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1 DESCRIZIONE DELLO STATO DI AVANZAMENTO DEL PIANO

Lo sviluppo delle attivita previste nel Piano e iniziato il 1 settembre 2019 ed in generale tutte le attivita
sono state attivate e svolte seguendo i protocelli presentati nel piano. Tutte le attivita previste (pari al
100%) sono state realizzate.

In sintesi:

» |'azione 1 & stata realizzata come previsto seguendo i percorsi e utilizzando i diversi strumenti indicati
hel piano.

* L'azione 2 non era prevista e non & quindi stata svolta alcuna attivita.

*» L'azione 3 & stata realizzata interamente conformemente a quanto previsto. In particolare per il
completamento di alcune attivita & stato necessario richiedere una proroga in data 28 febbraio 2019 (invio
PEC), inerenti in particolare le verifiche di campo sulla funzionalita come ammendanti per le colture orticole
delle matrici residue i processi di allevamento ed estrazione. Al fine di svolgere questa valutazione con
quantitativi di substrato sufficienti, & risultato necessario replicare pil cicli produttivi dell‘insetto su substrati
opportunamente definiti e pre-valutati che, essendo legati al ciclo biologico dello stesso, hanno richiesto
pill tempo per ottenerli. Non sono emerse altre criticita e tutte le altre attivita sono state svolte come
previsto dal Piano.

» L'azione 4 sulla divulgazione ha visto sviluppare dal GO diverse iniziative che hanno soddisfatto le
aspettative del progetto e del GOI. In totale sono state svolte oltre 25 iniziative fra incontri, visite, articoli,
poster, ecc. oltre alla pagina dedicata sul sito del CRPV.

s+ L'azione 5 sulla formazione e stata interamente svolta nell’ultimo periodo del progetto a seguito del
necessario sviluppo dei dati e relativa elaborazione.

1.1 Stato di avanzamento delle azioni previste nel Piano

Unita Mese Mese Mese Mese
i azienl:daale Tipologia inizio inizio termine  termine
Azione bil ':t. .‘i‘ attivita | attivita | attivita  attivita
IEEpONEaNRG ALV previsto reale previsto reale
1 - Cooperazione Esercmo Flella 1 24 28
ooperazione
Azioni dirette
3_' Realizzazione del aIIa_ _ 1 1 24 8
piano. realizzazione del
piano
4 - Divulgazione Divulgazione 6 15 24 28
5 - Formazione Coaching 12 27 24 28
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2 DESCRIZIONE PER SINGOLA AZIONE

| Azione

Azione 1 - ESERCIZIO DELLA COOPERAZIONE

| Unita aziendale responsabile (Uar)

CRPV, UNIMORE, UNIPR, Astra

| Descrizione attivita

J

CRPV, nel suo ruolo di capomandatario ha svolto funzione di coordinatore dellattivita di funzionamento e
gestione del Gruppo Operativo (GO) in accordo con gli altri Partner del GO.

Il referente scientifico del piano & stato individuato in (UNIMORE).

Il CRPV, tramite proprio personale (fra cui come Responsabile Organizzativo del
Piano, RP), ha seguito regolarmente e gestito con le necessarie ed opportune documentazioni, tutte le
fasi di sviluppo, dall‘attivazione anche formale, all’attuale rendicontazione intermedia, del GO e del relativo
Piano per assicurarne il corretto funzionamento e svolgimento.

In particolare sono di seguito descritte in sintesi le diverse attivita svolte dal CRPV.

A seguito dell'approvazione del Piano (Delibera Reg. Emilia Romagna n® 13491 del 24/08/2017) & stata
gestita la fase di costituzione dell’ATS con tutti i partner del Gruppo Operativo (GO) fino alla sua completa
formalizzazione avvenuta nel settembre 2017 come da comunicazione inoltrata all’Ente regionale di \

Un primo incontro fra i partner effettivi del GO & stato organizzato in data 6 ottobre 2017, in tale contesto
sono stati rivisti i contenuti e gli obiettivi del Piano, al fine di avere la pit ampia condivisione possibile delle
informazioni, affinare le modalita di realizzazione delle azioni d‘innovazione e rendere operativi rapidi
feedback.

L'incontro del 6 ottobre 2017 ha rappresentato anche il momento di costituzione del Comitato di Piano (CP)
per la gestione e il funzionamento del GO. Il CP & quindi composto:

- dal Responsabile Organizzativo del Piano (RP) anche detto Responsabile del Piano

(CRPV);
- dai Responsabili Scientifici (RSs) dell'Univ. di Modena e Reggio Emilia (UniMORE);
- Univ. di Parma;
- Astra

E CAB Brisighellese;
- Conserve Italia;
. Agribologna;

oltre che dai rappresentanti delle Aziende agricole

Il RP si e quindi occupato di coordinare nel complesso tutte le attivita, animando il GO, seguendone il
percorso e verificandone la coerenza e buon sviluppo (attraverso innumerevoli contatti telefonici, via
whatsapp, mail e mailing list, documentabili dagli strumenti CRPV e incontri specifici). Il RP ha inoltre
favorito lo scambio di informazioni e ogni volta utile, il necessario supporto sia informativo che logistico per
il buon sviluppo delle sinergie e attivita previste dal piano.

Ha inoltre stimolato e collaborato per la realizzazione delle azioni di divulgazione e formazione, come
descritte di seguito nell’azione 4 e 5.

L'attivita di coordinamento e animazione ha visto il RP organizzare e partecipare un totale di 8 incontri
del GO ed in particolare nelle seguenti date:

- 6 ottobre 2017 (a Reggio Emilia, RE),

- 12 ottobre 2017 (a Reggio Emilia, RE),

- 10 maggio 2018 (a Parma, PR)

- 3 settembre 2018 (via skype)

- 26 ottobre 2018 (a Reggio Emilia, RE),

- 15 maggio 2019 (via skype)

- 30 maggio 2019 (a Modena, MO)

- 19 dicembre 2019 (via skype).
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I fogli firma di tutti gli incontri del GO sopra citati (esclusi quelli via skype), sono disponibili ¢/o il CRPV.

Oltre ai suddetti incontri il RP ne ha fatti alcuni ulteriori e specifici per la fase di monitoraggio sullo stato di
avanzamento delle diverse attivita incluse nel Piano o per affrontare eventuali specifiche fasi organizzative
fra cui ad esempio le forniture delle materie di scarto dalle strutture produttive coinvolte. Inoltre sono stati
innumerevoli i contatti fra il RP e i partners via mail, telefono o skype al fine di indirizzare, supportare e
fornire informazioni utili allo sviluppo corretto del progetto e delle fasi tecnico-amministrative ad esso
connesse.

Per la fase organizzativa e logistica di incontri e delle altre iniziative descritte di seguito, il CRPV si & avvalso
della segreteria tecnica di CRPV.

Durante il costante monitoraggio dei lavori ed i risultati via via raggiunti in caso di scostamenti sono state
valutate le necessarie azioni correttive. Questo & stato gestito anche in relazione ai momenti cruciali nello
sviluppo delle diverse prove del Piano ("milestone”). In particolare nel primo periodo ottobre-febbraio (per
la raccolta in particolare delle materie di scarto da impiegare per le indagini preliminari di laboratorio e
successivamente nel corso del progetto per I'allevamento delle mosche soldato nell’ambito dell’azione 3.
Sono state svolte inoltre verifiche su tutte le prove finalizzate al controllo del corretto stato di avanzamento
lavori dove anche gli incontri sopra citati sono stati utili allo scopo, oltre ai contatti diretti avuti con i
responsabili di ciascuna prova e con il RS.

I periodi autunno- primaverili hanno poi coinciso con l|'organizzazione degli eventi di divulgazione
organizzati sul territorio (vedi azione 4) e nella fase finale del progetto anche con l'organizzazione dei
coaching di formazione (azione 5).

Dal secondo semestre 2019 in poi & iniziata anche la fase di analisi e rendicontazione tecnica. Il RP ha
fornito tutti gli strumenti, informazioni e suggerimenti utili ai partner effettivi per il corretto sviluppo di
guesta fase dell’attivita.

Nella fase terminale del progetto, il RP e i RSs, insieme a tutti i partner coinvolti, hanno completato I'analisi
dei risultati ottenuti e predisposto la relazione tecnica finale oltre alle altre documentazioni necessarie per
la rendicontazione amministrativo-economica prima intermedia e poi finale. II CRPV si & occupato della
gestione e predisposizione della documentazione e format e ha opportunamente informato e supportato i
partner nella fase di rendicontazione tecnica ed economica.

Oltre alle attivita descritte in precedenza, il CRPV ha svolto altre funzioni legate al proprio ruolo di capofila
e referente responsabile in quanto mandatario dell’ATS, come le attivita di interrelazione con la Regione
Emilia-Romagna, l|'assistenza tecnico-amministrativa agli altri partner, le richieste di chiarimento e la
redazione di eventuali richieste di aggiustamento o comunicazioni di altra natura trasmesse all’ente
preposto.

Il CRPV si € inoltre occupato dell’aggiornamento della Rete PEI-AGRI in riferimento al Piano, come richiesto
dalla regione, al fine di stimolare l'innovazione, tramite I'apposita modulistica presente sul sito.

Autocontrollo e Qualita

Attraverso le Procedure e le Istruzioni operative approntate nell’'ambito del proprio Sistema Gestione
Qualita, il CRPV ha lavorato al fine di garantire efficienza ed efficacia al progetto, come segue:

- Requisiti, specificati nei protocolli tecnici, rispettati nei tempi e nelle modalita definite;

- Rispettati gli standard di riferimento individuati per il progetto;

- Garantita la soddisfazione del cliente tramite confronti diretti e comunicazioni scritte;

- Rispettate modalita e tempi di verifica in corso d'opera definiti per il progetto;

- Individuati i fornitori ritenuti pil consoni per il perseguimento degli obiettivi.

La definizione delle procedure, attraverso le quali il Responsabile di Progetto ha effettuato il coordinamento
e applicato le politiche di controllo di qualita, sono la logica conseguenza della struttura organizzativa del
CRPV.

In particolare sono state espletate le attivita di seguito riassunte.
Attivita di coordinamento

Le procedure attraverso le quali si & concretizzato il coordinamento dell'intero progetto si sono sviluppate
attraverso riunioni e colloqui periodici con il Responsabile Scientifico e con quelli delle Unita Operative
coinvolte.

Attivita di controllo
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La verifica periodica dell'attuazione progettuale si & realizzata secondo cadenze temporali come erano state

individuate nella scheda progetto. Piu in particolare & stata esercitata sia sul funzionamento operativo che

sulla qualita dei risultati raggiunti; in particolare & stata condotta nell'ambito dei momenti sotto descritti.
Verifiche dell’applicazione dei protocolli operativi in relazione a quanto riportato nella scheda progetto;
Visite ai campi sperimentali e ai laboratori coinvolti nella conduzione delle specifiche attivita.

Riscontro di non conformita efo gestione di modifiche e varianti
Non si sono verificate situazioni difformi a quanto previsto dalla scheda progetto.

Tutte le attivita svolte come previsto nella procedura specifica di processo sono registrate e archiviate nel
fascicolo di progetto e certificate attraverso visite ispettive svolte dal Responsabile Gestione Qualita del
CRPV.

Il Sistema Qualita CRPV, ovvero linsieme di procedure, di misurazione e registrazione, di analisi e
miglioramento e di gestione delle risorse, € monitorato mediante visite ispettive interne e verificato ogni
12 mesi da Ente Certificatore accreditato (DNV-GL).

Grado di raggiungimento degli obiettivi, scostamenti rispetto al piano di lavoro, criticita
evidenziate.

Gli obiettivi del piano sono stati raggiunti e non sono state rilevate criticita nella fase di cooperazione del
GO.

| Attivita ancora da realizzare:

Nessuna.

1.2 Personale

Nome e Cognome Unita Mansione/ Attivita svolta Ore Costo
Aziendale . qualifica nell’azione
responsabi
le
UNIMORE Ricercatore Responsabile scientifico 10 342,60
UNIPR Professore Referente scientifico UNIPR 12 825,00
ordinario
CRPV Impiegato iResponsabile progetto 243,5 7.607,49
di concetto
CRPV Impiegato Responsabile CRPV 8 437,76
di concetto
CRPV Impiegato Referente settore orticolo 237 7.609,99
di concetto
CRPV Impiegato Referente amministrazione 39 1.451,1¢9
di concetto
CRPV Impiegato Amministrazione 131,5 3.081,04
di concetto
CRPV Impiegato Responsabile sistema 18 505,80
di concetto qualita
Totale 21.860,865
1.3 Trasferte
5
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Cognome e Nome ‘Descrizione Costo

Trasferte fra la sede del CRPV, le sedi dei partners 634,84
o altri luoghi di incontro ed i siti in cui si svolgono
le azioni di realizzazione e divulgazione del piano.

Totale: 634,84

AZIONE 3 - SPECIFICHE AZIONI LEGATE ALLA REALIZZAZIONE DEL PIANO

3.1 Attivita e risultati

| Azione

AZIONE 3 - SPECIFICHE AZIONI LEGATE ALLA REALIZZAZIONE DEL PIANO

| Unita aziendale responsabile (Uar)

Le unita verranno esplicitate per ogni singola attivita.

| Descrizione attivita

SOTTO-AZIONE 3.1. Ottimizzazione dell'allevamento di MS, in relazione alla disponibilita

stagionale e composizione dei SA, in funzione dell'efficienza di crescita delle larve

Attivita 3.1.1. Disegno sperimentale funzionale

Uar: UNIMORE

OBIETTIVI

Screening delle variabili della composizione del SA in funzione dei sottoprodotti di diverse filiere vegetali
disponibili durante tutto I'anno. Pianificazione ed analisi statistica di prove sperimentali di allevamento in
laboratorio di MS, in considerazione della diversa disponibilita stagionale dei sottoprodotti provenienti dalle
diverse filiere vegetali disponibili. Formulazione di almeno tre SA ottimali in funzione della disponibilita
stagionale (annuale, estiva, autunnale) ed in considerazione dei parametri di allevamento della MS (peso
e quantita delle larve e giorni di allevamento).

MATERIALI E METODI

L'approccio statistico utilizzato riguarda la progettazione razionale degli esperimenti, in particolare il Mixture
Design. Questo & uno strumento molto specifico nella progettazione di esperimenti per ottimizzare le
proporzioni tra gli ingredienti della miscela e quindi ampiamente utilizzato per le indagini chimiche e
farmaceutiche. Questo approccio supera le forti semplificazioni intrinseche del metodo One-Factor-at-A-
Time (OFAT), riducendo il numero di test sperimentali necessari per fornire il massimo numero di
informazioni su problemi complessi, risparmiando tempo e risorse (Montgomery, 2012). Per I'impostazione
dei piani sperimentali e stato utilizzato il software Design Expert 12 (Statease). Ogni esperimento
pianificato, ovvero combinazione di SA, & stato replicato tre volte per la stima dell‘affidabilita del modello.
Gli esperimenti sono stati condotti secondo un ordine random per evitare il condizionamento ambientale.
21 esperimenti, compresi i punti centrali, sono stati pianificati e replicati tre volte per la miscela per tutto
I'anno, 13 per la miscela estiva e 15 per la miscela autunnale.

L'analisi della varianza (ANOVA) & stata impiegata per valutare la significativita del modello e il suo potere
predittivo per descrivere le relazioni tra composizioni del SA e performance dellallevamento. Nel metodo
ANOVA una differenza statistica tra i campioni puo essere definita quando la variazione tra tutti i campioni,
generalmente dovuta a cambiamenti di processo o di fattore, & maggiore della variazione all'interno dei
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campioni ottenuti nelle stesse condizioni sperimentali. L'analisi dei residui e stata utilizzata per evidenziare
potenziali esperimenti devianti, nonché i coefficienti di regressione, che sono stati analizzati con I'approccio
del p-value: p-value superiori a 0,005 non sono stati considerati staticamente significativi e quindi trascurati
per la formulazione del modello (Benjamin e Berger, 2019). La qualita del modello matematico cosi
generato € stato valutato mediante i parametri R? e Pred-R2(Eriksson et al., 2008). Per ogni indicatore di
performance di allevamento sono stati calcolati i rispettivi modelli matematici per ognuna delle stagioni
considerate:

- Numero totali di prepupae (P Number)

- Peso medio di una singola prepua (P weight)

- Numero di giorni necessari per raggiungere il picco di prepupae (days)

- Quantita di acqua aggiunta durante l'allevamento normalizzata per i giorni necessari per
I'allevamento (NWater)

- Quantita di SA aggiunto durante I'allevamento normalizzato per i giorni necessari per I'allevamento
(NSubstrate)

Tutte le risposte state raccolte nella funzione di desiderabilita (D) al fine di ottenere una miscela
complessiva ottimale di SA per ciascuna stagione in grado di soddisfarli tutte (Kros e Mastrangelo, 2004).
In particolare, la massima importanza (5) € stata data a P weight e a P Number, insieme all'obiettivo di
massimizzarli. D'altra parte, il parametro Days € stati tenuto in considerazione con un'importanza pari a 4
e con l'obiettivo di minimizzarlo. L'intervallo della funzione di desiderabilita € compreso tra 0 e 1, dove |l
valore pil basso (0) rappresenta una combinazione completamente indesiderabile di fattori indipendenti e,
al contrario, il valore piu alto (1) indica una combinazione completamente desiderabile o ideale di essi.

RISULTATI

La selezione dei sottoprodotti & stata fatta in primis tenendo conto della disponibilita stagionale (anche in
termini di quantita) e delle eventuali condizioni di raccolta e mantenimento per tempi medio-lunghi (qualche
mese). Inoltre, sono stati considerati i diversi fornitori dei rispettivi sottoprodotti in modo da favorire lo
snellimento della gestione logistica. Per cui in tabella 1 sono indicati i sottoprodotti selezionati.

Tab. 1 - Sottoprodotti selezionati

Melone
Frutta esotica
Annuale Mela

Ananas

Kiwi

Pomodori
Pesche
Sansa

Autunnale Legumi

Mais

Estiva

La formulazione ottimale annuale € stata impiegata come parte della composizione dei SA Estivo e
autunnale per incrementare lo smaltimento di sottoprodotti sempre disponibili.Mediante specifici test
preliminari in laboratorio & stato confermato che mantenere costante la temperatura favorisce
l'individuazione di SA ottimali da utilizzare successivamente nellimpianto massale.

Nella tabella 2 viene mostrata I'analisi ANOVA per i modelli calcolati da ciascuna risposta derivata dai dati
di allevamento. Ciascuno dei modelli generati & significativo ma i parametri di bonta del modello risultano
essere abbastanza buoni (R2> 0,75) solo per alcune risposte, in particolare 1 per la miscela annuale (P
Number), 2 per la miscela estiva (P Number e N water) e 4 per la miscela autunnale (P weight, P number,
days e N Substrate). Per tutte le risposte, il Pred-R2 ¢ inferiore a R?2 conformemente alla sua definizione e
solo le risposte con R2 abbastanza buono sono quelle che mostrano un alto valore di Pred-R2, intorno a
0,70, indicando un buon potere predittivo del rispettivo modello.

Tabella 2 - Analisi ANOVA

Stagione Risposte p-value R2 Pred-R2
Annuale L Weight < 0.0001 0.58 0.40
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P Weight < 0.0001 0.47 0.33

P Number < 0.0001 0.79 0.73

Days < 0.0001 0.48 0.31

Estivo L Weight < 0.0001 0.78 0.75
P Weight < 0.0001 0.71 0.69

P Number 0.0002 0.81 0.77

Days < 0.0001 0.48 0.31

NWater < 0.0001 0.78 0.71

Autunnale L Weight < 0.0001 0.80 0.71
P Weight < 0.0001 0.83 0.72

P Number < 0.0001 0.87 0.78

Days < 0.0001 0.93 0.90

NWater < 0.0001 0.60 0.50

NSubstrate < 0.0001 0.77 0.61

Alcuni risultati principali ottenuti dai modelli mostrano come almeno I'80% in peso di melone favorisca
l'incremento di P Number, in particolare se combinato ai frutti esotici. Interazioni significative tra i
componenti in miscela si evidenziano anche durante |'analisi dei substrati estivi tra i quali in particolare il
pomodoro svolge un ruolo chiave promuovendo maggiori valori di P Number e NWater. Secondo gli stessi
modelli, I'impiego di pesca riduce significativamente le prestazioni di allevamento rispetto alla migliore
miscela per tutto I'anno. Considerando i substrati autunnali il P- weight aumenta impiegando principalmente
mais (>50% in peso). Mentre I'esperimento composto principalmente da mais e legumi (> 70%) aumenta
il numero di prepupae allevate e limita il numero di giorni necessari per l'allevamento, mentre risultati
opposti sono stati ottenuti impiegando solo sanse. Vale la pena notare che molte combinazioni tra legumi
e sanse promuovono l'efficienza complessiva dell'allevamento, massimizzando |'occupazione dei rifiuti e
successivamente la loro valorizzazione. Le funzioni di desiderabilita sono state riportate nella Figura 1,
rispettivamente per le miscele annuali (Figura 1a ed 1b), estive (Figura 1c ed 1d) ed autunnali (Figura le
ed 1f).

Da cui si evincono i seguenti substrati come ottimali:

e Annuale: 70% melone + 30% frutta esotica;
e Estiva: 80% di pomodoro + 20% di pesca;
e Autunalle: 35% annuale + 25% legume + 20% sansa + 20% Mais.

CONCLUSIONI

Mediante un approccio razionale € stato possibile individuare quali sottoprodotti hanno un maggiore
influenza sui parametri di allevamento. Tra i sottoprodotti disponibili tutto I'anno, una combinazione
sinergica di avanzi di melone (70%) e frutta esotica (30%) ha fornito la migliore alimentazione per
soddisfare le esigenze dietetiche di MS. L'inclusione degli avanzi estivi come il pomodoro e la pesca e gli
avanzi autunnali come il mais e il legume, in combinazioni ben personalizzate, hanno portato a prestazioni
di crescita molto simili a quelle della dieta di controllo. Questo studio razionale pud supportare la scelta
strategica dell'impiego residuo per la trasformazione da parte degli insetti per ricavare prodotti funzionali,
attrarre il mercato e soddisfare i requisiti dell'economia circolare.
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Figura 1 — Funzioni di desiderabilita
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Attivita 3.1.2. Sperimentazione ottimizzazione allevamento in laboratorio
Uar: UNIMORE

OBIETTIVI

Il lavoro si & concentrato sull’identificazione dei migliori substrati per ogni gruppo stagionale che
supportano la crescita delle larve di MS, valutando i parametri biclogici (variazione di peso delle larve e
numero e tempi di sviluppo delle prepupe) e i parametri di produzione (mortalita delle larve, tasso di
crescita, efficienza nella conversione del substrato e percentuale di prepupe ottenute).

Inoltre, su la base dei risultati ottenuti precedentemente in laboratorio e poi individuati nella attivita
3.1.1, e stato eseguito un test preliminare per verificare le performance delle larve su le migliori miscele
identificate per ogni gruppo stagionale, & anche sia verificato se & necessario aumentare |'umidita nei mix
di substrati identificati. Si rimanda all’Allegato 1 per le foto.

MATERIALI E METODI

Dato che i sottoprodotti avevano dimensioni variabili & stato necessario utilizzare un trituratore che ha
consentito di ottenere frammenti omogenei del diametro di circa 5 mm. Gli scarti triturati sono stati
congelati all‘interno di sacchetti di plastica per evitarne il deterioramento, e scongelati prima del loro utilizzo
negli esperimenti.

Successivamente, attraverso |'approccio di Mixture Design (Attivita 3.1.1) & stato possibile suddividere i
sottoprodotti in 50 diverse miscele, raggruppate a loro volta in tre gruppi: annuale, autunnale ed estivo,
sulla base della disponibilita stagionale e del contenuto nutrizionale. Sono state eseguite tre repliche per
ogni miscela, aggiungendo anche ad ogni gruppo stagionale tre repliche con la dieta controllo (dieta di
Gainsville, sopra descritta). Inoltre, ai mix estivi e autunnali sono stati aggiunti anche melone e mango dei
substrati annuali perché tra tutti quelli testati sono risultati i migliori per la crescita delle larve e sono
prodotti disponibili tutto I'anno.

Per ogni replica, 100 larve di secondo e terzo stadio assieme a una quantita di substrato variabile da 250
a 375 g, sono stati introdotti in contenitori di vetro (23x13x8 cm) uguali a quelli che vengono utilizzati per
I'allevamento della colonia di laboratorio. I contenitori sono stati mantenuti in celle climatiche a 27°C con
il 70% di umidita relativa e un ciclo giorno-notte 16:8 h.

Sono stati eseguiti due controlli a settimana durante i quali & stata aggiunta acqua e substrato alimentare
all'occorrenza. I controlli hanno previsto la rimozione della box delle prepupe trovate in ogni replica, che
sono state pulite, contate, pesate e messe all'interno di provette falcon. I campioni sono stati conservati in
freezer (-20°C) per consentire |'analisi chimica delle componenti costituzionali delle prepupe.

Nei primi quattro controlli sono state raccolte in modo casuale 10 larve per replica, che sono state pulite
con acqua, asciugate con carta assorbente e pesate. Dato che le larve non sono state danneggiate durante
questa fase & stato possibile reintrodurle nel contenitore in modo che potessero continuare il loro sviluppo.
I controlli sono proseguiti per un periodo di massimo 62 giorni, durante i quali le larve hanno raggiunto lo
stadio di prepupa e sono state raccolte, oppure sono morte, tuttavia nel caso in cui, gia in questa prima
fase, si fossero sviluppate piu del 10% di PP i controlli sulle larve sarebbero stati interrotti.

Al termine di ogni prova il substrato residuo rimasto dopo l'elaborazione & stato raccolto, pesato e
conservato all‘interno di sacchetti freezer in congelatore (-20°C) (Fig.2.9).

Sottoprodotti stagione annuale: da questo gruppo hanno fatto parte gli scarti di lavorazione di mango
(frutta esotica), ananas, kiwi, mela e melone che sono stati combinati in 21 miscele contenenti diverse
percentuali di substrati (Tab. 1). Il substrato & stato aggiunto in 4 momenti: inizialmente 100 g ai quali
sono stati aggiunti altri 50 g durante i successivi 3 controlli.
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Tab.1. Composizione substrati annuali

Codice Mango (%) Ananas (%) Kiwi (%) Mela (%) Melone(%)
A 50.00 0.00 0.00 0.00 50.00
B 10.00 10.00 60.00 10.00 10.00
c 0.00 100.00 0.00 0.00 0.00
D 0.00 0.00 0.00 0.00 100.00
E 0.00 0.00 0.00 100.00 0.00
F 100.00 0.00 0.00 0.00 0.00
G 20.00 20.00 20.00 20.00 20.00
H 50.00 0.00 50.00 0.00 0.00
] 0.00 50.00 0.00 0.00 50.00
L 0.00 0.00 50.00 0.00 50.00
N 0.00 50.00 0.00 50.00 0.00
P 10.00 10.00 10.00 60.00 10.00
Q 0.00 0.00 0.00 50.00 50.00
R 10.00 10.00 10.00 10.00 60.00
S 0.00 50.00 50.00 0.00 0.00
T 50.00 50.00 0.00 0.00 0.00
U 0.00 0.00 100.00 0.00 0.00
v 50.00 0.00 0.00 50.00 0.00
X 60.00 10.00 10.00 10.00 10.00
Y 10.00 60.00 10.00 10.00 10.00
z 0.00 0.00 50.00 50.00 0.00

Sottoprodotti stagione estiva: di questa categoria hanno fatto parte scarti di lavorazione di pomodoro
(bucce e semini) e torsoli di pesca dai cui € stato eliminato il nocciolo, ai quali & stata aggiunta anche la
miscela migliore del gruppo annuale, in diverse proporzioni ottenendo 13 miscele (Tab. 2).

Il substrato & stato aggiunto in 2 momenti, 250 g di substrato iniziale, successivamente dopo 8 giorni, sono
stati aggiunti altri 125 g in tutte le repliche.

Tab.2. Composizione substrati estivi

Cod. Melone % Mango % Pesca % Pomodoro %
A 0.00 0.00 66.67 33.33
B 0.00 0.00 100.00 0.00
C 46.67 20.00 16.67 16.67
D 23.33 10.00 33.33 33.33
E 23.33 10.00 0.00 66.67
F 46.67 20.00 33.33 0.00
G 11.67 5.00 66.67 16.67
H 46.67 20.00 0.00 33.33
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I 70.00 30.00 0.00 0.00
] 0.00 0.00 33.33 66.67
K 11.67 5.00 16.67 66.67
L 0.00 0.00 0.00 100.00
M 23.33 10.00 66.67 0.00

Sottoprodotti stagione autunnale: questo gruppo ha compreso scarti di legumi (ceci e cannellini), mais
e scarti lavorazione delle olive (sia la parte di rifiuti solidi che le acque reflue) in combinazione con la
miscela di mango e melone dei substrati annuali. Sono state create 15 miscele diverse (Tab.3.). Sono stati
utilizzati 250g di substrato in ogni box, che sono stati aggiunti in una sola volta all’inizio dell’esperimento,
ad eccezione che nelle miscele D, H, J e L, dove ¢ stata osservata una maggiore crescita di larve.

Tab. 3. Composizione substrati autunnali.

Cod. Ceci % | Cannellini% | Mais % S;?VS:O/S' sAccaqutJ:g g(') Me(!/czne Mango %
A 6.25 6.25 62.50 6.25 6.25 8.75 3.75
B 0.00 0.00 50.00 0.00 0.00 35.00 15.00
c 0.00 0.00 100.00 0.00 0.00 0.00 0.00
D 6.25 6.25 12.50 31.25 31.25 8.75 3.75
E 31.25 31.25 12.50 6.25 6.25 8.75 3.75
F 50.00 50.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
G 25.00 25.00 0.00 25.00 25.00 0.00 0.00
H 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 70.00 30.00
I 25.00 25.00 50.00 0.00 0.00 0.00 0.00
J 0.00 0.00 0.00 25.00 25.00 35.00 15.00
K 6.25 6.25 12.50 6.25 6.25.00 43.75 18.75
L 0.00 0.00 0.00 50.00 50.00 0.00 0.00
M 0.00 0.00 50.00 25.00 25.00 0.00 0.00
N 25.00 25.00 0.00 0.00 0.00 35.00 15.00
o 12.50 12.50 25.00 12.50 12.50 17.50 7.50

Prova su effetto aggiunta di acqua

Sono state allestite due formulazioni per ogni miscela stagionale: con e senza aggiunta d’acqua (Tab. 4.).
Una replica era costituita da 100 larve piccole e 400 g substrato, mantenuti nelle stesse condizioni
specificate sopra. A partire dal settimo giorno dell’esperimento, sono stati effettuati controlli ogni 1-2 giorni
e sono state pesate 10 larve per replica. L'esperimento € stato considerato concluso il giorno successivo
alla comparsa della prima prepupa.

Tab. 4. Composizione dei substrati testati nella prova preliminare

Numero di repliche
Composizione dei substrati testati Con acqua | Senza aggiunta
aggiunta di acqua
Gruppo annuale: melone (70%) e frutta esotica (30%) 3 3
Gruppo estivo: pomodoro (80%) e pesca (20%) 3 3
Gruppo autunnale: legumi (25%), residui di lavorazione 3 3
olive (20%), mais (20%), mix annuale (35%).
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Calcoli sperimentali

In base ai dati raccolti sono stati calcolati i sequenti paramettri:

o num.larve iniziale—(num.arve finale+num.prepupe
o Mortalita delle larve % LM= ! {oum tarve T Prepupe)l % 100
num.di larve iniziale
(num.larve iniziale— num.prepupe) 4 100

e Percentuale di prepupe % PP =

num.di larve iniziale
substrato totale (g)—substrato residuo (g)

substrato totale (g) * 100

e Riduzione del substrato RS=

RISULTATI
Sottoprodotti stagione annuale

I primi quattro controlli, eseguiti nei giorni 4, 9, 14 e 18 dell’'esperimento, hanno riguardato principalmente
lo sviluppo larvale. Le prime PP all’interno delle box sono state trovate il giorno 14. Nessuna delle miscele
testate ha dato risultati superiori rispetto alla dieta di controllo. La miscela che era composta
esclusivamente da melone (D), e quella composta da tutti i sottoprodotti del gruppo annuale in parti uguali
(3), hanno portato a risultati migliori per quanto riguarda i tempi di sviluppo, in quanto gia al giorno 14 piu
del 10% delle larve erano diventate PP. Mentre nelle miscele A, G, R ed Y, che avevano un contenuto piu
alto di melone o erano mix contenenti di tutti i sottoprodotti testati, le larve hanno raggiunto pesi superiori
rispetto alle altre miscele (Fig. 1).

ANDAMENTO LARVE - STAGIONE ANNUALE
0,35
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0,2
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Peso medio larve (g)

o

-0,05

, &
Substrati testati

ml (gg0) mL(gg4) mL(gg9) =L (gg14) mL (gg 18)

Fig. 1. Andamento del peso delle larve nel mix annuale (media+ deviazione standard)

Ogni mix testato ha portato a tempi di sviluppo differenti, tuttavia dal giorno 18 il numero di PP raccolte &
aumentato raggiungendo il humero massimo di PP raccolte in un unico controllo (picco di prepupe) tra il
giorno 24 e 28 in quasi tutti i mix, ad eccezione del substrato D nel qual gia al giorno 14 si era raggiunto il
picco (Fig. 2). In generale un’elevata percentuale di melone nella miscela promuove la velocita di sviluppo
e l'incremento di peso delle PP. Nei substrati H, F, U e V, che avevano percentuali variabili di mango, kiwi
e mela, i picchi sono stati raggiunti piu tardi, tra i giorni 35 e 57 dell’esperimento (Fig. 3, 5). Il tempo
richiesto affinché ~100% delle larve allevate su questi substrati raggiungesse lo stadio di PP & stato in totale
di 62 giorni. I tempi per il raggiungimento dell’'85% delle PP in alcune miscele sono stati relativamente
brevi, ad esempio in D gia al 28° giorno di esperimento e in R al 35° (Fig.2, 4). Mentre altre miscele come
C, F, H, S, UeY hanno richiesto tempi molto lunghi: questi mix sono accomunati dalla presenza di elevate
percentuali di mango, ananas e kiwi e in Y sono presenti tutti i substrati testati (Fig. 2, 3, 5, 6). I substrati
A e D hanno portato ad un numero di PP superiore, ma la miscela A, composta da 50% mango e 50%
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melone, si € rivelata la migliore da questo punto di vista. Tuttavia, in generale, il numero di PP sviluppatesi
e stato notevolmente inferiore rispetto al controllo (Fig. 2).

ANDAMENTO PP SUBSTRATI A+ B+ C+ D+ E STAGIONE ANNUALE
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gg 149g 189g 21gg 249g 289g 319g 359938 gg g9gg gg 50gg 53gg 57gg 60gg 65
42 45
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Fig. 2. Andamento PP substrati A+B+C+D+E stagione annuale.
ANDAMENTO PP SUBSTRATI F+ G+ H+ J+ L STAGIONE ANNUALE
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Fig. 3. Andamento PP substrati F+G+H+J]+L stagione annuale.
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ANDAMENTO PP SUBSTRATI N+ P+ Q+ R STAGIONE ANNUALE
40
35
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25
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15

10 /'

NUMERO MEDIO PP
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gg 14 gg 189g 21gg 24gg 289g 3199 3599 38 gg gg gg 509gg 53 gg 57 gg 60 gg 65
42 45
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Fig. 4. Andamento PP substrati N+P+Q+R stagione annuale.

ANDAMENTO PP SUBSTRATI S+ T+ U+ V STAGIONE ANNUALE
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Fig. 5. Andamento PP substrati S+T+U+V stagione annuale.
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ANDAMENTO PP SUBSTRATI X+ Y+ Z+ CTR STAGIONE ANNUALE
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Fig. 6. Andamento PP substrati X+Y+Z+CTR stagione annuale

Rispetto al gruppo di controllo le PP allevate con i mix annuali hanno raggiunto un peso inferiore. Tuttavia,
pesi leggermente superiori rispetto alla media sono stati registrati nelle PP allevate sui mix con un contenuto
di melone superiore o uguale al 50%, o con una combinazione di melone ed ananas, kiwi o mela, nel
concreto i substrati A, R, G, J e Q (Fig. 7).

% PREPUPE - STAGIONE ANNUALE
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TOOUO L LOoRN VRO AN+ e
Substrati testati C©

mmm Numero di pp Peso medio di una pp

Fig. 7. Percentuale di PP e peso medio delle PP su substrati annuali.

La piu alta percentuale di mortalita larvale & stata raggiunto nei substrati C, F e Y (Fig. 8), caratterizzati
da un elevato contenuto di ananas o mango.
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Fig. 8. Percentuale di mortalita larvale su substrati annuali

In generale, la riduzione del substrato € molto elevata (Fig. 9.), verosimilmente anche come conseguenza
delle lunghe tempistiche richieste per lo sviluppo delle prepupe.
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Fig. 9. Percentuale di riduzione del substrato per il gruppo annuale

Sottoprodotti stagione estiva

I controlli sullo sviluppo larvale sono stati eseguiti nei giorni 4, 7, 11 e 14 dell'esperimento, periodo che si
sovrapponeva con la comparsa di PP nelle ultime due date, i giorni 11 e 14 di prova. Il peso delle larve che
si sono sviluppate nelle miscele L ed E: |la prima costituita da solo pomodoro (100% pomodoro) e la seconda
da mango e melone (~33,3%) e pomodoro (~66,6%), € risultato simile a quello delle larve della dieta di
controllo. Anche per quanto riguarda i tempi di sviluppo la combinazione di pomodoro e melone si € rivelata
la migliore abbassando le tempistiche, infatti nei mix E, H, J, K ed L, che contengono elevate percentuali
di entrambi, gia il giorno 11 piu del 10% delle larve erano diventate PP (Fig. 10).

Ogni miscela testata ha portato a tempi di sviluppo differenti. Per la maggior parte dei mix di substrati
testati, il picco di raccolta delle PP € avvenuto il giorno 18 dell’'esperimento, ad eccezione dei mix contenenti
un’elevata percentuale pesca, rispettivamente i mix A, B, G ed M, dove il picco & stato raggiunto tra il 25°
e il 32° giorno (Fig. 11, 12, 13).

Il tempo richiesto affinché ~100% delle larve allevate su tutti i substrati raggiungesse lo stadio di PP & stato
di 39 giorni. Tuttavia, il mix M, dove era presente una grande quantita di pesca (66%) ma niente pomodoro,
ha richiesto un tempo di sviluppo pil lungo (42 giorni) (Fig. 13).
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Il raggiungimento dell’85% di PP & avvenuto in tempi diversi a seconda dei mix utilizzati, i piu performanti
sono stati E, D, H ed L nei quali gia al 21° giorno era stato raccolto 1'85% di PP (Fig. 11, 12, 13). Queste
miscele erano caratterizzate da alte concentrazioni di melone, come in H, o di pomodoro, come in E ed L,
invece nel mix D erano presenti tutti i substrati di gruppo stagionale. I risultati peggiori per quanto riguarda
il tempo necessario per raggiungere 1'85% delle PP sono stati registrati nel substrato B composto da sola
pesca (100%) che ha impiegato 39 giorni (Fig. 11).

ANDAMENTO LARVE - STAGIONE ESTIVA
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Fig. 10. Andamento del peso delle larve nel mix estivo (media+ deviazione standard)

ANDAMENTO PP SUBSTRATI A+B+C+D+E STAGIONE ESTIVA
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Fig. 11. Andamento PP substrati A+B+C+D+E stagione estiva
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ANDAMENTO PP SUBSTRATI F+G+H+I+] STAGIONE ESTIVA
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Fig. 12. Andamento PP substrati F+G+H+141] stagione estiva
ANDAMENTO PP SUBSTRATI K+L+M+CTR STAGIONE ESTIVA
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Fig. 13. Andamento PP substrati K+L+M+CTR stagione estiva

I substrati estivi hanno portato ad un numero e ad un peso delle PP simile a quelle del controllo, questo
risulta evidente soprattutto se si fa un confronto con le PP ottenute nel gruppo annuale. Anche il numero
di giorni necessario per lo sviluppo delle larve & simile a quello registrato nel controllo (Fig. 14).
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Fig. 14. Percentuale di prepupe e peso medio di PP su substrati estivi.

La piu bassa percentuale di mortalita larvale € stata raggiunta nei substrati D e L (Fig. 15), caratterizzati
da un elevato contenuto di pomodoro.

Fig. 15. Percentuale di mortalita larvale su substrati estivi

La riduzione del substrato piu elevata esta notata nei substrati B e M (Fig. 16.), carraterizzati da un
elevato contenuto di pesca.
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Fig. 16. Percentuale di riduzione del substrato su gruppo estivo

Sottoprodotti stagione autunnale

I controlli per lo sviluppo larvale sono stati eseguiti nei giorni 5, 8, 12 e 15 dell'esperimento, periodo che
si sovrapponeva con la comparsa di PP nei giorni 12 e 15. In questo gruppo sono state registrate le migliori
prestazioni di allevamento. Nelle miscele A, B, E, I, N e O il peso medio delle larve & stato piu elevato e il
tempo di sviluppo pil rapido rispetto a quelli registrati nel controllo. In tali miscele il contenuto di legumi
e mais era alto ed anche quello di mango e melone, ma in tutte la percentuale di scarti di lavorazione delle
olive era bassa. A questo va aggiunto che la miscela L, costituita al 100% da sansa e acque di scarto delle
olive, ha portato allo sviluppo di larve molto piccole e leggere e tra tutti i mix si & rivelata quella meno
adatta allo sviluppo delle MS (Fig. 17.).

I tempi di sviluppo sono stati notevolmente inferiori rispetto a quelli registrati nelle fasi precedenti
dell’esperimento (substrati annuali ed estivi), nella maggior parte dei substrati I'85% delle PP & stato
raccolto tra il 15° e il 19° giorno (Fig. 18, 19, 20, 21). Tuttavia, le miscele J ed L, costituite da una
percentuale elevata di scarti di olive o di mix annuale, ma prive di legumi, hanno portato a tempi di sviluppo
decisamente lunghi, rispettivamente 36 e 64 giorni (Fig. 20). Tutti i picchi di raccolta sono avvenuti nei
primi giorni dell’'esperimento tra il 12° e il 19° giorno, ad eccezione che in J ed L (Fig. 18, 19, 20, 21).
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Fig. 17. Andamento del peso delle larve nel mix autunnale (media+ deviazione standard)
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ANDAMENTO PP SUBSTRATI A+B+C+D STAGIONE AUTUNNALE
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Fig. 18. Andamento PP substrati A+B+C+D stagione autunnale

ANDAMENTO PP SUBSTRATI E+F+G+H STAGIONE AUTUNNALE
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Fig. 19. Andamento PP substrati E+F+G+H stagione autunnale
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ANDAMENTO PP SUBSTRATI I+J+K+L STAGIONE AUTUNNALE

70 o I

60

50

40

30

20

10 [85% L

0 ~e—— e
gg 12gg 15gg 199gg 22gg 26gg 29gg 33gg 36gg 40gg 43gg 47gg 50gg 54gg 57gg 61gg 64

MEDIA NUMERO PP

——] —0—] —e—K L

Fig.20. Andamento PP substrati I+J+K+L stagione autunnale

ANDAMENTO PP SUBSTRATI M, N, O E CONTROLLO STAGIONE
AUTUNNALE
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Fig. 21. Andamento PP substrati M+N+0+CTR stagione autunnale.

I mix autunnali hanno portato allo sviluppo di PP dal peso maggiore e in numero superiore rispetto al
controllo. Nei mix H, J, L le PP avevano un peso inferiore: in nessuno di questi substrati erano presenti
legumi o mais, mentre vi erano dosi elevate di mango e melone o residui di olive (Fig. 22.).
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Fig. 22. Percentuale di prepupe e peso medio delle PP su substrati autunnali.

La percentuale di mortalita larvale piu alta si & osservata nei substrato L (Fig. 23), caratterizzato da un
elevato contenuto di residui di lavorazione delle olive.

Fig. 23. Percentuale di mortalita larvale su substrati estivi

La riduzione del substrato pilu elevata si € registrata nei substrati H, J, K e N (Fig. 24), carraterizzati da
un elevato contenuto di melone e mango.
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Fig. 24. Percentuale di riduzione del substrato su gruppo autunnale

Prova su effetto aggiunta di acqua

Nelle figure 25-28 & illustrato I'andamento della crescita larvale durante il periodo di osservazione. Come
gia osservato, in termini di peso larvale e tempistiche di sviluppo, i risultati del gruppo autunnale sono stati
i migliori, con valori anche migliori al controllo. Il gruppo annuale ed estivo, invece, hanno presentato
similarita nel peso delle larve ma differenza nelle tempistiche. Tuttavia i risultati ottenuti in questi gruppi
sono stati inferiori al controllo. Come riportato dai grafici (Fig. 25, 26, 27), la differenza tra i trattamenti
con e senza acqua aggiunta, non e rilevante.

Fig. 25. Andamento delle
larve su substrati del
gruppo annuale
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Fig. 26. Andamento delle
larve e prime prepupe su
substrati del gruppo
estivo

Fig. 27 Andamento delle larve e prime prepupe su substrati del gruppo autunnale

Fig. 28. Andamento delle larve e prime prepupe su substrati di controllo
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La piu alta percentuale di mortalita larvale si & registrata nel gruppo annuale in contrapposizione al
gruppo autunnale (Fig. 29). Generalmente I'aggiunta di acqua ha aumentato il tasso di mortalita.

% MORTALITA’ LARVE
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Annuale H20 Annuale H20 Estivo H20 - Estivo H20 + Autunnale  Autunnale Controllo
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Fig. 29. Percentuale di mortalita larvale sui substrati testati

La percentuale di riduzione del substrato, alla fine dell’'esperimento, € stata generalmente piu alta che nel
controllo, ad eccezione del substrato estivo con acqua aggiunta.
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Fig. 30. Percentuale di riduzione dei substrati testati
CONCLUSIONI

Le prove sperimentali di laboratorio hanno dimostrato che & possibile allevare le mosche soldato sui
substrati forniti dalle aziende del progetto in ogni momento dell’anno, sebbene con differenze anche
importanti nei parametri di crescita di larve e prepupe. In generale il gruppo autunnale ha portato alle
migliori performance di crescita delle larve, seguito dal gruppo estivo e infine dal gruppo annuale.
Prendendo in considerazione i singoli substrati, quelli che hanno portato a performance di crescita migliori
delle larve sono stati: melone (annuale); pomodoro (estivo); legumi e mais (autunnale) Da quanto ottenuto
in laboratorio € stato possibile individuare miscele ottimali per ogni gruppo stagionale che sono state
utilizzate su scala semi industriale nello step successivo del progetto.

E possibile confermare che su le miscele ottimali non e necessaria I’'aggiunta di acqua ai fini di ottenere
larve mature. Inoltre, si e notano buone performance delle larve sulle formulazioni ottimali di ogni gruppo
stagionale.
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SOTTO-AZIONE 3.2 Caratterizzazione dei diversi SA, frazionamento e caratterizzazione della
composizione della biomassa larvale (BL) in funzione dei diversi SA, valutazione dei possibili usi

alimentari (feed)

Attivita 3.2.1 Caratterizzazione delle biomasse vegetali
Uar: UNIPR

OBIETTIVI

Le diverse biomasse vegetali utilizzate per la crescita degli insetti sono state caratterizzate in termini di
umidita, proteine, carboidrati, lipidi e polifencli, al fine di poter correlare la composizione delle diverse
biomasse e delle loro miscele con la crescita degli insetti, determinando quindi le potenzialita dei diversi
residui vegetali come substrato di allevamento.

MATERIALI E METODI

Sono stati analizzati tutti i substrati utilizzati nelle prove preliminari di allevamento (vedi attivita 3.1.2) e
nello specifico:

-substrati annuali: frutti esotici, ananas, kiwi, mela, melone

-substrati estivi: pesche, pomodori

-substrati autunnali; ceci, cannellini, mais, sansa, acqua lavorazione olive

Su ciascun campione sono stati determinati i seguenti parametri compositivi, utilizzando metodi ufficiali
(AOAC).

Contenuto di umidita: mediante essicamento in stufa a 104 °C per 24h o comunque fino a peso costante
Ceneri: incenerimento in muffola a 550 °C per 5h e fino a peso costante

Lipidi totali: estrazione in continuo con etere etilico mediante estrattore soxhlet automatico

Proteine totali: digestione completa del campione in acido solforico/fosfosolforico e distillazione e titolazione
dell'ammoniaca prodotta (metodo Kjeldahal). Il fattore di conversione azoto proteine utilizzato & stato 6.25.
Sono state inoltre determinate le fibre totali con il metodo ufficiale AOAC 991,43 e il contenuto totale di
polifenoli con il metodo Folin-Ciocalteu. I carboidrati digeribili sono stati determinati per differenza,
seguendo l'equazione:

00— (Wpr + Wry + Wy + W + Wpe + W)

Carbohydrates (%wt) = 1 o

dove al numeratore sono stati considerati le somme dei pesi in grammi di proteine, grassi, acqua, ceneri,
polifenocli e fibre

RISULTATI

I risultati dell’analisi centesimale sono riportati nelle seguenti tabelle per ciascun residuo vegetale utilizzato
nelle miscele di allevamento di cui all’attivita 3.1.2. I dati ottenuti mostrano come tutti i substrati abbiano
un elevato contenuto d‘acqua, in particolare i substrati estivi e annuali (costituiti prevalentemente da frutti).
Il contenuto lipidico & molto basso eccetto per le sanse e i residui della lavorazione del mais dove si ritrovano
percentuali superiori all'1%. Il contenuto proteico € molto basso in tutti i substrati annuali e nelle pesche
mentre risulta piu elevato nel pomodoro e nei residui della lavorazione di legumi e cereali (mais). II
contenuto di fibre totali (parametro determinato in aggiunta a quanto previsto dal piano perché ritenuto
comunque importante per una completa comprensione delle proprieta nutrizionali dei substrati) & risultato
quasi sempre piuttosto alto, specialmente se si vanno a considerare i dati rapportati alla sostanza secca. Il
contenuto di carboidrati disponibili & piuttosto variabile ed in generale inversamente proporzionale al
contenuto di fibra. Il contenuto totale di polifencli & stato determinato per valutare un possibile effetto
inibente di queste sostanze sullo sviluppo degli insetti. La loro concentrazione si & attestata intorno ai 100-
200 ppm, eccetto il melone che presenta concentrazioni trascurabili (2 ppm) e altri frutti che presentano
concentrazioni piuttosto basse (20-40 ppm).
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Tabella 3.2.1.1: Composizione centesimale (g/100g di residuo tal quale, eccetto per i polifenoli
espressi in ppm) dei substrati d’allevamento

Polifenoli % carboidrati
stagionalita %lipidi  %ceneri %umidita %fibre (mg/kg) %proteine disponibili
frutti esotici 0,08 0,48 81,23 2,04 120 0,72 15,44
annuale ananas 0,21 0,62 86,51 0,75 18 0,52 11,39
kiwi 0,05 1,73 87,54 2,39 42 0,94 7,36
mela 0,04 0,32 90,83 1,54 26 0,35 6,92
melone 0,08 0,71 93,78 5,61 2 0,48 tracce
autunnale ceci 0,95 1,06 60,97 22,81 107 9,4 4,79
cannellini 0,45 1,04 60,28 22,44 134 7,89 7,87
mais 1,44 0,96 52,2 33,59 122 11,49 0,3
sansa 3,66 1,07 51,71 33,32 172 1,97 8,23
acque 0,03 2,89 90,94 tracce 164 0,93 5,19
estiva pesche 0,82 0,52 89,89 3,58 115 0,87 4,31
pomodori 0,37 0,81 79,67 17,23 248 3,02 tracce

Tabella 3.2.1.2: Composizione centesimale (g/100g di sostanza secca) dei substrati
d’allevamento

stagionalita %lipidi %ceneri %fibre  %polifenoli %proteine % carboidrati disponibili
frutti esotici 0.6 2.6 10.9 0.0639 3.8 82.3
annuale ananas 1.1 33 4.0 0.0096 2.8 60.7
kiwi 0.4 13.9 19.2 0.0337 7.5 59.1
mela 0.4 3.5 16.8 0.0284 3.8 75.5
melone 13 114 90.2 0.0032 7.7 tracce
autunnale ceci 2.4 2.7 58.4 0.0274 24.1 12.3
cannellini 1.1 2.6 56.5 0.0337 19.9 19.8
mais 3.0 2.0 70.3 0.0255 24.0 0.6
sansa 7.6 2.2 69.0 0.0356 4.1 17.0
acque 0.3 31.9 tracce 0.1810 10.3 57.3
estiva pesche 8.1 5.1 35.4 0.1137 8.6 42.6
pomodori 1.8 4.0 84.8 0.1220 14.9 tracce
CONCLUSIONI

Il lavoro di caratterizzazione effettuato ha permesso di ottenere informazioni importanti sulla composizione
di molti sottoprodotti e scarti di aziende di trasformazione ortofrutticola presenti in regione. Questi dati
sono tuttora piuttosto carenti ma sono fondamentali per individuarne la valorizzazione ottimale e sarebbe
quindi auspicabile la creazione di un database compositivo ampio per tutti i by-products disponibili in
regione. Inoltre, la conoscenza della composizione dei substrati, combinata con i dati relativi all’allevamento
degli insetti e |I'analisi statistica ha permesso di individuare alcuni nutrienti fondamentali per la crescita
delle larve e I'effetto di eventuali sostanze inibenti. Questo tipo di correlazione € stata discussa in un articolo
scientifico pubblicato su rivista con impact factor (Barbi, S., Macavei, L.I., Fuso, A., Luparelli, A.V., Caligiani,
A., Ferrari, A.M., Maistrello, L., Montorsi, M. 2020, Valorization of seasonal agri-food leftovers through
insects. Science of the Total Environment, 709,136209
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Attivita 3.2.2 Caratterizzazione delle biomasse da insetti - Frazione proteica e chitinosa
Uar: UNIPR

OBIETTIVI

Lo scopo di questa attivita & stato principalmente valutare |'effetto dei diversi substrati di crescita sulla
composizione chimica, sulle proprieta nutrizionali e sulla eventuale presenza di componenti bioattivi delle
prepupae di mosca soldato e valutare quindi in via preliminare il miglior utilizzo delle biomasse di insetti
ottenuti, con particolare riferimento alla frazione proteica e chitinica.

MATERIALI E METODI

Analisi centesimale - Le biomasse costituite dalle larve dell’insetto sono state inizialmente caratterizzate
per la loro composizione centesimale mediante analisi di umidita, ceneri, lipidi totali e proteine totali
mediante le metodiche gia riportate al punto 3.2.1. Per il contenuto proteico totale & stato utilizzato come
fattore di conversione il valore di 4.67, come riportato in letteratura per le prepupae di mosca soldato
(Jansenn et al., 2017)

Determinazione della composizione amminoacidica - Il campione macinato e stato accuratamente
pesato (circa 0,5 g) e idrolizzato in HCl 6N a 110°C per 23 h. Si e proceduto poi con l'aggiunta di 7.5 mL
di standard interno (norleucina 5mM in HCl 0.1N), filtrazione con Buchner e diluizione in un matraccio da
250 mL con acqua distillata. La soluzione, poi, & stata ulteriormente filtrata attraverso membrana in nylon
con pori da 0.45 pm. La cisteina, invece, & stata determinata (su un campione separato) come acido cisteico
dopo ossidazione con 2 mL di acido performico (preparato appena prima dell’utilizzo miscelando 9 parti di
acido formico con una parte di perossido di idrogeno) per 16 h in ghiaccio. Questa procedura e fondamentale
perché la cisteina viene totalmente persa in seguito a idrolisi acida mentre |'acido cisteico permane nel
campione e risulta essere di conseguenza quantificabile (Fountoulakis and Lahm, 1998). Successivamente
sono stati aggiunti 300 pL di acido idrobromidrico per rimuovere |'eccesso di acido performico e, dopo aver
portato a secco sotto flusso d” azoto, si & proceduto con l'idrolisi acida come per gli altri amminoacidi. Le
rette di calibrazione sono state costruite con 5 soluzioni standard a diverse concentrazioni di mix di
amminoacidi, acido cisteico e norleucina (standard interno).

Prima delle analisi dei campioni e delle rette & stato perd necessario procedere con la derivatizzazione con
AQC, una modificazione chimica che impartisce nuove caratteristiche agli analiti rendendoli in questo caso
stabili e idonei all'lUPLC-ESI.

A 10 pL di campione (oppure 10 pL di soluzione standard) sono stati aggiunti 70 pL di tampone borato
(incluso nel kit, per stabilizzare il pH) e 20 pL di fluoroforo precedentemente ricostituito. Dopo
un‘incubazione a 55°C per 10 minuti sono stati aggiunti 100 pL di acqua e lintera soluzione e stata poi
trasferita nelle vials per |'analisi UPLC nelle seguenti condizioni: Strumento: ACQUITY UPLC con rivelatore
ESI-MS; colonna: Acquity BEH C18 (1.7um, 2.1 x 100mm); Eluenti: A:H20 + 0.2% CH3CN + 0.1%
HCOOH; B:CH3CN + 0.1% HCOOH;Gradiente degli eluenti: isocratico 100%A per 7 minuti, 75,6%A,
24.4%B dopo 28 minuti, isocratico 100%B da 29 a 32 minuti, isocratico 100%A da 33 a 45 minuti; Durata
corsa: 45 minuti; Temperatura colonna: 35°C;Temperatura campione: 18°C; Volume di iniezione:
2uL; Modalita di acquisizione: Full scan 240-500 m/z; Pressione: 0-14000 psi

La quantificazione di ciascun aminoacido & stata fatta mediante la costruzione di rette di calibrazione,
ponendo in ordinata il rapporto  Area(AA)/(Area (SI))*Conc(SI) e in ascissa la concentrazione
dell'aminoacido

Determinazione del triptofano mediante idrolisi alcalina -Il triptofano € un aminoacido la cui
determinazione richiede un protocollo differente, perché viene totalmente degradato in ambiente acido
(Fountoulakis and Lahm, 1998). E stato utilizzato dunque un altro metodo (Delgado-Andrade et al., 2006)
con qualche piccola modifica. 200mg di campione macinato sono stati aggiunti a 3mL di NaOH 4N e 150uL
di 5-metil-triptofano 0.69 mM, utilizzato come standard interno. L'idrolisi & stata lasciata procedere per
18h a 110°C, dopodiché la soluzione & stata neutralizzata con HCI fino ad ottenere un pH di 6.5. Infine, e
stata diluita fino a 25mL con il tampone borato e centrifugata per 5 minuti a 4000rpm (temperatura
ambiente). Il surnatante & stato filtrato attraverso membrana in nylon con pori di 0.45um. La
quantificazione del triptofano & stata eseguita in questo modo: & stata preparata una soluzione, il cosiddetto
fattore di risposta, contenente lo standard interno e I'analita (il triptofano) a concentrazioni note. Dopodiché
e stato calcolato, in questo modo, un fattore di correzione R:

R= ( [Area] _trp* [Concentrazione] _SI)/( [Area] _SI* [Concentrazione] _trp )
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dove per SI s‘intende lo standard interno e per trp il triptofano. Alla fine, sono stati analizzati i campioni e
le aree del triptofano sono state “corrette” in questo modo:

Area triptofano corretta= (Area triptofano del campione)/R

Infine, € stato calcolato il peso del triptofano presente nel campione dividendo I'area corretta del triptofano
per |'area dello standard interno e poi moltiplicandola per il peso di quest’ultimo.

I campioni sono stati analizzati con UPLC-ESI/MS applicando le stesse condizioni utilizzate per I'analisi degli
aminoacidi totali, eccetto la modalita di acquisizione. E stato infatti utilizzato il metodo SIM, che permette
di rivelare solo gli ioni con determinati rapporti massa/carica; sono stati selezionati gli ioni con massa 205
e 219, valori che rappresentano il peso molecolare del triptofano e dello standard interno.

Valutazione del profilo proteico mediante SDS-PAGE -Le frazioni proteiche sono state estratte dalle
prepupe di Hermetia illucens cresciute sui diversi substrati vegetali e sono state analizzate mediante
elettroforesi SDS-PAGE con l'obiettivo di confrontare i profili proteici in termini dimensionali (peso
molecolare delle proteine). Per I'analisi vengono utilizzati circa 40 ug di proteine, ottenuti andando a seccare
precisi volumi di estratti proteici. Il volume prelevato & stato calcolato a partire dai risultati sul calcolo delle
concentrazioni eseguite tramite analisi rapida Qubit.

L'estrazione proteica & stata fatta su 0,5 g di campione macinato che poi vengono fatti reagire con 10 ml
di tampone preparato in modo da ottenere le seguenti concentrazioni: KCI 1M, DTT 50mM, EDTA 0,5 mM,
Tris-HCI 25 mM. L’estrazione viene condotta a 4°C per 7 h in agitazione, dopodiché la soluzione viene
centrifugata per 30 minuti a 4°C a 3900 rpm in modo tale da separare il surnatante contenente la frazione
proteica. La quantita di proteine in soluzione & stata determinata mediante metodo rapido Qubit. II kit del
Qubit & costituito da un fluoroforo apposito per i peptidi, da un buffer e dalle soluzioni standard a tre
concentrazioni diverse di proteine. E stata preparata una “working solution”, costituita per 1/200 dal
fluoroforo e per 199/200 dal buffer. Di questa soluzione, se ne sono prelevati 198uL che sono stati miscelati
con 2uL di campione, in modo tale da ottenere un volume finale di 200puL nell’apposita eppendorf. Dopo
un’incubazione al buio (il fluoroforo & fotosensibile) e a temperatura ambiente per 15 minuti, & stato
possibile procedere con la lettura dello strumento al fine di determinare la quantita di campione da prelevare
per caricare nella cella 40 pg di proteina. Gli estratti proteici, prelevati nelle corrette quantita e portati a
secco sotto flusso di azoto, sono stati ripresi ciascuno con 25uL di soluzione, composta da sample buffer
XT4X, reducing agent XT20X e acqua bidistillata. 1,25pL di marker broad range, soluzione contenente i
marker a diverso peso molecolare, sono stati aggiunti a 30uL della stessa soluzione usata per dissolvere le
proteine secche. Dopo aver opportunamente miscelato i campioni e i marker con il vortex, € stato incubato
il tutto nel termociclatore a 95°C per 5 minuti. Dopodiché il gel di poliacrilamide & stato inserito nella cella
elettroforetica, riempita con una soluzione di Running Buffer diluito 1:20 con acqua distillata. Il supporto
per il gel € costituito da una serie di pozzetti, in cui sono stati iniettati i campioni e i marker mediante una
siringa. La vaschetta € stata successivamente chiusa con un coperchio dotato di elettrodi che direttamente
collegati allo strumento applicano un campo elettrico. I campioni e i marker migrano dunque verso il polo
positivo (dall’alto verso il basso). Terminata la corsa, poi, &€ stato spento il voltaggio e tolto il gel dal
supporto. Il gel € stato colorato con Coomassie Brilliant Blue, decolorato e infine scansionato con il
densitometro GS-800 controllato dal software "Quantity One" (BIO-RAD).

Determinazione della chitina - L'insetto macinato viene sottoposto a idrolisi acida per la determinazione
del contenuto di N-acetilglucosammina, seguendo la stessa metodica riportata per la determinazione degli
ammino acidi totali. A fine idrolisi e dopo raffreddamento, all’idrolizzato € stato aggiunto 1 ml della soluzione
di standard interno Phenyl beta-D-glucopyranoside. Si filtra, con carta da filtro, e si secca con rotavapor.
L'estratto secco viene derivatizzato con DMF (800 ul) e BSTFA (200 pl) e posto in stufa a 60°C per 1h, per
I'analisi GC/MS. dotato di rivelatore a spettrometria di massa con analizzatore a singolo quadruplo, iniettore
split/splitless e software di acquisizione dati. Lo strumento utilizzato € costituito da un gascromatografo
Agilent Technologies 6890N e da uno spettrometro di massa Agilent Technologies 5973N. Colonna: capillare
in silice fusa, lunghezza 30 metri, diametro interno 0.25 mm, fase stazionaria metilfenilsiliconica (5% fenile,
spessore della fase stazionaria 025 pm.
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RISULTATI
Analisi centesimale

Tabella 3.2.2.1: Contenuto di umidita, composti azotati, grassi e ceneri delle prepupe di Hermetia illucens
cresciute sui substrati annuali. CTR indica il campione controllo, cresciuto sui substrati convenzionali che
vengono generalmente utilizzati per I'allevamento delle mosche soldato.

Composizione dieta Analisi centesimale

Entomol

ogy Frutti Esotici/ | Ananas | Kiwi | Mela | Melone umidita grassi ceneri proteine Chitina
code Mango (g) () (8 | (g) (g) (s/100g) | (g/100g) | (g/100g) | (g/100g) (s/100g)
A 375 0 0 0 375 71.15 6.52 2.60 11.49 5.24
B 75 75 450 75 75 70.95 7.70 4.80 11.03 3.51
C 0 750 0 0 0 72.27 5.01 4.86 10.95 4.39
D 0 0 0 0 750 70.78 5.05 3.50 12.32 5.31
E 0 0 0 750 0 70.61 7.01 3.69 11.39 4.65
F 750 0 0 0 0 69.66 9.60 3.75 11.29 3.62
G 150 150 150 150 150 69.79 8.84 3.78 10.56 4.47
H 375 0 375 0 69.94 8.42 4.74 10.53 4.05
J 375 0 375 71.51 5.99 3.80 11.39 4.64
L 0 0 375 375 70.01 6.00 4.48 11.00 5.42
N 0 375 0 375 0 73.77 7.70 3.82 11.34 2.13
P 75 75 75 450 75 69.25 7.27 4.00 11.60 5.01
Q 0 0 0 375 375 70.24 7.52 4.10 11.67 4.11
R 75 75 75 75 450 69.69 5.83 3.24 11.38 6.28
S 0 375 375 68.75 7.55 5.11 11.87 4.28
T 375 375 0 72.40 8.81 3.77 11.56 2.20
U 0 0 750 71.28 7.85 5.77 10.74 2.77
\Y 375 0 0 375 0 68.84 9.52 4.70 11.40 3.52
X 450 75 75 75 75 70.38 8.52 3.93 11.08 3.88
Y 75 450 75 75 75 71.40 7.48 3.90 11.58 3.59
z 0 0 375 375 0 72.68 7.03 4.12 10.69 3.48
CTR 68.73 12.00 2.33 12.23 3.00
Media 70.73 7.39 412 11.28 412

Tabella 3.2.2.2: Contenuto di umidita, composti azotati, grassi e ceneri delle prepupe di Hermetia illucens
cresciute sui substrati estivi. CTR indica il campione controllo, cresciuto sui substrati convenzionali che
vengono generalmente utilizzati per I'allevamento delle mosche soldato.
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Composizione dieta Analisi centesimale
Entomolog | /1 re () | Mango (g) | Pesche (g) Pomodori | ymidita | grassi(g/10 | ceneri(g/1 | proteine Chitina
y code (e) (2/100g) 0g) 00g) | (g/100g) | (g/100g)
A 0 0 750 375 72.83 12.67 2.07 11.69 0.74
B 0 0 1125 0 72.03 12.63 1.68 11.59 2.07
C 525 225 188 188 71.61 12.08 2.87 11.21 2.24
D 262 112 375 375 72.23 12.05 3.27 11.40 1.05
E 262 112 0 750 69.41 10.63 3.02 11.69 5.26
F 525 225 375 0 73.01 10.67 3.06 10.88 2.37
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G 131 56 750 188 73.07 12.16 2.40 12.22 0.14
525 225 0 375 70.66 7.46 3.26 11.40 7.22

I 788 338 0 0 69.99 8.96 3.33 11.05 6.67

J 0 0 375 750 71.74 12.17 2.68 11.07 2.33

K 131 56 188 750 71.80 12.61 2.66 11.84 1.09

L 0 0 0 1125 71.34 11.36 2.94 11.70 2.66

M 262 112 750 0 73.47 11.51 1.99 11.93 1.11
CTR 70.77 11.67 3.21 12.20 2.15
media 71.71 11.33 2.75 11.56 2.65

Tabella 3.2.2.3: Contenuto di umidita, composti azotati, grassi e ceneri delle prepupe di Hermetia illucens
cresciute sui substrati autunnali. CTR indica il campione controllo, cresciuto sui substrati convenzionali che
vengono generalmente utilizzati per I'allevamento delle mosche soldato.

Composizione dieta Analisi centesimale

Entor’(r;olo Ceci cannellini Maise Sanse umidita | grassi(g/10 | ceneri(g/1 | proteine Chitina
8y code (g/100g) 0g) 00g) (s/100g) | (g/100g)
A 46.875 46.875 468.75 46.875 71.33 11.97 1.08 12.63 2.98
B 0 0 375 0 72.83 11.57 1.18 12.65 1.76
C 0 0 750 0 70.56 10.18 0.93 13.78 4.55
D 70.3125 70.3125 140.625 351.5625 70.63 8.69 1.61 12.33 6.75
E 234.375 234.375 93.75 46.875 71.29 10.97 1.55 12.11 4.08
F 375 375 0 70.00 7.04 1.40 12.91 8.6
G 187.5 187.5 187.5 72.53 6.24 1.53 12.31 7.40
H 0 0 0 0 74.75 8.94 1.84 11.45 3.02

I 187.5 187.5 375 0 71.56 7.43 1.27 13.18 6.56
J 0 0 0 281.25 69.97 4.94 2.37 11.03 11.69
K 46.875 46.875 93.75 46.875 69.27 7.59 2.31 13.28 7.55
L 0 0 0 562.5 70.81 5.63 3.82 11.03 8.70
M 0 0 375 187.5 71.14 7.76 1.31 13.01 6.78
N 187.5 187.5 0 0 74.45 7.69 1.05 12.66 4.15
0 93.75 93.75 187.5 93.75 72.24 8.73 1.96 13.25 3.83
CTR 71.58 10.40 2.46 12.56 3.00
Media 71.56 8.49 1.73 12.51 5.72

Nell’attivita 3.1.2 del progetto sono gia state valutate le performance d’allevamento delle prepupe sui
diversi substrati in termini di peso, numero e tempo di crescita. Le analisi hanno mostrato:

. Peggioramenti rispetto al gruppo di controllo (insetti pit leggeri, meno numerosi, con tempi
d’allevamento maggiori) per quanto riguarda i substrati con disponibilita annuale.

. Risultati in linea rispetto al gruppo di controllo per quanto concerne i substrati con disponibilita
estiva i quali hanno mostrato, inoltre, una miscela ottimale di substrati composta per 1'80% da pomodori e
per il 20% da pesche.

. Miglioramenti generali rispetto al gruppo di controllo per quanto riguarda i substrati autunnali con
una miscela ottimale di substrati cosi composta:

- 35% di miscela ottimale di substrati disponibili tutto I'anno (70% melone e 30% frutti esotici)
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- 25% legumi
- 20% sanse
- 20% mais

Questi risultati, perd, non bastano per valutare I'impiego di sottoprodotti vegetali negli allevamenti di
mosche soldato destinate al Feed&Food. E stata, perciod, analizzata la composizione centesimale delle
prepupe di Hermetia illucens cresciute sui diversi substrati, elemento fondamentale e imprescindibile per
determinare il loro valore nutrizionale e, quindi, valutare il loro potenziale utilizzo nelle diete umane o negli
allevamenti come mangimi.

Per quanto riguarda il contenuto di grassi le analisi hanno evidenziato un quantitativo di grassi che varia
dal 16,44% sul DW per il campione J cresciuto sui substrati autunnali fino al 49,48% su DW per il campione
G cresciuto sui substrati estivi. Solo i campioni A e G cresciuti sui substrati estivi, perd, presentano un
guantitativo di grassi significativamente maggiore rispetto al campione controllo. Al contrario, i campioni
D, C e R cresciuti su substrati con disponibilita annuale presentano un contenuto di grassi significativamente
minore rispetto a quello dei campioni di controllo. In linea generale, nel gruppo di significativita a piu alto
contenuto lipidico & stata evidenziata una netta prevalenza di campioni cresciuti su substrati estivi (pari
all’'83%). I campioni cresciuti su substrati annuali e autunnali, al contrario, erano maggiormente presenti
nel gruppo di significativita a pil basso contenuto lipidico (rispettivamente pari a 63% e 30%).

Per quanto riguarda le ceneri si € evidenziato un contenuto che va dal 3,14% (DW) del campione C cresciuto
sui substrati autunnali fino al 20,10% sul DW del campione U cresciuto sui substrati annuali. Diversi
campioni di prepupe cresciute su substrati con disponibilita annuale evidenziano un quantitativo di ceneri
significativamente maggiore rispetto a quello del campione di controllo, mentre solo il campione C cresciuto
su substrati autunnali mostra un contenuto di ceneri significativamente minore a quello del campione di
controllo. In generale, i campioni cresciuti su substrati annuali presentano un contenuto di ceneri di gran
lunga superiore: nel gruppo di significativita a pil alto contenuto, infatti, il 100% dei campioni apparteneva
a questa categoria.

Per quanto riguarda il contenuto di chitina si sono osservati valori variabili, con quantita significativamente
piu alte rispetto al controllo in alcuni campioni estivi e autunnali

Per quanto riguarda il contenuto di proteine i risultati ottenuti non hanno evidenziato differenze significative
tra il campione di controllo e quello delle altre prepupe cresciute su substrati differenti. E’ stato pero
possibile individuare due gruppi di campioni con contenuti significativamente diversi di proteine: nel gruppo
comprendente i campioni a maggiore contenuto di proteine si denota una maggiore prevalenza di campioni
cresciuti sui substrati autunnali (40%). Viceversa, nel gruppo di significativita a piu basso contenuto di
proteine troviamo una netta prevalenza di campioni allevati su substrati vegetali annuali (46%).

Relazione tra la composizione del substrato d’allevamento e delle mosche soldato

Nell’'ambito del presente progetto abbiamo cercato di trovare una relazione tra la composizione nutrizionale
del substrato e quella delle prepupe. Per fare cid, € stata calcolata la composizione centesimale dei vari
mix a partire da quelle dei singoli prodotti vegetali.

In particolare ci si & focalizzati sul quantitativo di proteine, ed & stata trovata una correlazione positiva tra
le proteine contenute nei substrati e quelle delle mosche soldato (R=0,854). Il grafico di seguito riportato,
infatti, mostra come all’'aumentare del contenuto di proteine del substrato cresca anche quello di proteine
dell'insetto.
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Figura 3.2.2.1: relazione tra proteine contenute nei substrati e proteine delle mosche soldato. Sono
riportati soltanto i risultati relativi ai substrati annuali ed estivi.

Inoltre, ai f