratto di aglio nero (Kang et al., 2013). In modelli di
ratto o di topo, la somministrazione di estratto di aglio nero ¢ risultata in grado di abbassare i livelli
inizialmente elevati di glucosio nel sangue a digiuno e di emoglobina glicata nel sangue attraverso
l'aumento della sensibilita all'insulina e del livello di insulina plasmatica (Ha et al., 2015; Seo et al.,

2009).

3.4 ATTIVITA ANTIINFIAMMATORIA

L’aglio nero ha dimostrato una forte attivita antinflammatoria perché ¢ ricco di agenti
antinflammatori, come i composti organici dello zolfo, polifenoli, alcaloidi, 5-HMF, melanoidine,
polisaccaridi e 2-linoleoilglicerolo. Il 2-linoleoilglicerolo isolato dall’aglio nero € risultato in grado
di ridurre 1 livelli di NO, prostaglandina E2 (PG-E2), e di mediatori inflammatori (IL-6, IL-1[1 e
fattore di necrosi tumorale [TNF]-[1), nonché l'espressione dell'ossido nitrico sintetasi inducibile
(INOS) e della ciclossigenasi-2 (COX-2) in modelli cellulari in stato inflammatorio (Kim ef al.,
2017). Kim e colleghi (2011) hanno riportato che il 5S-HMF isolato e purificato dall’aglio nero
invecchiato potrebbe contribuire alla prevenzione e al trattamento delle malattie vascolari attraverso
la funzione antinfiammatoria, inibendo in modo significativo I'espressione del TNF-[] indotto e
l'espressione di proteine di adesione intercellulari, la formazione di specie reattive dell'ossigeno
indotte dal TNF-[1, e altre funzioni in modelli cellulari umani (Kim ez al., 2011; Lee et al., 2011). In
vitro, gli estratti di aglio nero invecchiato hanno anche inibito la proliferazione cellulare e la
progressione del ciclo cellulare nelle cellule TNF- [ attivate da cellule stromali endometriali umane
attraverso la sotto-regolazione dell'espressione di ICAM-1 e VCAM-1 e la secrezione di IL-6 (Kim
et al., 2013). Gli estratti di aglio nero invecchito hanno protetto 1 topi di laboratorio dallo shock
letale indotto da LPS riducendo in modo significativo i livelli di TNF-[1 e IL-6 nel siero (Kim ef al.,
2014).

3.5 ATTIVITA IMMUNOSTIMOLANTE

L'attivita immunostimolante svolge un ruolo importante nella prevenzione e nel recupero di varie
malattie. Alcune linee cellulari e modelli animali sono stati utilizzati per studiare le proprieta
immunostimolanti dell'estratto di aglio nero. Il trattamento con 70% di estratti etanolici di aglio
nero ha portato ad un aumento del livello di proliferazione cellulare in tutti i linfociti B o linfociti T
(Purev et al., 2012). L'aumento del livello di proteina TNF-[] rilasciata e la produzione di NO nei
campioni di macrofagi hanno ulteriormente confermato l'attivita immunostimolante dell’aglio nero

nei linfociti primari e nei macrofagi umani (Purev et al., 2012). Feng e colleghi (2010) hanno



valutato i benefici farmacologici degli estratti di aglio nero nei topi BALB/c e hanno scoperto che
gli estratti di aglio nero aumentavano in modo significativo la citotossicita delle cellule killer

naturali e hanno promosso i livelli di secrezione di NO e di citotossine TH1 IL-2, TNF-[1 e TNF-[].

3.6 ATTIVITA ANTIALLERGICA

Esistono diverse risposte allergiche, che sono influenzate da fattori genetici ¢ ambientali. Negli
ultimi anni, il numero di pazienti allergici € in aumento, per cui gli alimenti funzionali con effetti
antiallergici sono molto richiesti. Kim e colleghi (2012) hanno dimostrato che gli estratti ottenuti da
etanolo al 70% da bulbi dell’aglio fresco e aglio nero invecchiato hanno mostrato proprieta
antiallergiche in modelli epatici cellulari inibendo il rilascio della []-esosaminidasi (Kim et al,
2012). Yoo e colleghi (2014) hanno studiato l'azione antiallergica dell'aglio nero invecchiato
esaminando gli effetti dell'acetato di etile dell'aglio nero invecchiato sulle risposte allergiche
mediate dalle immunoglobuline E (IgE). In vivo, una frazione attiva dell'estratto di acetato di etile
di aglio nero invecchiato ha ridotto differenti reazioni di anafilassi cutanea in topi a seconda della
dose applicata. Rispetto all'estratto di aglio fresco, I'estratto di aglio nero invecchiato risultava avere
una minore citotossicita e un maggiore effetto inibitorio, e agisce quindi come un agente sicuro ed

efficace per combattere la risposta allergica (Kim et al., 2011).

3.7 ATTIVITA EPATOPROTETTIVA E CARDIOPROTETTIVA

L’aglio nero presenta attivita antiossidanti e antinflammatorie in vitro e in vivo superiori a quelle
dell'aglio fresco. Di conseguenza, I’aglio nero eserciterebbe un effetto protettivo per il fegato e il
cuore. Nei ratti Sprague-Dawley con lesioni croniche indotte da alcol etilico, € stato riscontrato che
la somministrazione di aglio nero invecchiato aveva un effetto epatoprotettivo, basato sul
miglioramento dei profili lipidici e sulla riduzione significativa dei marcatori plasmatici della
funzione epatica e del danno: i livelli di aspartato amino-transferasi (AST), alanina aminotransferasi
(ALT), fosfatasi alcalina e lattato deidrogenasi sono stati ridotti dalla fosfatasi e lattato deidrogenasi
si sono ridotte rispettivamente del 38,7%, 27,3%, 20,4% e 14,7% (Kim, et al., 2011). Questi effetti
terapeutici dell’aglio nero sono dovuti all'inibizione dell'attivita del citocromo e riduzione della
perossidazione lipidica o del danno ossidativo al DNA (Kim, et al., 2011). Shin e colleghi (2014)
hanno dimostrato che il trattamento con aglio nero invecchiato esercita una protezione sul fegato dei
ratti. Risultati sperimentali simili sono stati ottenuti anche in topi con danno epatico indotto da una
dieta ad alto contenuto di grassi (Shin ef al., 2014). Inoltre, 1’aglio nero con abbondanza di SAC e

polifenoli puod esercitare una funzione cardioprotettiva inducendo un effetto rilassante sulle arterie



coronariche, probabilmente grazie al potenziamento delle prestazioni antiossidanti nel cuore

(Garcia-Villalon et al., 2016).

3.8 ALTRI EFFETTI BIOLOGICI

Recentemente ¢ stato riscontrato anche un effetto benefico dell’aglio nero sulla memoria e sul
sistema nervoso, inoltre, riduce lo stress ossidativo e gli effetti della sbornia (Hermawati et al.,
2015; Yang, 2010). La somministrazione di estratti etanolici al 70% di aglio nero invecchiato ha
portato a un miglioramento significativo della funzione della memoria spaziale € a un aumento
significativo del numero totale di neuroni piramidali nella regione CA1 dell'ippocampo (Hermawati
et al, 2015) e delle cellule di Purkinje della cerebella in ratti Wistar trattati con glutammato
monosodico (Aminuddin et al., 2015). L'abilita di una frazione di acetato di etile di aglio nero
invecchiato di inibire la protrombina, 1 fattori di coagulazione del sangue e l'aggregazione
piastrinica suggeriscono una significativa attivita antitrombotica (Jung e Sohn, 2014).
L'integrazione di aglio nero potrebbe diminuire lo stress ossidativo attraverso la regolazione del
livello di espressione delle proteine da shock termico 70 e riducendo il livello di TBARS epatico nei
ratti sottoposti a esercizio fisico ad alta intensita (Baek et al., 2012) e puo alleviare gli effetti della
sbornia indotta dall'etanolo nei ratti (Yang, 2010).

Sebbene numerosi studi abbiano dimostrato le attivita fisiologiche dell’aglio nero o dei prodotti
derivati, le sostanze attive specifiche responsabili degli effetti benefici e i meccanismi sottostanti
non sono ancora noti. Inoltre, le potenziali interazioni sinergiche tra i componenti caratteristici
dell’aglio nero e l'attivita biologica rilevata rimangono poco studiate. Sono necessarie ulteriori
indagini per caratterizzare il contributo dei singoli composti bioattivi nell’aglio nero e le loro

interazioni.

4. PROCESSI PER TRASFORMARE L’AGLIO FRESCO IN AGLIO NERO

4.1 FATTORI CHE INFLUENZANO LA QUALITA DELL’AGLIO NERO

Come descritto in precedenza, 1’aglio nero ¢ un ottenuto dalla trasformazione dall’aglio fresco
attraverso un processo ad alta temperatura e umidita, che ne comporta il cambiamento strutturale,
fisiologico e chimico. La Tabella 2 riassume le sostanze desiderate e indesiderate presenti nell’aglio
nero. Inoltre, la panoramica degli studi precedenti conferma che la qualita dei vari tipi di aglio nero
dipende in larga misura dal processo di produzione (temperatura, umidita e tempo, pH della matrice

e mezzo solvente, presenza di ossigeno e suo livello e presenza di pretrattamenti), oltre che dai tipi



e dalle caratteristiche di aglio fresco. I principali fattori di influenza sono riassunti nella Figura 4 e

alcuni di essi saranno discussi di seguito.

4.1.1 EFFETTI DOVUTI ALLA MATERIA PRIMA

La composizione dei nutrienti dell'aglio varia tra le diverse varieta e dipende anche dal luogo in cui
l'aglio cresce. La composizione nutritiva dell'aglio influenza direttamente il processo di formazione
e la qualita dell’aglio nero (Wang et al., 2016). Zhao (2017) ha riportato le differenze significative

(p<0.05) nei contenuti di zuccheri solubili, proteine solubili, allicina, selenio e germanio tra 58
bulbi d'aglio raccolti da diverse aree di produzione in Cina. Inoltre, si ¢ riscontrato che Ia
separazione degli spicchi d'aglio influisce sulle proprieta dell’aglio nero ed ¢ correlata
positivamente con la sua capacita antiossidante (Tran et al., 2018). La Tabella 3 mette a confronto la
composizione e l'attivita antiossidante di prodotti aglio fresco e aglio nero realizzati con aglio fresco
a uno o piu spicchi. Dopo che I'aglio ¢ stato trasformato in aglio nero, ¢ stato riscontrato che I’aglio
nero ha un solo spicchio ha contenuti significativamente piu elevati di zuccheri totali, alliina,
sostanze polifenoliche e S-allilcisteina, nonché di attivita antiossidante (comprese le attivita di
rimozione dei radicali ABTS, DPPH e superossido), rispetto all’aglio nero a piu spicchi (Wang et al,

2016).

4.1.2 PRETRATTAMENTO DELL’AGLIO FRESCO

I trattamenti che precedono la trasformazione termica dell’aglio fresco in aglio nero sono definiti
"pretrattamenti" e si € riscontrato che influiscono sulle proprieta dei prodotti dell’aglio nero finali. I
pretrattamenti possono distruggere le strutture cellulari dell'aglio, permettendo il contatto diretto e
le successive reazioni tra i componenti cellulari e 1 fattori ambientali durante il processo di
trasformazione. Nelle stesse condizioni di fermentazione, gli spicchi sbucciati di aglio nero hanno
un'attivita antiossidante superiore a quella dei bulbi dell’aglio nero non sbucciati (Toledano-Medina
et al., 2016). Li et al. (2015) hanno riportato che il tempo di congelamento ottimizzato (30 ore)
potrebbe accelerare in modo significativo la velocita di imbrunimento dell’aglio nero, ridurre i
tempi di lavorazione (da 60-90 giorni a 22 giorni), aumentare il tempo di lavorazione (da 60-90
giorni a 22 giorni) e aumentare il contenuto di zuccheri riducenti, fenoli totali e 5-HMF (del 51,88%
e del 58,54% e 25%, rispettivamente), mentre diminuisce il contenuto di amino-N del 50,97%. 1l
pretrattamento di congelamento ha facilitato l'idrolisi dei fruttani nell'aglio, il rilascio di fenoli
legati (cio¢, fenoli in forma esterificata e glicosilata) e le reazioni tra le diverse sostanze. Inoltre,

Zhong e colleghi (2014) hanno riportato che un 15 minuti di pretrattamento dell’aglio fresco con



l'uso di un'altissima pressione potrebbe avere un impatto significativo sul contenuto di nutrienti e
sull'attivita antiossidante (compresi il potere riducente e la capacita di scavenging dei radicali
idrossilici) dell’aglio nero. Il rilascio di antiossidanti come i polifenoli e cambiamenti nella struttura
delle sostanze macromolecolari sono stati possibili dopo la rottura delle cellule di aglio sotto la

sinergia di alta pressione e alta temperatura.

4.1.3 TEMPERATURA DI LAVORAZIONE

Tra 1 fattori che influenzano la qualita dell’aglio nero, la temperatura del trattamento termico
durante la produzione dell’aglio nero ¢ una delle variabili piu importanti. Zhang e colleghi (2016)
hanno riportato gli effetti significativamente (p < 0.05) diversi delle temperature di lavorazione (60,
70, 80 e 90°C) sulla qualita degli agli neri (come riassunto nella Tabella 4). Una temperatura piu
elevata ha comportato un tasso di imbrunimento piu rapido e una perdita di umidita e allicina, fenoli
totali e acidi totali, e acidi totali. In particolare, 70°C sembrava essere la temperatura piu favorevole
tra quelle da loro esaminate, che ha portato gli attributi sensoriali piu desiderabili (colore nero
uniforme, moderatamente umido, con una consistenza elastica e masticabile e un sapore agrodolce)
e il piu alto contenuto di zuccheri riducenti, con contenuti adeguati di HMF e acidi totali.

Bae e colleghi (2014) hanno riscontrato che l'aumento della temperatura di lavorazione da 40 a
85°C ha comportato un aumento significativo dell'attivita antiossidante dell’aglio nero (capacita di
scavenging del radicale DPPH e potere riducente: 22,5% e 1,90 per I’aglio nero ottenuto a 40°C;
44.77% e 3,13 per I’aglio nero ottenuto a 85°C; 6,21% e 0,08 per I’aglio fresco). (Bae et al., 2014).
La temperatura di lavorazione puo influenzare il contenuto di umidita, I'attivita degli enzimi, i tassi
di reazioni chimiche e i cambiamenti fisici di un alimento. Per la produzione di aglio nero la
temperatura di lavorazione ¢ strettamente associata alla perdita di acqua, all'attivita degli enzimi
intrinseci dell'aglio e ai tassi delle reazioni chimiche che coinvolgono l'intera gamma di prodotti, e
ai tassi delle reazioni chimiche che coinvolgono l'intera gamma di componenti dell'aglio.

In particolare, la temperatura di lavorazione regola la velocita e i partecipanti/contribuenti della
reazione di imbrunimento non enzimatico (che ¢ strettamente associata alla formazione del colore
scuro e al contenuto di acidi organici, polifenoli, melanoidina e 5-HMF) (Rapusas & Driscoll,

1995).

Tabella 2: Sostanze intrinseche desiderate e indesiderate nell'aglio nero.

Sostanze desiderate da potenziare Sostanze indesiderate da ridurrre

Specie Motivo Specie Motivo

Glucosio e fruttosio Conferiscono una Allicina Impartiscono un
piacevole dolcezza sapore pungente
(Chadwick, (Kim, Kim,




Gawthrop,
Michelmore,
Wagstaff,

& Methven, 2016)

Kim, Noh, & Choi,
2014)

Acidi organici

Conferiscono una
piacevole asprezza
(Huang,

Maruyama, Stimac, &
Roper, 2008);
modulate intestinal
microflora
populations (Li, Yi, et
al., 2008)

Prodotti finali della
perossidazione

Danneggiano il DNA
(Marnett, 2002)

Aminoacidi

Essere essenziale per
la crescita e il
metabolismo
(Millward, Layman,
Tomé, & Schaafsma,
2008)

Benzopirene

Causano off-odor;
alterano la metilazione
del DNA

metilazione e la
crescita delle cellule
di

cellule tumorali
(Sadikovic &
Rodenhiser, 2006)

Furano, tiofene e

Conferire aromi

Amine eterocicliche

causano il cancro al

pirazina desiderabili seno (Felton, Knize,
(Alasalvar, Salmon, Malfatti, &
Shahidi, & Kulp, 2002)
Cadwallader, 2003;
Baker et al., 2006)
Fruttooligosaccaride Regolare la flora 5-HMF Impartiscono
intestinale (Costalos, un'amarezza
Kapiki, Apostolou, & indesiderata (alte
Papathoma, concentrazioni
2008) causano
concentrazioni
causano citotossicita
e attivita cancerogena)
(Capuano & Fogliano,
2011)
Polifenoli Agiscono come Acrilammide Causa mutageni per le
antiossidanti (Bozin et cellule germinali e
al., 2008) cancerogeno
(Capuano & Fogliano,
2011)
Melanoidine (Wang, Qian, et al., Alliina liasi Causare allergenicita
2011) (Kao, Hsu, Su,
Hor, & Chow, 2004)
Alcaloidi Presenta proprieta Piombo Essere tossico per il

ansiolitiche,
antitumorali
antiparassitario,
antivirale e

attivita antimicrobiche

sistema nervoso,
ematopoietico,

e renale (Flora, Gupta,
&

Tiwari, 2012)




(Cao et al.,
2007)

5-HMF

Mostrano capacita
antiossidanti (Zhao et
al., 2013),
antitumorale (Severin
et al., 2010),

e proprieta
antinflammatorie
(Kim, Choi, et al.,
2011)

Clorpirifos

Causano
neurotossicita (Levin
et al.,2002)

SODs

Agiscono da
antiossidanti (Itoh et
al., 2009)

Ajoene

Mostra citotossicita
(Yoo et al., 2014)

SAC

Mostra antiossidanti
(Dairam, Fogel,

Daya, & Limson,
2008) e

antitumorale (Tsubura,
Lai, Kuwata,

Uehara, & Yoshizawa,
2011)

attivita

Melanoidine

Causa genotossicita e
citotossicita

(Wang, Qian, ef al.,
2011)

Vitamina C

Mostra attivita
antiossidanti e
antitumorali
attivita antitumorali
(Eberhardt, Lee, &
Liu,

2000)

Vitamina B12

Prevenire I'anemia
perniciosa (Green
et al., 2017)

Selenium

Presenta proprieta
antiossidanti,
antinflammatorio e
antitumorale
(Rayman, 2012)

Abbreviazioni: 5-HMF, 5-idrossi metil furfurale; SAC, S-allil-L-cisteina; SOD, superossido

dismutasi.
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Figura 4: Fattori che influenzano la qualita dell'aglio nero. Abbreviazioni: FOS, frutto-
oligosaccaridi; SAC, S-allil-L-cisteina; 5-HMF, 5-idrossi metil furfurale; PS, polisaccaride; SOD,
superossido dismutasi; POD, perossidasi; PPO, polifenolo ossidasi; LOX, lipossigenasi.

4.1.4 UMIDITA’ DI LAVORAZIONE

E noto che l'umidita di lavorazione influisce notevolmente sull'attivita degli enzimi e sulla velocita
delle reazioni chimiche e dei cambiamenti fisici di un alimento. L'umidita ¢ un parametro di
processo fondamentale per la produzione di aglio nero ed esercita un'influenza sugli attributi
sensoriali del prodotto, valore nutrizionale e sull'attivita biologica. Fang (2017) ha dimostrato che
l'umidita nella lavorazione dell'aglio ha un impatto significativo sul tasso di evaporazione, sul
contenuto di umidita trattenuto nell’aglio nero, nonché sull'aspetto (come il grado di imbrunimento)
e sulla consistenza dell'aglio. Un'umidita piu elevata ha comportato una piu lenta velocita di

imbrunimento e un prodotto pitt umido e dolce, con un contenuto di acidi organici inferiore, ma con



un contenuto piu elevato di zuccheri riducenti, polifenoli e 5-HMF. Sun ¢ Wang (2018) hanno
riferito che 75°C e 85% di umidita relativa potrebbero essere i parametri piu adatti per produrre
I’aglio nero con una maggiore capacita antiossidante e proprieta sensoriali piu desiderabili.

Essi ritengono che l'interazione tra la temperatura di lavorazione e I'umidita sia responsabile dei
contenuti di composti funzionali rilevati nell’aglio nero: l'umidita ¢ strettamente associata all'idrolisi
delle sostanze macromolecolari e alle reazioni non enzimatiche di imbrunimento ad alte
temperature. Un'elevata umidita potrebbe portare a concentrazioni superiori di zuccheri riducenti e
fenoli a piccole molecole derivati dai polisaccaridi e polifenoli dell'aglio attraverso l'idrolisi ad alte
temperature (Lv, 2010). Inoltre, la velocita della reazione di Maillard ¢ direttamente associata alla
Aw, con una piu alta umidita (all'interno dell'intervallo analizzato) che porta a un rallentamento

della velocita della reazione di Maillard e, di conseguenza, a quantita piu elevate di zuccheri

riducenti e aminoacidi liberi (Labuza e Saltmarch, 1981)

Tabella 3: Le composizioni e l'attivita antiossidante dell'aglio fresco e dei prodotti a base di aglio

nero ottenuti con a

glio fresco a uno o piu spicchi.
Tipi di aglio fresco e aglio nero
Spicchio singolo | Spicchio singolo | Spicchio Spicchio
Contenuto dei aglio fresco aglio nero multiplo aglio multiplo aglio
costituenti fresco nero
Zuccheri totali 152.10 £9.70 194.20 + 14.10 83.70 £ 11.40 164.30 + 14.30
(mg/g)
Polifenoli (mg/g) | 0.97 +0.02 5.63+0.24 0.97 £0.02 4.70+0.14
Alliina (mg/g) 3.38 +0.04 1.80 +0.08 3.18+0.05 1.52 +0.05
SAC (mg/g) 1.00 + 0.06 3.53+0.14 0.90 + 0.07 3.51+0.23
DPPH RSR (%) | 6.90 +1.80 61.80 +1.50 11.20 +1.80 54.10 £ 1.90
ABTS RSR (%) | 34.50+1.20 95.00 £2.50 29.40 +£3.70 93.10 £1.20
Superossido RSR | 9.90 + 0.40 21.20+£1.20 9.90 +0.80 20.40+1.10
(%)
FRAP 0.80 +0.10 16.10 £0.20 0.80+0.10 12.40 +£0.20

Nota: Tutti gli indicatori erano basati sulla materia fresca. I dati sono stati adottati da Wang ef al.
(2016). Abbreviazioni: SAC, S-allil-L-cisteina; SOD, superossido dismutasi; DPPH RSR, 2,2-
difenil-1-picrylhydrazyl free radical scavenging rate; ABTS RSR, 2,2’-azinobis (3-
etilbenzotiazolina 6-solfonato); Superossido RSR, tasso di rimozione del radicale superossido;
FRAP, potere antiossidante riducente ferrico.

Tabella 4: Composizioni chimiche di prodotti a base di aglio nero lavorati a diverse temperature

Temperature (°C)
Parametri 60 70 80 90
Tempo di 69 giorni 30 giorni 15 giorni 9 giorni
maturazione
Intensita di 74.14 + 0.56a 74.44 +£0.42a 74.55 £0.97a 74.60 £ 0.28a
imbrunimento
Umidita (g/kg) 490.23 +£2.70a 460.61 £22.69a | 471.19+£33.87a | 470.84 £+ 6.80a
Zuccheri 335.21 £0.45¢ 357.96 +3.44a 348.93 + 1.21b 154.91 +2.19d
riducenti (g/kg)




Amino-N (g/kg) | 3.15+0.04b 3.29 £ 0.04a 1.49 + 0.04c 1.03 £0.04d
HMF (g/kg) 1.88 +£0.02d 4.32 +£0.02b 4.82 £0.06a 4.08 +£0.08c
Fenoli totali 13.00 + 0.09b 12.35+0.13b 15.12 £ 0.36a 13.27 £ 0.87b
(g/kg)

Acidi totali 33.61+0.17¢ 37.50+0.17a 30.96 £0.17d 36.37+£0.17b
(g/kg)

Allicina (g/kg) 0.16 £0.07¢ 0.28 £ 0.07bc 0.93+0.07a 0.41 +£0.07b
Valutazione 28.71 £0.44d 3995+0.31a 35.66 £ 0.46b 2941 +£0.41c
sensoriale

Nota. I valori sono medi + deviazioni standard. Le lettere diverse seguite dai dati (a, b, ¢ e d) nella
stessa riga rappresentano differenze significative (p <.05). I dati sono stati adottati da Zhang, Li, et
al. (2016). Abbreviazioni: HMF, idrossimetilfurfurale; Amino-N, azoto aminoacidico.

4.2 INTERAZIONI TRA COMPONENTI DELL’AGLIO NERO

Durante la produzione di aglio nero (temperatura e umidita elevate), si verificano interazioni tra i
costituenti attivi, quali zuccheri idrosolubili, aminoacidi, lipidi, polifenoli dei composti organici
dello zolfo, vitamine e alcuni ioni minerali ed enzimi, causando cambiamenti drastici nelle proprieta
sensoriali e nei profili delle sostanze farmacologiche nel prodotto finale (aglio nero). La reazione di
Maillard ¢ un buon esempio, in quanto una varieta di composti attivi pud partecipare alla reazione,
come reagenti iniziali o intermedi, e in una delle tre fasi (gli stadi iniziale, intermedio e finale sopra
descritti). La Figura 5 mostra le possibili interazioni tra i componenti intrinseci dell’aglio nero
durante la produzione e lo stoccaggio dello stesso. E anche possibile che le interazioni non
avvengano solo tra le sostanze inizialmente presenti (reagenti), ma anche tra i reagenti iniziali e gli
intermedi e/o 1 prodotti finali di questa reazione che coinvolge i reagenti iniziali. Durante la
reazione di Maillard si formano una serie di prodotti fondamentali, come pirazine, pirroli, furani e
tiofeni. Queste sostanze sono note per essere responsabili dell'aroma e dell'imbrunimento e delle
proprieta antiossidanti degli alimenti (Maillard et al., 2007). Le aldeidi generate, tra cui il furfurale,
possono continuare a partecipare a reazioni come la condensazione o l'interazione con i composti
coesistenti per formare sostanze che influenzano le proprieta sensoriali e biologiche. La tiamina puo
subire reazioni complesse durante i trattamenti termici per formare furani, pirimidine, tiofene, e
composti di zolfo. Questi composti sono sostanze chimicamente e biologicamente attive per varie
reazioni, tra cui reazioni di sostituzione estese e reazioni con idroperossidi. Date le condizioni di
alta temperatura e umidita per la produzione di aglio nero, i lipidi presenti nei campioni di aglio
subiscono indubbiamente ossidazione e idrolisi e producono una serie di sostanze desiderate e
indesiderate, che interagirebbero ulteriormente con altre sostanze coesistenti per innescare nuove
reazioni e generare una serie di nuovi prodotti che possono influenzare le qualita sensoriali e
nutrizionali del prodotto. Ad esempio, interagiscono con composti amminici, composti carbonilici e

intermedi della reazione di Maillard per formare una serie di composti eterociclici e catene di



composti contenenti zolfo o azoto (Whitfield e Mottram, 1992). I polifenoli, come 1'epicatechina,
l'acido caffeico e l'acido clorogenico, sono sensibili alle temperature elevate e possono essere
ossidati a chinoni (che vengono polimerizzati in melanoidine (Kutyrev e Moskva, 1991). E
opportuno menzionare i potenti antiossidanti che si formano dopo I'invecchiamento naturale
dell'aglio: MTCC (la/b) e MTC di C (2a/b). Si formano attraverso una condensazione chimica
Pictet-Spengler tra triptofano e un acido [J-oxo (come l'acido piruvico) o aldeidi durante la
degradazione dell'alliina e la degradazione di Strecker (Ichikawa et al., 2002, 2006; Wnorowski e
Yaylayan, 2000). Pertanto, man mano che il processo di produzione procede, il sistema aglio
diventa piu complicato e il suo profilo compositivo dipende in larga misura dalle condizioni di
lavorazione. In termini di impatto della conservazione, ¢ possibile prevedere che molte reazioni
chimiche di cui sopra potrebbero avvenire o continuare durante lo stoccaggio dell’aglio nero (in
particolare quando lo stoccaggio avviene in condizioni di caldo), come la reazione di Maillard e
l'ossidazione di composti altamente attivi come 1 polifenoli e gli acidi grassi insaturi. La velocita di
queste reazioni dipende molto dalla temperatura di conservazione e dall'umidita ambientale.
Purtroppo, le ricerche in questo campo sono molto limitate. Di conseguenza, ¢ necessario effettuare
ulteriori studi sulle interazioni tra i costituenti, che cambiano dinamicamente, dell'aglio in diversi

contesti di lavorazione e in diverse condizioni di conservazione.
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Figura 5. Possibili interazioni tra i componenti intrinseci dell'aglio nero durante la sua produzione e

conservazione.



4.3 ATTIVITA MICROBIOLOGICA DEI BIOATTIVI DELL’AGLIO NERO

Gli studi basati sulla Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes (KEGG) hanno dimostrato che il
metabolismo degli aminoacidi e dei carboidrati, insieme al trasporto di membrana, ¢ la chiave per
comprendere il metabolismo microbico e le prestazioni durante la trasformazione dell’aglio fresco
in aglio nero (Qiu et al, 2018). I nutrienti e le sostanze bioattive presenti nell'aglio possono
partecipare alle vie metaboliche della comunitd microbica endofitica ed avere un effetto
antimicrobico verso 1 differenti gruppi microbici, anche associati al benessere del tratto intestinale
umano. Queste azioni influenzate dalle condizioni di lavorazione dell’aglio determinano le
caratteristiche dei prodotti finali dell’aglio nero. I composti funzionali di nuova generazione
(oligosaccaridi, polifenoli, alcaloidi, furfurale e melanoidine) svolgono ruoli diversi nella crescita di
microrganismi benefici e dannosi. Un buon esempio sono 1 fruttani presenti nell'aglio, che possono
essere scissi in fruttosio a piccole molecole e FOS. I FOS si comportano come prebiotici € possono
esercitare effetti benefici sull'ospite attraverso la stimolazione della crescita e/o dell'attivita di uno o
piu batteri del colon (Chow, 2002). Diversi taxa batterici presenti nell'intestino possono utilizzare
gli oligosaccaridi, tra cui membri dei Firmicutes, Bacteroides, Bifidobacterium, Lactobacillus e
Clostridium (Pedreschi et al., 2003; Van der Meulen et al., 2006), e in compenso 1 fruttani possono
essere utilizzati e aumentare in modo significativo l'abbondanza relativa di Actinobacteria,
Firmicutes o Bacteroides (Sonnenburg et al., 2010). E stato riscontrato che i FOS sopprimono la
crescita e la colonizzazione di Salmonella (soprattutto quando i FOS sono stati utilizzati come unica
fonte di carbonio) (Bailey et al., 1991) e conferiscono significativi effetti antimicrobici (Munoz et
al., 2012). Inoltre, i FOS possono promuovere in modo significativo l'attivita antimicrobica, come
I’attivita antibatterica del Lactobacillus contro Listeria monocytogenes, Enterococcus faecalis,
Escherichia coli e Salmonella Enteritidis (Munoz et al., 2012). Un altro esempio ¢ costituito dagli
acidi organici dell'aglio, il cui contenuto totale ¢ risultato aumentare in modo significativo (p <.05)
durante il trattamento termico (in particolare, acido formico e acido acetico) (Liang ef al., 2015). 1
FOS danno origine ad acidi grassi a catena corta (SCFA), come l'acido formico, l'acido acetico e
l'acido propionico, attraverso la fermentazione da parte della microflora intestinale nel colon. E
stato riscontrato che gli SCFA possiedono un significativo potere antibatterico contro patogeni di
origine alimentare come Staphylococcus aureus, Listeria monocytogenes, Escherichia coli,
Salmonella typhimurium e Shigella, stimolando al contempo la crescita di batteri che favoriscono la
salute, come 1 Bactobacilli, Fusobacterium, Lactobacilli e Bifidobatteri (Dubal et al., 2004; In et
al., 2013). L'acidificazione citoplasmatica causata dagli SCFA puo provocare la deformazione e la
distruzione di enzimi, proteine e strutture del DNA e I'accumulo di anioni acidi dissociati potrebbe

essere tossico per 1 batteri patogeni (Taylor ef al.,, 2012). Alcuni acidi organici, come acidi citrico e



malico, potrebbero agire attraverso altri meccanismi, tra cui l'effetto chelante o I'intercalazione con
la membrana esterna di Sa/monella (Alakomi et al., 2007; Mani-Lopez et al., 2012). Pertanto, gli
SCFA agiscono probabilmente come una "lama a doppio taglio" nei confronti dei microrganismi e
gli SCFA nel sistema dell'aglio possono esercitare effetti simili a quelli dei microbi dell'aglio.

Vale la pena parlare delle melanoidine presenti nel sistema aglio, che, come descritto in precedenza,
derivano in gran parte dalla reazione di Maillard e contribuiscono in modo significativo al colore, al
sapore ¢ all'attivita biologica dell'aglio. L'attivita antimicrobica delle melanoidine contro diversi
batteri patogeni (come il Bacillus cereus, Staphylococcus aureus, Proteus mirabilis, Pseudomonas
aeruginosa, Salmonella typhimurium ed Escherichia coli) ¢ stata osservata sia in sistemi modello
sia in prodotti a base di caffé (Rufidn-Henares e Morales, 2008; Rufian-Henares e de la Cueva,
2009). Le melanoidine possono esercitare effetti antibatterici attraverso la chelazione degli ioni
metallici essenziali per la crescita e la sopravvivenza dei batteri patogeni, oltre a esercitare
un'attivita batteriostatica che promuove la distruzione delle membrane cellulari e consente il rilascio
di sostanze intracellulari (Rufian-Henares e de la Cueva, 2009). Inoltre, le melanoidine presentano
un'attivita prebiotica e si comportano come fibre alimentari antiossidanti, che in gran parte
sfuggono alla digestione, e foraggiano il microbiota del colon inducendo effetti positivi sulla salute
dell'ospite, come ¢ stato studiato per le melanoidine ottenute dal pane (a seconda delle
caratteristiche dei materiali e delle condizioni di lavorazione) (Borrelli e Fogliano, 2005).
Come discusso in precedenza, nell'aglio esistono diverse vie di generazione delle melanoidine e le
melanoidine ottenute variano per struttura chimica e quantita. Pertanto, le interazioni sopra descritte
tra i microorganismi ¢ le melanoidine nell’aglio, il tipo e l'entita delle interazioni e delle reazioni
associate dipendono dalle caratteristiche dell'aglio e dalle condizioni ambientali. Nel complesso, vi
¢ un'ampia gamma di interazioni tra i composti chiave dell’aglio e 1 microrganismi coesistenti, ma
tali interazioni non sono ancora state studiate a fondo. Sono necessarie ulteriori ricerche su questo
aspetto, poiché queste interazioni complicherebbero ulteriormente i cambiamenti compositivi

dell'aglio durante la sua trasformazione in aglio nero.

5. MIGLIORAMENTI DEL PROCESSO

La Figura 6 riassume le principali sostanze coinvolte nella formazione dell’aglio nero e le loro
possibili variazioni e correlazioni. La produzione dell’aglio nero effettuata in particolari condizioni
sembra favorire prodotti con profili sensoriali desiderati. Ad esempio, una delle migliori
combinazioni di processo ¢ quella che prevede I'utilizzo di aglio a un solo spicchio (Wang et al.,

2016), temperatura moderata (circa 70°C), umidita relativa (circa 80%) (Fang, 2017; Zhang et al.,



2016). Inoltre, la qualita di aglio nero ottenuta con la tecnologia di combinazione a temperatura

(pre-trattamento ad alta temperatura e post-trattamento a bassa temperatura) sembra superiore.

5.1 FERMENTAZIONE MICROBICA DELL'AGLIO

E possibile personalizzare i profili sensoriali e nutrizionali dei prodotti a base di prodotti dell’aglio
nero, manipolando le condizioni di lavorazione per facilitare le reazioni/interazioni desiderate e
inibire le reazioni/interazioni che causano la produzione di sostanze indesiderate. Oltre alle variabili
di lavorazione sopra menzionate, la fermentazione microbica rappresenta una parte essenziale per
l'ottimizzazione della produzione di aglio nero. E stato dimostrato che la fermentazione aumenta
l'attivita biologica di prodotti naturali salutari come 1’aglio nero (Jung et al., 2011; Trinh et al.,
2007). Jung e colleghi (2011) hanno scoperto che I’aglio nero fermentato con Saccharomyces
cerevisiae ha mostrato una maggiore attivita antiossidante in vitro e una maggiore attivita
epatoprotettiva, nefroprotettiva, ipolipemizzante e antiobesita in topi diabetici e obesi, rispetto all'

aglio nero invecchiato.
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Figura 6: Possibili meccanismi alla base della formazione dell'aglio nero che comportano

cambiamenti in una serie di sostanze



Studi precedenti su prodotti fermentati non a base di aglio hanno rivelato che diverse specie di
Bacillus, come il Bacillus subtilis, il Bacillus aryabhattai e il Bacillus coagulans, possiedono una
forte capacita di produrre acidi, e il brodo fermentato con alcune specie di Bacillus aveva un sapore
distinto (come un sapore ¢ aroma floreale e fruttato), influenzando notevolmente il sapore del
prodotto (Yan et al., 2013). Inoltre, le sostanze bioattive, come i lipopeptidi (surfactina, iturina e
fengicina), polipeptidi, polieni e polichetidi, possono essere prodotti tramite la fermentazione con
alcuni ceppi come il Bacillus subtilis e il Bacillus amyloliquefaciens (Kudryashova et al., 2005; Lee
et al, 2008; Ongena e Jacques, 2008). Queste sostanze bioattive potrebbero migliorare
notevolmente il valore nutrizionale del prodotto, inibendo al contempo la crescita di agenti patogeni
e/o inibire tumori (Raaijmakers ef al., 2010). Poich¢ sette specie di Bacillus sono state isolate da
campioni di aglio nero sottoposti a trattamento termico (Qiu, Lu, ef al., 2018), si puo ipotizzare che
I’aglio nero ottenuto mediante fermentazione possa produrre sostanze bioattive e bioattivita
superiori a quelle dei prodotti fermentati non a base di aglio. Tuttavia, tale ipotesi deve essere
dimostrata in un'ampia fermentazione su larga scala con colture per fornire informazioni accurate (a
causa della piccola quantita di endofiti nell'aglio). I microrganismi o gli enzimi desiderati e
indesiderati per la produzione di aglio nero con vantaggi sensoriali e nutrizionali sono riassunti
nella Tabella 5. Sono necessarie prove dirette di ricerca per dimostrare 1'importanza di alcuni ceppi
per la fermentazione coinvolti nella produzione di aglio nero e il loro impatto benefico o dannoso

per l'uomo al livello in cui sono normalmente conservati nell’aglio nero.

5.2 IL DESTINO DEI COMPONENTI DELL’AGLIO NERO DOPO IL CONSUMO

La conoscenza del metabolismo, dell'assorbimento e dell'impatto sulla salute dei componenti
dell’aglio nero ¢ di grande importanza. Tuttavia, non sono stati condotti studi sistematici su questo
aspetto. Di seguito si riporta una sintesi dei possibili processi di digestione e metabolismo di alcuni
composti chiave dell’aglio nero, sulla base dei risultati pubblicati su questi composti isolati o in
sistemi alimentari diversi dall’aglio nero. I carboidrati idrosolubili (oligosaccaridi e monosaccaridi)
diventano i componenti pit dominanti nell’aglio nero. Al momento del consumo dell’aglio nero, il
fruttosio viene probabilmente metabolizzato attraverso le vie che coinvolgono il fegato, la corteccia
renale e la mucosa intestinale, insieme agli enzimi associati, come la fruttochinasi, 1'aldolasi B e la

3-chinasi (Steinmann e Santer, 2012).

Tabella 5: Microrganismi o enzimi desiderati e indesiderati per la produzione di aglio nero con
vantaggi sensoriali e nutrizionali.

Microorganismi desiderati/ Microorganismi indesiderati/
enzimi da promuovere enzimi da eliminare o ridurre

Specie | Motivo Specie | Motivo




Saccharomyces
cerevisiae (KCTC
7910)

Bioattivita contro
sindromi come

obesita, iperlipidemia,
nefropatia

nefropatia ed epatopatia
(Jung et al., 2011)

Escherichia
coli

Diarrea e malattia
(Fleckenstein
et al., 2010)

Bacillus subtilis, Attivita antipertensiva | Staphylococcus | Infezione umana (Vuong &
Bacillus licheniformis, | (Park epidermidis Otto,
Bacillus aryabhattai, et al., 2016), 2002)
Bacillus produzione di
amyloliquefaciens composti volatili e
acidi organici (Meng et
al., 2015; Wu &
Xu 2012; Yan et al.,
2013),
produzione di sostanze
bioattive (Kudryashova
et al,
2005; Lee et al., 2008;
Ongena
& Jacques, 2008)
Lactobacillus pentosus, | Inibizione dei batteri POD Generazione di sapori
Lactobacillus patogeni sgradevoli e perdita di
plantarum (Bernbom, Ng, nutrienti (Bahgeci, Serpen,
Paludan-Miiller, Gokmen, & Acar, 2005;
& Gram, 2009; Gokmen, Bahgeci, Serpen, &
Paludan-Miiller, Acar, 2005)
Valyasevi, Huss, &
Gram, 2002)
Weissella koreensis Potenziamento PPO Catalizzatore per
dell'i'mmunita (Wang, l'ossidazione ¢ la
Yoo, et al., 2011) degradazione dei fenoli
(Tomas-Barberan &
Espin, 2001)
SOD Enzima antiossidante LOX Generazione di sapori

sgradevoli e perdita di
nutrienti (Gokmen et al.,
2005)

Allina liasi

Allergenicity (Kao et al.,
2004)

Abbreviazioni: SOD, superossido dismutasi; POD, perossidasi; PPO, polifenolo ossidasi; LOX,

lipossigenasi.

In confronto, il glucosio viene probabilmente assorbito attraverso il tratto gastrointestinale, entra nel
flusso sanguigno e viene trasportato alle cellule del corpo e poi viene trasportato alle cellule
dell'organismo. Il metabolismo del glucosio attraverso la via glicolitica € controllato dall'esochinasi
IV o dalla glucochinasi; di conseguenza, il glucosio viene convertito in fruttosio 1,6-difosforilato
prima della scissione in un metabolismo a tre carboni, il diidrossiacetone fosfato e la gliceraldeide

3-fosfato (Steinmann e Santer, 2012; Tappy e Lé, 2010). Vale la pena notare che, sebbene il



fruttosio e il glucosio contribuiscano al mantenimento del normale livello di zucchero nel sangue,
un'elevata assunzione di fruttosio influisce negativamente sulla salute umana, causando problemi di
salute come sovrappeso, obesita, insulino-resistenza, diabete, dislipidemia, malattia aterosclerotica e
malattia del fegato grasso. I FOS presenti nell'aglio si comportano probabilmente come altri
prebiotici presenti in alimenti non a base di aglio, che sono resistenti alla digestione nello stomaco e
nell'intestino tenue (Ellegérd et al., 1997), ma vengono metabolizzati nel colon per produrre SCFA e
stimolano selettivamente la crescita e l'attivita di alcuni batteri del colon, come Bifidobacteria,
Lactobacillus e Bacteroides (Bouhnik et al., 1999). Questi SCFA e quelli derivati direttamente dalle
specie lipidiche presenti nell'aglio potrebbero lavorare insieme per fornire benefici alla salute, come
I'mibizione  della  crescita di  microrganismi  patogeni e la regolazione della
composizione della flora intestinale, del volume cellulare, del trasporto di ioni, della proliferazione,
della differenziazione e dell'espressione genica (Wong et al., 2006). Pertanto, sono necessarie
ulteriori ricerche per mantenere il piu possibile il contenuto di FOS nell’aglio nero e non
influenzare il processo di annerimento.

Composti bioattivi con proprieta funzionali (come ad es. attivita antiossidanti, antimicrobiche e
antiipertensive), che possono essere potenziate nell’aglio nero, meritano attenzione. La
biotrasformazione di tutte le diverse forme di melanoidine rimane ancora poco chiara. Le
melanoidine, le premelanoidine e i loro prodotti di degradazione potrebbero essere assorbiti
direttamente o trattenuti nell'organismo, oppure essere sottoposti a biotrasformazione che coinvolge
una varieta di vie e reazioni attraverso la degradazione intestinale da parte di enzimi digestivi e
microbici (Faist e Erbersdobler, 2001). E’ bene evidenziare il duplice effetto delle melanoidine sui
microrganismi: (a) attraverso l'interazione diretta con 1 microbi (come descritto nelle sezioni
precedenti) e (b) attraverso l'influenza indiretta dei suoi metaboliti (prodotti tramite fermentazione
da parte del microbiota intestinale) sulla produzione di SCFA (Borrelli et al, 2004; Delgado-
Andrade et al, 2017). Un altro importante gruppo di antiossidanti, i polifenoli, pud esercitare
un'influenza significativa sull'uomo. Il destino metabolico delle diverse specie di polifenoli varia e
dipende dalle loro strutture chimiche (come il modello di glicosilazione e il grado di
polimerizzazione) e dalle loro matrici alimentari: alcuni possono essere utilizzati direttamente
dall'organismo, mentre gli altri possono subire una biotrasformazione in altri composti o persistere
nel colon, dove sono esposti alla comunitd microbica intestinale (Van Dorsten et al., 2010).
Numerosi flavonoidi alimentari esercitano benefici significativi per la salute dell'uvomo dopo
processi metabolici che coinvolgono la scomposizione, la modifica, la trasformazione e
l'assorbimento all'interno del corpo umano (Hollman e Katan, 1997). Le interazioni tra polifenoli e
microbiota sono molto complesse, con alcuni polifenoli in grado di modulare le interazioni tra altri

polifenoli e microrganismi (Selma et al., 2009). Alcuni composti fenolici come le catechine, le



epicatechine e i loro derivati sono stati trovati in grado di interagire con alcune specie microbiche
ed esercitare effetti benefici (ad es, aumento dell'abbondanza di Bifidobacterium) (Jin, et al., 2012).
L'aumento significativo dei fenoli totali e dei flavonoidi (soprattutto epicatechine) dopo la
trasformazione di aglio fresco in aglio nero (Martinez-Casas, 2017) indica che il consumo di aglio
nero potenzialmente porta benefici per la salute associati ai composti fenolici.

Il 5-HMF viene generato in grandi quantita durante la produzione dell’aglio nero; pertanto, ¢
necessario prestare attenzione al suo destino e alle potenziali influenze sull'uomo dopo la sua
ingestione. Il 5-HMF puo essere metabolizzato principalmente attraverso vie che prevedono
l'ossidazione in acido 5-idrossimetil-2-furoico seguita dalla coniugazione con la glicina in 5-
idrossimetil-2-furoico o la conversione in solfossimetilfurfurale tramite solfonazione catalizzata da
sulfotransferasi (Ferreira et al, 2019). IL 5-HMF puo esistere in forme metilate, acetilate e
glucuronidate a causa dell'azione di diversi batteri intestinali umani (Zhao et al., 2014). Alla fine, il
5-HMF puo essere escreto nelle forme di N-(5-idrossimetil-2-furoil) glicina (attraverso le urine),
acido 2,5-furandicarbossilico, 5-sulfoximetilfurfurale, e CO> (Capuano e Fogliano, 2011), oppure
rimangono nei reni, vescica e fegato. Recenti esperimenti hanno dimostrato che il 5-HMF potrebbe
essere attivato in nucleofili altamente reattivi che potrebbero reagire con il DNA. Non esistono studi
epidemiologici o casi di studio sull'associazione tra I'assunzione di 5S-HMF e il rischio di cancro
nell'uomo, sebbene gli esperimenti sugli animali indichino la tossicita del 5S-HMF (Ferreira et al.,
2019). Dato il contenuto relativamente elevato di zuccheri riducenti e oligosaccaridi, polifenoli e
prodotti della reazione di Maillard (come il 5-HMF e le melanoidine) nell’aglio nero, non ¢
consigliabile friggere o cuocere a lungo ad alte temperature. E preferibile il consumo diretto
dell’aglio nero o il suo utilizzo come condimento per una cottura molto breve, soprattutto in

considerazione del fatto che il contenuto di 5-HMF nell’aglio nero ¢ relativamente alto.

6. CONCLUSIONI DELLO STATO DELL’ARTE.

Il lavoro raccolto in questa tesi fornisce le conoscenze piu aggiornate sulle modifiche dei principali
componenti durante il processo di trasformazione dell’aglio fresco in aglio nero, come umidita,
lipidi, carboidrati (compresi gli zuccheri), aminoacidi, acidi organici, OSC, polifenoli, alcaloidi, 5-
HMF, melanoidine, vitamine, minerali, enzimi (tra cui la SOD) ed endofiti dell'aglio. Le conoscenze
ottenute confermano che I’aglio nero presenta diversi vantaggi rispetto all’aglio fresco per quanto
riguarda le caratteristiche sensoriali e di manipolazione del prodotto, oltre che per le potenziali
proprieta biologiche (in particolare le attivita antiossidanti). L’aglio nero ha un elevato valore
nutrizionale, esercita effetti protettivi sul sistema nervoso e presenta effetti antitumorali, antiobesita,

antinflammatori, immunostimolanti, antiallergici, epatoprotettivi, cardioprotettivi, di riduzione dello



stress ossidativo ed effetti di riduzione della sindrome da sbornia. Pertanto, 1’aglio nero potrebbe
essere commercializzato come nuovo snack salutare o alimento funzionale dopo aver colmato le
lacune di conoscenza identificate. Oltre al tipo e alle caratteristiche dei materiali di partenza (aglio
fresco), una serie di fattori puod influenzare direttamente le qualita sensoriali e nutrizionali dell’aglio
nero, tra cui il tipo di tecnologie di lavorazione, le variabili di lavorazione (temperatura, umidita,
tempo, pH della matrice, solvente e presenza di ossigeno), presenza e tipo di pretrattamento. Alcuni
processi e reazioni sono particolarmente cruciali per le caratteristiche dell’aglio nero finale, tra cui
la reazione di Maillard, la degradazione di sostanze macromolecolari e la fermentazione microbica
con endofiti (e in parte con microrganismi ambientali in una certa misura). Le interazioni tra i
componenti dell'aglio e 1 microorganismi endofiti, nonché l'interazione tra il pretrattamento e il
processo di produzione principale, determinano il profilo dell’aglio nero finale.
Questo elaborato indica anche le lacune delle conoscenze in relazione alla creazione di processi
efficienti per la produzione industriale di aglio nero, che permettano il monitoraggio quantitativo
dei cambiamenti dei metaboliti target e delle qualita nutrizionali e sensoriali dell’aglio nero. Per
selezionare le proprieta sensoriali, nutrizionali e salutari dell’aglio nero ¢ fondamentale
comprendere come avviare e promuovere la formazione di sostanze desiderate attraverso la
trasformazione, inibendo o addirittura eliminando quelle indesiderate. Sono necessarie ulteriori
ricerche ed 1 seguenti aspetti sono probabilmente dei punti di partenza per comprendere la
formazione e il potenziamento dei componenti caratteristici dell’aglio nero: (a) ¢ necessario
condurre indagini approfondite sul tipo e sulla precisa modalita d'azione degli endofiti dell'aglio e
I'impatto della loro presenza e delle loro prestazioni sulla produzione di aglio nero e sul profilo dei
composti aromatici caratteristici, sostanze nutritive e bioattive nell’aglio nero; (b) ¢ necessaria
un’ulteriore delucidazione dei meccanismi di formazione e del ruolo dei principali composti
sensoriali e delle sostanze bioattive nell’aglio nero; ¢) ¢ necessario condurre studi sulla relazione tra
le caratteristiche organolettiche e i cambiamenti microstrutturali durante la produzione di aglio nero
(soprattutto in ambito industriale) per favorire l'ottimizzazione della stabilita del prodotto e
dell'attrattiva sensoriale; d) € necessario condurre esami sulla sicurezza dell’aglio nero, compresa la
sicurezza di alcuni composti particolari presenti nell’aglio nero (come il 5-HMF); e) ¢ necessario

condurre studi per regolari 1 parametri per la conservazione del prodotto in sicurezza.

7. ALTRI PRODOTTI INVECCHIATI TERMICAMENTE

7.1 CIPOLLA NERA



Il genere Allium comprende la comune cipolla (Allium cepa L.), il cui consumo ¢ stato a lungo
collegato a risultati benefici per la salute (Wan et al., 2019). Il consumo di cipolla ¢ stato collegato a
effetti protettivi contro i disturbi cardiaci e renali, nonché a effetti preventivi contro il diabete
mellito di tipo 2 e l'ipertensione arteriosa (Bahadoran et al., 2021; Galeone et al., 2009). La ragione
principale di questi benefici per la salute ¢ la presenza di sostanze bioattive, in particolare composti
organici dello zolfo (OSC) e (poli)fenoli (Zhao et al., 2021; Shang et al., 2019). Il principale
ingrediente fenolico delle cipolle ¢ la quercetina, la cui ingestione ¢ stata collegata a benefici
cardioprotettivi. Invece, fra gli OSC, il cui consumo regolare di isoalliina ¢ legato a una riduzione
del rischio di malattie cardiovascolari (Patel et al., 2018) e di alcuni tipi di cancro attraverso una
serie di meccanismi, come il rafforzamento dell'immunita, I'innesco dell'apoptosi, l'eliminazione
degli agenti cancerogeni o la reazione con le specie reattive dell'ossigeno (ROS) (Migkus et al.,
2020; Vazquez-Prieto e Miatello, 2010). L'aglio e la cipolla contengono composti organosolforati
che hanno dimostrato di avere proprieta antiossidanti, antinflammatorie, antibatteriche,
antipertensive e di altro tipo (Walag et al., 2020). L'industria alimentare ha recentemente creato un
prodotto chiamato cipolla nera che si ottiene da cipolle fresche e viene invecchiato senza l'uso di
additivi o microrganismi in condizioni di temperatura ¢ umidita regolate (Won, 2008). E stato
dimostrato che il processo di invecchiamento cambia le qualita sensoriali e la composizione
fitochimica del prodotto iniziale. Infatti, le cipolle nere hanno un colore marrone piu scuro, una
consistenza piu morbida e un sapore piu dolce e meno piccante rispetto al prodotto originale. La
composizione ¢ cambiata, principalmente con un aumento importante di isoalliina, fruttosio,
glucosio e acido tartarico e una diminuzione dei composti fenolici (Moreno-Ortega et al,
2020).Studi precedenti hanno dimostrato un contenuto totale di composti fenolici nella cipolla nera
compreso tra 19,7 e 41,1 mg per 100 g DW, a seconda della varieta, con la quercetina come
principale composto (19,5-40,8 mg per 100 g DW). Mentre i composti organosolforati hanno
mostrato una concentrazione compresa tra 841 e 1650 mg per 100 g DW, con l'isoalliina come
principale con una concentrazione tra 703 e 1360 mg per 100 g DW. Eliminando le caratteristiche
sfavorevoli delle cipolle fresche a livello sensoriale e di digeribilita, le cipolle nere hanno maggiori
probabilita di essere acquistate dai consumatori in quanto piu accettate. Nonostante le aspettative
date dalla composizione di questo nuovo prodotto, finora non sono state condotte ricerche che
abbiano collegato il consumo di cipolle nere a benefici per la salute. E stato scoperto che l'isoalliina,
il principale OSC presente sia nelle cipolle fresche che in quelle nere, cosi come altri OSC, hanno
proprieta benefiche per la salute (Goncharov et al., 2016). I polifenoli e gli OSC delle cipolle
devono essere bioaccessibili, liberati dalla matrice alimentare e predisposti all'assorbimento per
avere effetti positivi in vivo (Rein et al., 2013; Pellegrini et al., 2017). Moreno-Ortega e colleghi

(2021) hanno valutato in precedenza la bioaccessibilita di (poli)fenoli e OSC in cipolle fresche e



nere (Moreno-Ortega ef al., 2016). La ricerca ha dimostrato che gli OSC e i polifenoli della cipolla

nera sono piu bioaccessibili rispetto alla cipolla fresca.

7.2 SCALOGNO NERO (ALLIUM ASCALONICUM).

Lo scalogno ¢ una delle Liliaceae pin popolari nella cucina asiatica ed ¢ una buona fonte di fibre,
proteine e vitamine A, B e C. Inoltre, contiene un'ampia gamma di sostanze flavonoidi e fenoliche,
tra cui rutina, kaempferolo, acido gallico, apigenina, eriodictyol, quercetina, iso-quercerina e
catechina. 1 vantaggi dello scalogno per la salute, tra cui le sue proprieta anticancro, antivirali,
antibatteriche, antiobesita, antimicrobiche, antinfiammatorie, antiossidanti, epatoprotettive e
nefroprotettive, possono essere spiegati dall'esistenza di varie sostanze bioattive in esso contenute
(Moldovan et al., 2022). Insieme alle cipolle, lo scalogno ¢ uno dei prodotti pit commercializzati al
mondo, con un valore complessivo di 3,87 miliardi di dollari nel 2020 (OEC., 2020). Lo scalogno ¢
una delle colture pii importanti del Vietnam. Viene coltivato in alcune regioni specializzate, come
Quang Ngai (isola di Ly Son), Soc Trang (citta di Vinh Chau) e Ninh Thuan (citta di Ninh Hai), e
genera circa 3,26 milioni di dollari di entrate locali insieme alle cipolle (OEC., 2020). Di recente, si
¢ assistito a una diminuzione dei ritorni economici per gli agricoltori, nonché a un declino delle
competenze e della sostenibilita della coltivazione locale dello scalogno, a causa della
sovrapproduzione di prodotti locali e della concorrenza dello scalogno a basso costo importato da
altri Paesi.

Lo scalogno fresco ¢ limitato nella conservazione e nell'uso a lungo termine a causa dell'elevato
contenuto di umidita, del sapore piuttosto pungente e della consistenza delicata. Alcuni prodotti di
trasformazione, come lo scalogno essiccato, lo scalogno in polvere, lo scalogno in salamoia ¢ la
marmellata di scalogno, sono stati storicamente sviluppati per il mercato asiatico. Recentemente
sono stati sviluppati altri prodotti, come il succo, la polvere e l'estratto di scalogno essiccato in
tamburo (Wongmekiat et al., 2008 ; Setyadjit e Sukasih, 2015). L'estratto di scalogno ha un effetto
nefroprotettivo e potrebbe essere utilizzato come trattamento adiuvante per il trattamento con
ciclosporina (Wongmekiat ef al., 2008). Inoltre, Setyadjit e Sukasih hanno utilizzato un essiccatore
a tamburo per creare una polvere di scalogno potenziata con antiossidanti e fibre aggiungendo il 5%
di maltodestrina e il 10% di amido di manioca (Setyadjit e Sukasih, 2015). Il metodo piu
promettente e creativo ¢ l'uso dell'invecchiamento e della lavorazione a caldo per trasformare il
sapore sgradevole e acuto dello scalogno fresco in un prodotto marrone scuro, dalla consistenza
gommosa e dal sapore dolce, chiamato scalogno nero.

Lo scalogno nero ¢ un prodotto trasformato ottenuto dalla stagionatura dello scalogno in un
ambiente con umidita relativa controllata e temperature elevate. Il processo di invecchiamento dello

scalogno innesca una serie di eventi chimici complessi, come le reazioni di imbrunimento



enzimatico (come l'ossidazione dei fenoli) ¢ non enzimatico (come la reazione di Maillard e la
caramellizzazione), come per altri prodotti simili (Kang, 2016; Tran, 2019). Inoltre, il trattamento
termico innesca e velocizza la reazione di Maillard, un processo di imbrunimento non enzimatico
avviato dalla condensazione degli zuccheri riducenti con i gruppi aminoacidici. Si producono
melanoidine, composti di colore marrone scuro e ad alto peso molecolare, che trasformano lo
scalogno fresco in scalogno nero, un prodotto di colore marrone scuro (Nascimento, 2021).

Il processo di invecchiamento dello scalogno nero ha migliorato le qualita sensoriali del prodotto
(come la dolcezza e l'assenza di sapore piccante) e alcuni dei suoi benefici per la salute (come le
proprieta antinflammatorie, antitumorali e antiossidanti). Rispetto allo scalogno fresco, alcuni
componenti benefici trovati nello scalogno nero, come la quercetina, gli aminoacidi a catena
ramificata, l'isoleucina, la leucina, la valina e 1 composti organosolforati come I'isoalliina, sono pit
elevati (Moreno-Rojas, 2019). L'estratto di scalogno nero ottenuto con ultrasuoni ¢ uno dei prodotti
culinari innovativi che 1 ricercatori hanno recentemente ottenuto dallo scalogno nero (Tran, 2022).
Nonostante la crescente domanda di scalogno nero e la quantita di studi sulle sue applicazioni, la
produzione di scalogno nero ¢ attualmente limitata a progetti pilota, poiché i lotti differiscono in

termini di qualita.

7.3 AGRUMI NERI

I limoni neri secchi sono la forma lavorata dei frutti di scarto dell'agricoltura dei limoni.
E interessante notare che durante la stagione della raccolta con produzione alta, questi usi sono
bassi; in quel periodo, 1 limoni freschi vengono trasformati in limoni neri. Il limone nero, noto
anche come "loumi" o "aswad", ¢ una conserva di lime bollita in acqua salata e poi essiccata.
Nonostante il fatto che questi frutti possiedano importanti antiossidanti con potenziali usi, hanno
ricevuto un’attenzione scientifica limitata e le loro performances dipendono da una serie di
variabili, tra cui la varieta, il livello di maturazione, la lavorazione e la stagione (Tinello e Lante,
2017; Kivrak et al., 2016). Il limone e i suoi componenti, cosi come l'estratto liquido del frutto, la
pelle grassa e le parti del corpo, offrono un'ampia gamma di vantaggi terapeutici. Grazie alle loro
proprieta anticancerogene e chemiopreventive, possono essere prodotti commercialmente come
farmaci (Chaisawadi ef al., 2005). Numerosi studi hanno dimostrato il ruolo significativo degli
agrumi nel funzionare come agente antibatterico per bloccare e inibire 1 batteri in decomposizione o
1 patogeni di origine alimentare, proteggendo anche l'organismo dal rischio di tumori maligni, in

particolare nello stomaco e nel colon (Singh et al., 2021). S



i ritiene che i limoni neri contengano un'elevata concentrazione di composti bioattivi, tra cui
flavonoidi, fenoli, terpenoidi, saponine, tannini e carotenoidi.
I limoni neri sono un esempio di prodotti agricoli di scarto ricchi di sostanze fitochimiche, in
particolare fenoli, essenziali per la crescita, la riproduzione e la capacita di contrastare le malattie e
gli effetti delle radiazioni. Le sostanze fitochimiche hanno proprieta biologiche significative
(Chiorcea-Paquim et al., 2020). L'organismo ¢ sottoposto a stress ossidativo a causa di una
sovrabbondanza di radicali liberi; tuttavia, questo stress pud essere attenuato dagli antiossidanti
presenti naturalmente in frutti come gli agrumi. Lo stress ossidativo cronico ¢ stato collegato a
numerose patologie, come le malattie cardiache, il cancro e l'invecchiamento precoce. Pertanto, gli
antiossidanti naturali possono essere utilizzati per gestire la miriade di problemi di salute causati
dall'ossidazione e da  altri  problemi  metabolici  (Kivrak et al, 2017).
Al giorno d'oggi, 1 metaboliti fenolici sono attivamente studiati per la loro vasta gamma di proprieta
biologiche, come la capacita di chelare 1 metalli, modificare le vie di trasduzione del segnale, inibire
la crescita cellulare e avere un ruolo enzimatico (Del Rio et al., 2013).

Inoltre, I’eccesso di rifiuti agricoli scaricati nei campi contribuisce anche all'inquinamento e al
degrado dell'ecosistema. Questi beni fungono da rifugio per insetti, parassiti € microrganismi che
causano malattie nei campi agricoli. Quando 1 rifiuti si decompongono e si infiltrano nelle acque
sotterranee, questi organismi rilasciano anche micotossine e altre sostanze pericolose. Il limone nero

puo essere aggiunto alle preparazioni culinarie per migliorarne il sapore e la consistenza del cibo.

8 FASE SPERIMENTALE: STUDIO DI FATTIBILITA

Nella parte sperimentale ¢ stata realizzata una prova su scala di laboratorio per verificare la
fattibilita di produrre aglio nero a partire da Aglio Rosso di Sulmona e i risultati ottenuti sono stati
confrontati con quelli derivanti da un processo analogo ma a partire dall’Aglio di Voghiera, ritenuto

un benchmark nella scelta della materia prima.

8.1 MATERIALI E METODI

8.1.1 PRODUZIONE AGLIO NERO

Per lo studio sono stati utilizzati due varieta di aglio (Allium sativum L.), aglio rosso di Sulmona ¢
aglio di Voghiera. Il processo di trasformazione ad aglio nero ¢ stato condotto utilizzando un
fermentatore multifunzione, utilizzabile anche per la produzione di altri prodotti come yogurt,
aceto, natto ecc. Nel processo di produzione dell'aglio nero, sono stati selezionati bulbi di aglio in

condizioni ottimali. Dopo aver rimosso la parte superiore, 1 bulbi sono stati inseriti all'interno di un



cestello collocato nella pentola di fermentazione (Fig. 1). Una volta sigillato il fermentatore, i
parametri di processo sono stati impostati per mantenere una temperatura di 75°C per un periodo di
12 giorni. Ogni fermentatore ¢ stato carico con 1 kg di bulbi di aglio, con I'esecuzione di 3 repliche
biologiche per ciascuna varieta di aglio. Al fine di osservare il cambiamento dei vari parametri
come pH, Aw, colore, umidita e texture, sono stati effettuati prelevamenti in tempi diversi durante il
processo. I campioni sono stati prelevati prima del trattamento, dopo sei giorni e al termine del
processo (12 giorni). Nella tabella 1 vengono riportate le informazioni dei prodotti e delle analisi

effettuate.

Figura I Fermentatore multifunzione

Tabella 1 Analisi effettuate

Campioni Analisi condotte Repliche tecniche Repliche biologiche
Aglio Voghiera Campionamento microbico, pH, Aw, Umidita, Colore, Texture 2 3
Aglio Sulmona Campionamento microbico, pH, Aw, Umidita, Colore, Texture 2 3

8.1.2 CAMPIONAMENTO MICROBICO

Per il prelievo, sono stati impiegati due tipi di terreni di coltura: il PCA (Plate Count Agar;
Ox01d™) per la rilevazione dei batteri mesofili e psicrotrofi, e il SDA (Sabouraud Dextrose Agar;
Ox0id™) per la determinazione di lieviti e muffe. L'SDA ¢ stato arricchito con I’antibiotico

cloranfenicolo (0,1 g/l) per inibire la crescita batterica. Il campione composto da 5 grammi di aglio



¢ stato miscelato con 50 ml di soluzione fisiologica sterile, con una proporzione di 1:10, e quindi
omogenizzato. Successivamente, sono state eseguite diluizioni seriali partendo da una diluizione -1
fino ad una -5, e inoculati sui terreni di coltura, prelevando e piastrando un volume di 100 pL di
sospensione. Infine, le piastre sono state incubate a 30°C per il PCA e a 35°C per SDA, per un

periodo di 24 ore.

8.1.3 PHE AW

L'analisi del pH ¢ stata condotta utilizzando un pHmetro (Mettler Toledo), figura 2, tarato con
soluzioni tampone standard di pH 4.00, 7.00 e 10.00. Sono state eseguite 3 repliche tecniche
utilizzando 5 g di aglio in 5 ml di acqua distillata. L'attivita dell'acqua (Aw), figura 2, ¢ stata
effettuata con lo strumento Aqualab (Decagon Devices Inc., USA). Sono stati utilizzati campioni di
aglio tagliati in piccole parti per coprire uniformemente la superficie della cella di misura. Questo
procedimento ¢ cruciale per garantire I'accuratezza delle misurazioni, in quanto la presenza di spazi

vuoti potrebbe influenzare 1 risultati.

Figura 2. Strumenti di analisi utilizzati. Aqualab e pHmetro

8.1.4 UMIDITA

L'umidita ¢ stata determinata tramite gravimetria fino a peso costante. Le navicelle, contenenti i
campioni, sono state pesate utilizzando una bilancia analitica (Kern & Sohn) e successivamente
poste in una stufa a 105°C per 24 ore (AOAC). L'umidita ¢ stata calcolata sottraendo il peso della
navicella dal peso secco e rapportandolo, in termini percentuali, al peso fresco secondo la seguente

formula:



Sostanza secca = (Peso campione secco/peso campione) = 100

Umidita (%) = 100 — sostanza secca

8.1.5 COLORE

Il colore dell’aglio € stato misurato mediante 1’utilizzo di un colorimetro Minolta® CR-400 (Fig. 3),
in condizioni di illuminazione ed angolo di osservazione standardizzate. Prima della misurazione, il
colorimetro ¢ stato calibrato mediante 1’impiego di una mattonella di materiale ceramico di colore
bianco. Per esprimere oggettivamente il colore ¢ stato utilizzato lo spazio di colore CIELAB che
consente di definire e rappresentare univocamente il colore di un oggetto in funzione di tre

coordinate: la luminosita (L*), I’indice di rosso (a*) e I’indice di giallo (b*).

Figura 3. Colorimetro Minolta® CR-400.

8.1.6 PROPRIETA MECCANICHE

La determinazione ¢ stata condotta tramite lo strumento TA-Hdi® Texture Analyser (Fig. 4) sul
quale ¢ stata installata una cella di carico di 25 kg equipaggiata con una sonda da Smm di diametro,
regolata ad una velocita di discesa pari a 0,5 mm/sec. Dalla curva forza-deformazione, ottenuta
dallo strumento, sono stati estrapolati i valori massimi di forza, espressa in Newton (N). Questo

arametro fornisce informazioni importanti sulle caratteristiche meccaniche dell'alimento, aiutando
tro fi fi rtanti sull tteristich he dell'al to, aiutand



a comprendere come l'alimento risponde agli sforzi applicati su di esso durante la masticazione o la

manipolazione.

Figura 4. TA-Hdi® Texture Analyser

8.1.6 ANALISI DI ALCUNI COMPOSTI VOLATILI CON HSPME GCMS.

La wvalutazione dei composti organici volatili (VOCs) ¢ stata effettuata utilizzando un
gascromatografo Agilent 7890A (Agilent Technologies, Santa Clara, CA, USA) accoppiato ad uno
spettrometro di massa Agilent Technologies 5975 che opera in modalita di impatto elettronico
(energia di ionizzazione di 70 eV) dotato di una colonna capillare Chrompack CP-Wax 52 CB
(lunghezza 50 m, ID 0.32 mm) (Chrompack, Middelburg, Paesi Bassi). Il protocollo SPME-GC-MS
(Solid Phase Micro-Extraction Gas Chromatography-Mass Spectrometry) e l'identificazione di
composti volatili sono stati eseguiti come indicato in precedenti rapporti, con piccole modifiche
(Taneyo-Saa, et al 2014; Nissen et al., 2020).

Per condurre I’analisi, 3 g di aglio spezzettato con I’'impiego di una lama, sono stati collocati in
flaconcini di vetro da 10 ml e conservati a -80°C. Le fasi di pre-condizionamento, assorbimento e
desorbimento dell'analisi SPME-GC e tutte le procedure di elaborazione dei dati sono state condotte
secondo precedenti pubblicazioni (Taneyo-Saa eta al., 2014). Prima di iniziare I’analisi ¢ stato
quindi necessario scongelare i campioni e, contestualmente, la fibra ¢ stata esposta all'ingresso del
gascromatografo per 10 minuti per il desorbimento termico a 250 °C in un campione vuoto, in

modo da favorire I’eliminazione di possibili composti presenti da analisi precedenti. Ai campioni



sono stati aggiunti 4 mg/L di 4-metil-2-pentanolo (10.000 ppm), utilizzato come standard interno. I
campioni sono stati quindi condizionati per 10 min a 40°C prima di essere iniettati in colonna, in
modo da favorire la volatilizzazione dei componenti volatili. Dopodiché ¢ stata esposta la fibra
SPME (Fibra adatta a campioni biologici, Fiber Assempbly — Light Blue, rivestita con carboxen-
polidimetilsiloxano, 85 um) a ciascun campione per 40 minuti, in modo da rendere possibile
I’assorbimento dei composti volatili. Questa ¢ stata poi inserita nella porta di iniezione del
gascromatografo per un desorbimento del campione di 10 minuti, ai quali ¢ seguita una corsa
cromatografica di 30 minuti. Il programma di temperatura ¢ stato: 50°C per 1 min, successivamente
programmato a 1.5°C/min fino a 65 °C, ed infine a 3.5°C/min fino a 220 °C, temperatura che ¢ stata
mantenuta per 25 minuti. Le temperature dell'iniettore, dell'interfaccia e della sorgente ionica erano
rispettivamente di 250, 250 e 230°C. Le iniezioni sono state effettuate in modalita splitless e 1'elio

(3 mL/min) ¢ stato utilizzato come gas vettore.

8.2 RISULTATT E DISCUSSIONE

8.2.1 EVOLUZIONE DELLA CARICA MICROBICA

La determinazione della presenza di batteri mesofili e psicrotrofi ¢ stata condotta mediante I'utilizzo
del terreno di coltura generico PCA (Plate Count Agar). Questo terreno fornisce un ambiente
favorevole alla crescita di una vasta gamma di batteri. D'altra parte, per identificare la presenza di
lieviti e muffe, ¢ stato impiegato il terreno selettivo Sabouraud, addizionato con cloranfenicolo, un
antibiotico che agisce inibendo la crescita batterica. Analizzando 1'andamento della crescita
batterica nel corso del processo, i dati del grafico 1 evidenziano un lieve aumento della
concentrazione batterica (espressa in UFC/g) al tempo t6, seguito da una marcata diminuzione alla
fine del processo. Invece, lieviti ¢ muffe gia al t6 non presentano nessuna crescita (Grafico 2).
L'assenza di microrganismi rilevabili alla conclusione del processo potrebbe essere associata alla
riduzione del pH e all'attivita dell'acqua (Aw) (Grafici 3 e 4).

Inoltre, ¢ importante considerare il possibile ruolo di composti bioattivi presenti nell'aglio nero,
come il 5-HMF (5-idrossimetilfurfurale) e I'allicina. Studi precedenti (Chai ef al., 2013; Marchese
et al., 2016) hanno evidenziato il potenziale effetto antimicrobico di tali composti contro una vasta
gamma di microrganismi. Pertanto, ¢ plausibile ipotizzare che la presenza di 5-HMF e allicina abbia
contribuito a limitare la crescita microbica durante il processo di fermentazione. Infine, studi recenti
hanno evidenziato la presenza residua di bacilli endofiti non vitali, seppur in quantita inferiore a
1072 UFC/g. Questa popolazione rimanente potrebbe essere rilevata mediante 1'impiego di tecniche

molecolari (Zhichang Qiu et al., 2021).
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Grafico 2. Andamento crescita lieviti e muffe su SAB agar.

8.2.2PHE AW

Il grafico 3 fornisce una panoramica dei valori di pH registrati nei diversi tempi durante il processo
di produzione delle due varieta di aglio. Il declino osservato nel corso del processo ¢ comunemente
attribuito alla formazione di acidi organici, una -caratteristica intrinseca del processo di

trasformazione in aglio nero. E stato suggerito che la presenza di diversi acidi organici, come l'acido



acetico, l'acido formico, l'acido succinico e l'acido 3-idrossipropionico, contribuisca a questo
fenomeno. Studi precedenti condotti da Liang et al., (2015) hanno confermato la presenza di tali
acidi organici nell'aglio nero, mentre sono assenti nell'aglio fresco, suggerendo un cambiamento
significativo nella composizione chimica durante il processo di fermentazione.

In riferimento ai valori di attivita dell'acqua (Aw) riportati nel grafico 4, emerge un confronto con
risultati di altri studi. In effetti, diversi studi precedenti hanno riportato valori di Aw piu elevati
rispetto a quelli osservati in questo processo specifico. Ad esempio, Katarzyna et al., (2020) hanno
sottolineato la necessita di ridurre ulteriormente I'Aw per garantire la stabilita microbiologica del
prodotto.

Suggeriscono che, seccando ulteriormente l'aglio dopo il processo di fermentazione, ¢ possibile
raggiungere valori di Aw inferiori a 0,85, fornendo un ambiente meno favorevole alla crescita

microbica indesiderata e garantendo una maggiore sicurezza alimentare nel prodotto finale.
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Grafico 3. Andamento pH
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Grafico 4. Andamento Aw.

8.2.3 UMIDITA
Durante il trattamento termico, il contenuto di umidita diminuisce a causa dell'evaporazione

dell'acqua. Un contenuto di umidita nell'intervallo 45%-54% favorisce lo sviluppo di una struttura
texture favorevole dell’aglio nero (consistenza flessibile e gommosa) (Zhang, Li, et al., 2016).
L'umidita ¢ un parametro di processo fondamentale per la produzione di aglio nero ed esercita
un'influenza sulle caratteristiche sensoriali del prodotto, sul valore nutrizionale e sull'attivita
biologica. Fang (2017) ha dimostrato che l'umidita nella lavorazione dell'aglio ha un impatto
significativo sul tasso di evaporazione, sul contenuto di umidita trattenuto, nonché sull'aspetto
(come il grado di imbrunimento) e sulla consistenza dell’aglio nero. Nel presente studio si ¢ arrivati
a fine processo a livelli di umidita di 22,3% per I’aglio di Voghiera 28% per ’aglio di Sulmona
(Grafico 5). Va sottolineato che non tutti gli studi in letteratura hanno riportato livelli di umidita
simili; alcuni studi presentano tenori simili, mentre altri risultano piu elevati. Inoltre, ¢ rilevante
notare che la durata del processo in questi studi € stata piu lunga dei 12 giorni impiegati nel presente
studio. (Karina L. Rios-Rios et al., 2019; Eyad Aoudeh et al., 2023; Peeraporn Pakakaew et al.,
2022)
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Grafico 5. Variazione umidita.

8.2.4 COLORE

La reazione di Maillard ¢ responsabile del notevole cambiamento cromatico, passando dal colore
bianco dell'aglio crudo al marrone scuro caratteristico dell'aglio nero (Kang, O. et al., 2016). Questo
fenomeno ¢ il risultato della formazione di diversi composti, tra cui il 5-HMF, la melanoidina e altri
composti polimerici bruni generati durante il trattamento termico (Nakagawa, K. et al., 2020).
L'indice di variazione del colore (AE) aumenta rapidamente all'aumentare della temperatura, poiché
la reattivita della reazione di Maillard ¢ strettamente correlata alla temperatura del trattamento
termico (Arachchi, S. J. T. ef al., 2017). Al fine di monitorare la dinamica del cambiamento di

colore nel corso dei 12 giorni di trattamento, ¢ stato calcolato I'AE come indice quantitativo,
secondo la seguente formula: AE = [(AL)2 + (Aa)2 + (Ab)2]*\?. Tuttavia, tra i due prodotti non
sono state riscontrate differenze sostanziali in termini di variazione cromatica nel periodo di

osservazione (Grafico 6).
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Grafico 6. Variazione del AE.

8.2.5 PROPRIETA MECCANICHE

Durante il processo la texture del prodotto cambia, diventando pii gommosa, morbida e delicata.
Come risultato di questi processi si crea un prodotto completamente nuovo, che guadagna in
attrattiva sensoriale e ha ampie possibilita di applicazione (Najman et al., 2020).

Dai risultati ottenuti (Grafico 7) emerge che nell'aglio fresco si registra una maggiore forza
applicata rispetto al sesto giorno, dove si osserva una diminuzione Tale variazione pud essere
attribuita al processo di maturazione dell'aglio, che comporta un aumento della sua morbidezza
durante le prime fasi, seguito da un progressivo sviluppo di consistenza gommosa verso la
conclusione del ciclo. Infatti, al dodicesimo giorno si osserva un aumento della forza applicata.

Tuttavia, tra le due tipologie di aglio non emergono differenze.
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Grafico 7. Texture del prodotto.

8.2.6 ALCUNI COMPOSTI VOLATILI

L’analisi dei composti aromatici derivanti dalla reazione di Maillard ha mostrato un incremento di
questi composti durante I’andamento del processo, che no erano presenti al tempo iniziale nell’aglio
fresco. L’aglio Roso di Sulmona ha mostrato avere contenuto in 5-HMF inferiore all’aglio di
controllo. Invece, 1’analisi dei composti solforati ha mostrato una riduzione durante il processo per
DAS e DADS e un aumento per il composto DATS, con maggiore quantita nell’aglio nero derivante

dall’aglio rosso di Sulmona
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Grafico 9. Produzione di composti solforati dal catabolismo dell’allicina

9. CONCLUSIONE PARTE SPERIMENTALE

Con questo lavoro di fattibilita sono stati raccolti risultati e comparati con quelli della letteratura ed

¢ stato possibile osservare che anche con un metodo di cottura casalingo come le vaporiere per la



cottura del riso si pud produrre aglio nero. Inoltre, ¢ stato osservato che 1’aglio nero prodotto, sia a
partire da quello di controllo sia a partire dall’aglio rosso di Sulmona, aveva parametri qualitativi
simili ai lavori raccolti dalla letteratura ed effettuati con stufe industriali o professionali. Inoltre, con
il processo esaminato il prodotto finale ¢ stato ottenuto in soli 12 giorni, rispetto a un periodo medio

riportato in letteratura di 45.
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