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CAPITOLO 1

INTRODUZIONE

1.1 L'OSSIDAZIONE LIPIDICA

L'irrancidimento ossidativo, o autossidazione, e f@momeno che interessa
principalmente gli acidi grassi polinsaturi, castimti fondamentali della struttura e
garanti dell'integrita funzionale delle membranelbgiche. L'ossidazione lipidica puo
pertanto indurren vivo imponenti danni biologici, oltre ad essere cansgli alimenti,

di odori e sapori sgradevoli.

Il termine ossidazione indica un insieme specifdioreazioni derivanti dalla
combinazione chimica dell’ossigeno con gli acidiggi, sia liberi che esterificati.

Secondo la teoria piu comunemente accettata (Rawt al., 1997) 'ossidazione
dei lipidi avviene attraverso una serie di reaziomiicaliche a catena nelle quali e
possibile distinguere tre stadi definiti dntiuzioné, “propagazionée “terminazioné&

Nella fase di ihduzionég, I'attivazione di una molecola di acido grassoH)R
porta alla formazione di un radicale alchilico R

RH® R +H

Quando la quantita dei radicali alchilici ha raggo una sufficiente
concentrazione, si ha la fase grépagazion& per addizione di ossigeno su di un atomo
di carbonio adiacente ad un doppio legame si farmaalicale perossidico (RO che a
sua volta, estraendo un idrogeno da una molectd#tan produce un altro radicale ed un
idroperossido (ROOH):

R +0,® ROO
ROO + RH® ROOH+R
L'unione di radicali liberi tra loro, sottraendo gli stesdlia catena, determina la
“terminazionédelle razioni a catena:
R+R ® RR
R + ROO ® ROOR
ROO + ROO ® ROOR+ O,

Nella fase di ihduzioné sia I'assorbimento di ossigeno che la formaziciee

perossidi procedono lentamente; nella fase grogagaziongé I'assorbimento



dell'ossigeno ed il numero dei perossidi subiscona profonda impennata; nella fase di
“terminazion& mentre I'assorbimento dell’ossigeno continuaaadhentare, il numero di
perossidi inizia a decrescere.

Quando gli idroperossidi hanno raggiunto una cotragione sufficiente, inizia
una serie di reazioni ancora non del tutto chiaclie portano alla demolizione degli
stessi ed alla formazione di sostanze a maggiaadogdi ossidazione e minore peso
molecolare (aldeidi, chetoni, alcoli, chetoacidgcg, che costituiscono i prodotti
secondari dell'irrancidimento e sono responsalelicdsgradevole aroma tipico dei grassi
molto ossidati (Cappella et al., 1992).

1.2 | RADICALI LIBERI E LE DIFESE ENDOGENE

Nelle cellule del corpo umano, cosi come in ogganismo aerobico, avvengono
processi biochimici che consumano ossigeno peem@i@zione di energia. Dal processo
di utilizzazione dell’'ossigeno (ossidazione), sbgucono tuttavia dei prodotti di scarto
potenzialmente dannosi: i radicali liberi.

Dal punto di vista chimico i radicali liberi sonooktacole particolarmente
instabili, in quanto presentano uno o piu elettspaiati nell’orbitale pit esterno. Questo
induce i radicali liberi alla ricerca del propriguelibrio chimico tramite acquisizione
degli elettroni mancanti da altre molecole chegcainseguenza, diventano a loro volta
instabili e cercano un altro elettrone da altreeuole, innescando cosi un meccanismo di
instabilita a catena. L’alta reattivita dei radiclberi pu0 causare reazioni Spesso
indesiderate e lesive per le cellule e, quindi,igessuti e per gli organi (Mitscher et al.,
1997; Cestaro, 1994; Wisemann et al., 1996; Barknhal., (1996).

Tra le molecole altamente reattive rientrano leetdp reattive dell'ossigeno”
(ROS) come l'anione superossido, il radicale idiiwss il radicale perossidico e I'ossido
d’azoto, nonché specie non radicaliche, come iloggdo d’idrogeno, I'ossigeno
singoletto, I'acido ipocloroso e I'ozono. Il radieaidrossilico & il ROS piu reattivo e
dannoso nei sistemi biologici. Tale radicale € gatoedalla reazione dello ione ferroso
(F€™ con il perossido d’idrogeno. In questo processp come reazione di Fenton, la
quantita di radicale prodotto & direttamente prejpmale alla concentrazione di ferro o

rame.



La produzione endogena di ROS ha luogo principalen@ei mitocondri, dove
avvengono i processi ossidativi con trasporto elitedni (respirazione cellulare) nei quali
I'ossigeno funge da accettore finale di elettraai la produzione di energia. L'ossigeno,
guando svolge azione ossidante, viene esso steispasto ad una serie di riduzioni in
cui sottrae elettroni ad altre molecole, dando tuad una serie di intermedi radicalici. |
ROS sono prodotti anche dal metabolismo degli agidissi poliinsaturi a partire
dall'acido arachidonico durante la produzione degicosanoidi (prostaglandine,
trombossani e leucotrieni), molecole che svolgongpartanti funzioni a livello
dell'apparato vascolare. Un altro caso in cui @dpeione di radicali liberi € considerata
fisiologica ed utile all'organismo € quello cheeslizza nei macrofagi, in cui il radicale
superossido viene utilizzato come “killer" contratteri e virus patogeni. Oltre ai
meccanismi endogeni, i fattori che causano la priaehe di radicali liberi sono: stress,
diete shilanciate, alcool, fumo, intenso eserdi®igo, inquinamento e raggi solari.

Un eccesso cellulare di ROS contribuisce ai procissvecchiamento (Van Der
Loo et al., 2003) ed €& implicato nello sviluppo dmncro e di malattie croniche,
neurodegenerative e cardiovascolari, quali ischesalarosi multipla, arteriosclerosi,
cataratta, diabete, epatiti, morbo di Parkinsozh&imer, dermatiti e distrofia muscolare.
(Halliwell et al.,1990; Ames et al., 1992; Cesta®94; Chen et al., 1995; Stocker, 1999;
Benzie, 2000).

Anche un’eccessiva e non regolata (patofisiologstadesi di ossido nitrico (NO)
e considerata causa di molte malattie, alcune deiddi letali. La pericolosita del’NO é
dovuta alla formazione dell’anione perossinitri@NOO) o dell’acido idroperossinitroso
(HOONO), altamente tossici, e che derivano da @aaione rapida di ricombinazione
dell'anione superossido e dell’ossido nitrico. Dralparte, 'NO é coinvolto in processi
fisiologici fondamentali, quali I'azione vasodilaiae, la trasmissione di segnali al
sistema nervoso centrale e periferico, la rispe#iatossica e citostatica del sistema
immunitario (Geletii et al., 2002).

Si calcola che un organismo umano consumi 3.5 Kgsdigeno al giorno, che
portano ad una produzione annuale da parte dedlifesgno di diversi chili di perossidi
ed altri ROS. In condizioni normali il danno chedicali liberi possono causare a DNA,
proteine e lipidi € prevenuto dalla presenza mesoandi difesa endogeni costituiti da

enzimi (superossido dismutasi, glutatione perossidaatalasi), macro molecole



(albumina, ceruloplasmina, ferritina ed altre piro#¢, micro molecole (acido ascorbico,
glutatione, acido urico, tocoferoli, carotenoidi,olifenoli), ormoni (estrogeni,
angiotensina, melatonine, etc.). Ad esempio, i R&A0 trasformati in perossido
d’'idrogeno per azione di enzimi citoplasmatici etovondriali, come la superossido-
dismutasi (SOD), la catalasi e il glutatione. Irgesido d’idrogeno, essendo esso stesso
tossico e dannoso per le strutture cellulari, grazila catalasi ed alla glutatione
perossidasi € scisso in ossigeno ed acqua.

Alcune proteine (es: albumina, ferritina e transfer per il ferro; albumina,
cerulo plasmina e metallotioneina per il rame), pon agendo direttamente sui radicali,
svolgono un'attivita di prevenzione sul manifestatsi fenomeni ossidativi, per la
formazione di complessi stabili con i metalli darisizione che fungono da catalizzatori
(ferro e rame principalmente) (Geletii et al., 2002

| sistemi endogeni, seppure attivi, possono noniferuna sufficiente protezione
contro i ROS; in questi casi assumono particoldievo gli antiossidanti introdotti con
la dieta.

Oltre a danneggiare le cellule ed a causare gralattre, i ROS sono responsabili
dei processi di ossidazione negli alimenti, tra icyrincipale e I'ossidazione lipidica.
Tale processo riduce la shelf-life dei cibi, proaodo alterazioni organolettiche e

riduzioni del valore nutrizionale.

1.3 GLI ANTIOSSIDANTI

Con il termine “antiossidante” si definiscono tutie sostanze in grado di
contrastare i fenomeni ossidativi. La definizionigl pargamente usata € quella di
Halliwell (1995), secondo la quale “gli antiossitiansono sostanze che, in basse
concentrazioni rispetto al substrato ossidabileosm grado di ritardare o prevenire

I'ossidazione del substrato stesso”.

1.3.1 MECCANISMO DI AZIONE DEGLI ANTIOSSIDANTI

In relazione al meccanismo d’azione, gli antiossidai possono distinguere in
due tipologie:

Tipo : “Chain breakef. Agiscono da inattivatori di radicali liberi donando
idrogeno o trasferendo un singolo elettrone allecepradicaliche. Sono composti che,
grazie al potenziale di riduzione negativo, sonagiado di fornire ai radicali liberi gli



elettroni di cui sono privi, ripristinando cosidtglibrio chimico del sistema in cui
agiscono. La loro efficacia dipende dalla stabiti& radicali nei quali si trasformano;
pertanto, piu efficiente € la delocalizzazione delgttroni spaiati prodotti nella reazione
con i radicali liberi, maggiore € il loro poteretiassidante. Gli antiossidanti di questo
tipo possono disattivare le specie radicaliche itemue meccanismi fondamentali: per
trasferimento di un atomo di idrogeno (Hydrogen rAtoTransfer: HAT) o per
trasferimento di un singolo elettrone (Single HiectTransfer: SET). Il risultato finale e
lo stesso, ma le cinetiche ed il potenziale dedkezioni sono diversi (Prior et al., 2005).
In realta questi meccanismi possono aver luogoecontemporaneamente, ma sara la
struttura chimica dell’antiossidante, unitamentde akue proprieta di solubilita,
coefficiente di partizione e solvente, a deternmeniimeccanismo di azione prevalente.
L’energia di dissociazione dei legami ed il potateidi ionizzazione sono i due
principali fattori che influiscono sul meccanismosall’efficienza dell’antiossidante
(Wright et al., 2001). Gli antiossidanti “donatati un atomo di idrogeno” agiscono

secondo lo schema seguente:

Trasferimento di un atomo di H al radicale liberc

R +AH ® RH+ A

Presupposto perché una sostanza funga da antioesgl@he una volta ossidata,
la sua forma radicalica sia non reattiva o pocttiv@anei confronti delle altre molecole.

Le reazioni HAT sono indipendenti dal solvente & @¢H del mezzo e,
generalmente, avvengono abbastanza rapidamenteudendosi nel giro secondi o di
gualche minuto. Viceversa, le reazioni SET, decari@ntamente e sono pH-dipendenti.
L’elettrone puo essere donato al radicale lib&ig.(1, A) o ad un metallo pro-ossidante
(Fig. 1, B).

Appartengono a questo gruppo di antiossidantird-keitil-idrossianisolo (BHA),
il diterz-butil-idrossitoluene (BHT), il terz-butilrossichinone (TBHQ), il propil-gallato
(PG), i tocoferoli ed i composti fenolici.



A) Trasferimento di un elettrone ad un radicale libero

Elettrone
spaiato

\

Elettrone
donato

R +AH ® R + AH"

AH "+H,0® A + H3O"

R + HsO' ® RH + H,0

B) Trasferimento di un elettrone ad un metallc

Me(lll) + AH® Me(ll) + AH+

Figura 1. Schema di azione di un antiossidante donatoeéettroni (R = specie radicalica;

AH= antiossidante; Me = metallo).

Tipo |: “Metal scavengéer Prevengono la formazione di radicali liberi agendo
da agenti chelanti dei metalli.

loni metallici quali ferro o rame sono potenti msesidanti che accelerano
'energia di attivazione delle reazioni di iniziane dell’ossidazione lipidica, generando
radicali alchilichi a partire da acidi grassi (1)irmlucendo la formazione di ossigeno
singoletto (molto piu reattivo del normale ossigemipletto presente nell’aria che

respiriamo) mediata dall’anione superossido (2):

FE* + RH ® Fé& + R 1)
FE* + %0, ® Fé + Q@ ® '0f + e (2)

I metalli inoltre perpetuando I'ossidazione lipidjcproducendo radicali liberi
attraverso la reazione di Fenton (3). Tale reazidra principale via di formazione di

radicali alcossilici, che sono i piu reattivi e jgetosi ROS dei sistemi biologici:



F¢* + HO, ® Fé +OH + OH ©)

Altri radicali liberi formati dai metalli si produno dalla decomposizione degli

ridotta (FE") che in quella ossidata (B quest'ultima, tuttavia, & risultata produrre

radicali con una velocita 10 volte piu bassa (&4illL996).

F€* + ROOH ® Fé* + RO + OH (4)
FE* + ROOH ® Fé* + ROO + H (5)

Esempi di metal-scavenger sono l'acido etilen-diano@atracetico (EDTA)Hig.
2), I'acido citrico, I'acido ascorbico ed alcuni armoacidi.

Figura 2. Complesso “metallo-EDTA”

In natura, i limiti tra le due classi di antiosgitianon sono cosi netti, in quanto
alcune sostanze come i composti fenolici possomepootarsi contemporaneamente sia

dachain breakerche da metadcavenge(Cuvelier, 1997).
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1.4 GLI ANTIOSSIDANTI PIU COMUNI IN NATURA

La maggior parte degli antiossidanti che si connecappartengono al regno
vegetale. Molte piante sintetizzano questi comp@si soddisfare varie necessita
fisiologiche: la difesa contro parassiti, agenssici, condizioni ambientali inadeguate,
raggi ultravioletti; l'attrazione degli impollinaio(gli antociani e i flavonoidi sono
responsabili della colorazione di fiori e foglid)supporto strutturale (lignina e tannini);
la regolazione mediante fitormoni (flavonoidi edrelsostanze fenoliche semplici).
Queste funzioni avvengono a spese del metabolismm@po delle piante (accrescimento
e riproduzione) in quanto parte degli assimilath@alestinati allo svolgimento delle
suddette attivita (metabolismo secondario). Unaifume particolarmente importante del
metabolismo secondario € la protezione da stresidaiwi, infatti le piante che hanno
uno spiccato metabolismo secondario sono tendemeide piu ricche in sostanze
antiossidanti.

Gli antiossidanti naturali, ampiamente presentalimenti quali frutti e vegetali,
ricadono essenzialmente in tre grandi gruppi: l&mine, i composti fenolici e i
carotenoidi. L’acido ascorbico ed i fenoli sonoiul moti tra gli antiossidanti idrofili, i
carotenoidi tra quelli lipofili (Halliwell, 1996)Anche alcuni minerali (selenio, rame e
zinco) svolgono indirettamente funzioni antiossitdlanpoiché partecipano alla

regolazione di enzimi coinvolti nel meccanismo ifiesh antiossidante.
1.4.1 GLI ANTIOSSIDANTI VITAMINICI

VITAMINA C

Comunemente nota come acido ascorbictattone dell'acido 2-chetogulonico),
e caratterizzata da uno spiccato potere riducdndeo prodotto di ossidazione é I'acido
L-deidroascorbico. Le piante ed alcuni organismimeah sono in grado di sintetizzarla a
partire dai glucidi, mentre 'uomo deve introdutan gli alimenti. Nelle piante é
coinvolta, insieme alla glutatione-perossidasi, lanatletossificazione del perossido
d’'idrogeno nei cloroplasti. La vitamina C e il ppotente antiossidante idrosolubile
presente nel plasma sanguigno e agisce anche ¢gemenmatore di vitamina E (Niki et
al.,1995) e di specie cationiche radicaliche diotaroidi (Mortensen et al., 2001). E’
noto l'effetto sinergico delle vitamine E, C e delcarotene come scavengers nei

confronti di specie reattive dell'azoto (B6hm et &B98 a, b).
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TOCOFEROLI (VITAMINA E)

Antiossidanti liposolubili prodotti dagli organisnotosintetizzanti, appartenenti
alla classe dei tocoli. Chimicamente, sono deridatibenzodiidropirano: presentano in
posizione 6 un ossidrile e in posizione 2 un grupmdilico e una catena isoprenoide a
16 atomi di carbonio. | tocoli sono distinti in tderoli (catena isoprenoide satura) e
tocotrienoli (catena isoprenoide insatura). Ogmioto include quattro derivati (
and ) che si differenziano per la presenza di diveostituenti metilici sull'anello. Gli
organismi animali ed i batteri non sono in gradsidietizzarli e devono introdurli con
gli alimenti (Hidalgo et al., 2006).

CAROTENOIDI

Molecole lipofile, molte delle quali derivanti dalktruttura isoprenica a 40 atomi
di carbonio. Presentano quindi un sistema di déggéami coniugati alle cui estremita
sono presenti gruppi ciclici, che possono essesttsibi da gruppi funzionali contenenti
ossigeno. | carotenoidi si distinguono in carotepiando la loro struttura presenta solo
atomi di carbonio e idrogeno, e xantofille, se pE®no anche funzioni ossigenate. Solo

piante, funghi, batteri e alghe sono in grado wlietizzarli.

1.4.2 GLI ANTIOSSIDANTI FENOLICI

Sono una classe di composti organici naturali tenarati dalla presenza di
almeno un anello aromatico, mono o pluri-sostituda gruppi ossidrilici. Una
classificazione generale delle principali classi domposti fenolici prende in
considerazione lo scheletro carbonioso che costiuil’asse fondamentale per la

differenziazione strutturald éb. 1).
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Classi fenoliche Struttura
Fenoli semplici, benzochinoni Cs

Acidi idrossibenzoici Ce-C1
Acidi fenilacetici Ce-C2
Acidi idrossicinnamici, fenilpropanoidi | Cs-C3
(cumarine, isocumarine, cromoni, cromeni)

Naftochinoni Co-Ca
Xantoni Co-C1-Ce
Stilbeni, antrachinoni Ce-Co-Cs
Flavonoidi, isoflavonoidi Ce-Ca-Ce
Lignani, neolignani (Co-Co)e
Biflavonoidi (Ce-Ca-Co)
Lignine (Ce-Ca)n
Tannini condensati (proantocianidine) (Co-Cs-Co):

Tabella 1. Classi dei composti fenolici presenti nelle piamtescheletro carbonioso
(Harborne, 1989).

Sulla base del peso molecolare dei composti meatjde sostanze fenoliche si

possono distinguere in composti a basso, intermedliamito peso molecola(&ab. 2).

Peso molecolare Struttura Classe fenolica
GO g ossbenios
Intermedio Ca-Ca-Cs Flavonoid
(Cs-C3)n Tannini idrolizzabili
Alto (Cs-C5-Ce)n Tannini condensati

Tabella 2 Classificazione dei composti fenolici in bas@@o molecolare.
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Di seguito sono brevemente descritte le singolescidi fenoli.

Fenoli semplici Sono caratterizzati dalla presenza di un soltlabenzenico e pertanto
rappresentano le strutture piu semplici dei comdesblici. Si trovano principalmente
negli oli essenziali ricavati dalle piante. Un epé@e il timolo.

Acidi idrossibenzoici Sono cosi chiamati per la struttura di base d&idall’acido
idrossibenzoico Kig. 3). L’acido gallico e l'acido vanillico sono i comgb
idrossibenzoici maggiormente presenti e studiati Ipeloro distribuzione nel mondo
vegetale. L'acido gallico &, insieme all’acido gitzo (Fig. 4) il monomero base dei

tannini idrolizzabili.

R;=H; R,=R;=R,=OH Acido gallico
COOH R;=R,=R,=H; R;=OH Acido p-idrossibenzoicq
Rl R,=R;=R,=H; R,=OH Acido salcilico
R;=R,=H; R,=OCH;; R;=0OH Acido vanillico
R4 R2 R;=R,=H; R,=R;=OH Acido protocatechico
B3 R;=H; R,=R,=OCH;; R;=0OH Acido siringico

Figura 3 Strutture chimiche dei principali acidi idrossilzeici.

Figura 4 Struttura chimica dell’acido ellagico.

Acidi Idrossicinnamici. Sono fenilpropanoidi derivanti dall’acido p-cuncar (0 p-
idrossicinnamico). Sono comuni in natura quattroardi della loro formula di base C6-
C3: acido caffeico, cumarico, ferulico e sinapi€og( 5). Si trovano nel regno vegetale
legati chimicamente ad altri composti. Ad esempaxido clorogenico Fig. 6) deriva
dall'esterificazione dell’acido caffeico con l'acidchinico. Gli acidi idrossicinnamici
svolgono, nelle piante, azione antibiotica e védwiezioni connesse all'inibizione della

crescita e della germinazione.
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CO0H
R;=R,=H Acido p-cumarico
R;=OH; R=H Acido caffeico
R,=COH;; R,=H Acido ferulico
Rl RZ Ri=R,=0CH; Acido sinapico
OH

Figura 5Strutture chimiche dei principali acidi idrossigamici.

HO, 0

HDIIJV
HO COOH

OH

Figura 6Struttura chimica dell’acido clorogenico.

Flavonoidi. Derivati del benzo-pirone, sono formati da due anelli aromatici (Bke

da un eterociclo di collegamenteig. 7).

Figura 7. Scheletro base dei flavonoidi: a seconda dellauraadel grado d
ossidazione dell’eterociclo ossigenato si distingude varie strutture dei composti
facenti parte di questa classe.

In base al tipo di eterociclo, ai suoi sostituesdi ai sostituenti degli anelli

benzenici, i flavonoidi sono suddivisi in:

- Antocianidine
- Flavonoli

- Flavani
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- Flavanoni

- Flavoni

- Isoflavoni

- Tannini idrolizzabili

Le antocianidine sono caratterizzate da una carica positiva ssigeno

dell’eterociclo ossigenato e dal fatto che tuttiagbmi di carbonio sono insaturi. Sono i
responsabili della pigmentazione di molti fioriratfi, in quanto hanno la caratteristica di
essere colorati in modo diverso a seconda del gHn@ezo in cui si trovano. Tra le
antocianidine piu comuni si ricorda la cianidina tlelfinidina, la peonidina, la
pelargonidina, la petunidina e la malvidina. Leoldormule di struttura si differenziano

per il tipo di sostituente legato alla struttura®d#ig. 8).

R;=H; R=H Pelargonidina
R;=H; R=H Cianidina
R;=OH; R=0OH Delfinidina
R;=0OCH;; R,=H Peonidina

R;=0OCH;; R,=OH Petunidina
R;= OCH;; R2=0OCH Malvidina

Figura 8Strutture chimiche di varie antocianidine.

In natura si trovano quasi esclusivamente formeocamiche, ovvero
antocianidine legate con una o piu molecole dckeao (responsabile della loro stabilita
e solubilita in acqua (Harborne, 1989)). L’idroagibne dell'anello B tende ad abbassare
la stabilita della molecola, al contrario di quaatwiene con la metilazione. Lo zucchero
che frequentemente esterifica con gli agliconi glulkcosio, ma si possono trovare anche
ramnosio, galattosio e arabinosio. L’esterificaziq@uo riguardare uno, due o, raramente,
tre funzioni alcoliche, generando cosi antocianinoo di- o tri-glucoside. Inoltre, i
glucosidi possono avere forme ancora piu complessme quelle acilate, dove la
molecola di zucchero viene, a sua volta, estetdic@n un acido fenolico (es: acido p-
cumarico).

| flavonoli, conosciuti anche come antoxantine, hanno formgl&s-Cs e sono
caratterizzati da un eterociclo di tipepirone. In molti casi sono glicosilati. Il legame
glicosidico si forma sul gruppo ossidrile in posizé 3. Le strutture monoglicosilate piu

diffuse sono, nell'ordine: 3-glucoside, 3-galattiesi 3-ramnoside e 3-glucoronide. Ne
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sono stati isolati piu di 200 agliconi; tra quektiguercetina, il kemferolo, la miricetina e
isoramnetina sono i piu diffusiF{g. 9). Il kamferolo e la quercetina glicosilati sono i
pit abbondanti in natura, seguiti da rutina, quimee 3-rutinoside e kemferolo 3-

rutinoside.

R;= Ry=H; R,=R,=OH Kemferolo
R;=R,= R;=R,=OH Miricetina
R;=H; Ri=R,=R,=OH Quercetina

R,=R,=OH; R=H; Ri=OCH; Isoramnetina
R;=R,= OH; R=H; R,=Rut Rutina

Figura 9Struttura chimica dei piu comuni flavonoli.

| flavani hanno formula &C3-Cgs con l'eterociclo rappresentato dal pirano. Si
distinguono in flavan-3-oli o catechine e flavad-8joli o leucoantocianidine. A
differenza degli antociani, le catechine non soegate a molecole glucidiche e non
hanno gruppi metossili come sostituenti dell’anellio | flavan-3-oli costituiscono il
gruppo di flavonoidi piu diffusi nel mondo vegetaleoiché gli atomi di carbonio in
posizione 2 e 3 sono asimmetrici, presentano 4 doatticamente attive e 2 forme

racemiche dette catechine ed epicatechtig (0).

(+) catechina (-) catechina

R1=0H; R2=H Catechina R1=0H; R2=0H Gallocatechina

(-) epicatechina (+) epicatechina

R1=0H; R2=H Epicatechina R1=0H; R2=0H Epigallocatechina

Figura 10Struttura chimica di alcune catechine ed epitatec
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Le catechine possono combinarsi con molecole dloagallico in posizione 3,

dando origine ai catechin-gallaki@y. 11).

epicatechingallato (ECG) gallocatechingallato (GCG)

epigallocatechin-3-gallato (EGCG)

Figura 11Struttura chimica di alcune catechine ed epitmbecgallate.

| flavandioli presentano due funzioni idrossiliche agli estr@rai4 dell’'eterociclo
(Fig. 12. I monomeri ed i polimeri delle leucoantocianglimanno la caratteristica, che li
distingue dalle catechine, di trasformarsi in arsoicline rosse quando vengono scaldate
in un mezzo acido, conseguentemente alla perddaqda. La reazione non €& pero
completa, in quanto solo il 20% delle leucoantoicizre presenti nel mezzo e soggetta a
guesto fenomeno; il restante 80% effettua una eapahdensazione, formando composti
giallo-bruni insolubili chiamati flobafeni. Le cafleine sottoposte allo stesso trattamento

si trasformano totalmente in flobafeni.

R,=H; R=H Leucopelargonidina
R;=H; R,=0OH Leucocianidina
R;=0OH; R=OH Leucodelfinidina

Figura 12Struttura chimica di alcune leucoantocianidine.
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I flavanoni (Fig. 13 si ritrovano tipicamente negli agrumi, dove sqresenti
sotto forma agliconica; negli altri vegetali son@lta meno comuni e prevalgono le

forme glicosilate.

R;= R=0OH; R=RamnoGlu; R=R;=H Naringina

R,= Ri=Rs=OH; R=R;=H Naringenina
R]_: R2:R3:R4:R5: OH Taxifolina
R;= R= Rj=OH; R= OCH;; Rs= Rut Esperidina
R,= R,=0OH; R=R;= H; R;= Rut Narirutina

Figura 13 Struttura chimica di alcuni flavanoni piu comiminatura.

| flavoni costituiscono la classe fenolica meno rappresemtal regno vegetale.
bi-glucosilata della luteolina={g. 14) dove il glucosio si lega, oltre che in posiziatig

anche in posizione 7.

R;= Rs=H; R,=OH Apigenina
R;=R,= OH; R=H Luteolina
R;=R,=Rs;=H Crisina
R;= R,=0OH; R=Rut Rutina

R;=0OH; Rs=H; R,= Glu Luteolina glucoside

Figura 14 Struttura chimica di alcuni flavoni.

Gli isoflavonoidi sono tipici delle piante leguminose. La loro cemastica e
qguella di avere legato I'anello B in posizione hen in posizione 2 come gli altri
flavonoidi (Fig. 15).

R;= R=R;=0OH Genisteina
R;=R,= OH; R=Glu Genistina
R;=R;=0H; R=H Daidzeina
R;=0OH; R=H; R:=Glu Daidzina

R;=0OCH;; R= H; R=0OH Formononetina

Figura 15 Struttura chimica di alcuni isoflavonoidi.
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| tannini non rappresentano una vera e propria classe gi@stimma piuttosto un
gruppo di composti fenolici, variamente combinati foro, caratterizzati da alto peso
molecolare (compreso tra 500 e 3000 Da) e da m@preolloidali (sono colloidi
negativi). Tendono a legarsi con alcaloidi, gekatie altre proteine, dando luogo a
precipitati. Si distinguono due tipologie di tannimrolizzabili e condensati. | tannini
idrolizzabili (Fig. 16) sono poliesteri che, per idrolisi acida o alcalitiberano acido
gallico ed il suo dimero (acido diidrossifenolicajje per lattonizzazione forma I'acido

ellagico.

Figura 1@&Esempio di tannino idrolizzabile: acido tannico.

Tannini condensati o proantocianidine sono oligangéno a dieci unita) o
polimeri derivanti dalla condensazione o polimesizpne ossidativa dei flavan-3-oli e
dei 3,4 flavan-dioli, uniti con legami covalentl.iome “proantocianidine” deriva dal
fatto che tali sostanze, se ossidate in ambientieerfiente acido, si trasformano in
antocianidine. Le proantocianidine piu diffuse sémprocianidine e le prodelfinidine. In
generale, le proantocianidine si formano come ptodecondari della sintesi dei flavan-
3-oli nei tessuti delle piante. Durante il procestioformazione dei flavan-3-oli e
necessaria la presenza di un substrato riducemte ddNADPH. Per ciascun tessuto, |l
livello di NADPH condiziona l'equilibrio fra la stesi dei diversi tipi di molecole. |
tessuti nei quali si ritrova molto NADPH conterranproantocianidine di tutte le
dimensioni. Al contrario, dove la presenza di NADRH limitata, si formeranno
soprattutto oligomeri. Il grado di polimerizzaziodei tannini influenza la loro solubilita
in mezzo acquoso: in genere sono solubili fino agppeso molecolare di 7000 Da (circa

20 unita di flavan-3-oli per polimero).
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Le procianidine Fig. 17) sono costituite da (+)—catechina, (-)—epicatezted i
rispettivi esteri gallici; le prodelfinidine invedeanno come unita monomeriche (+) —
gallocatechina, (-)—epigallocatechina ed i rispettsteri gallici. Le procianidine dimere
sono i tannini condensati piu diffusi in naturangeno chiamate B1, B2, B3 e B4 quelle
caratterizzate da un legame-GCg;, B5, B6, B7, B8 e B9 quelle caratterizzate da un
legame G-Cs, che comungue sono meno diffuse. Esistono, inalete formule trimere
di procianidine, identificate come procianidine C.

Le prodelfinidine, contenendo unita monomerich@toissilate (gallocatechina,
epigallocatechina e derivati gallici), risultana@igiolari e quindi posseggono un grado di

solubilita in acqua maggiore.

R;= R=0H; R=R;=Rs=H Procianidina B1
R;= R=0H; R=R,=Rs=H Procianidina B2
R,= R=0H; R=R;=Rs=H Procianidina B3
R,= R;=0OH; R=R,=Rs=H Procianidina B4
R;= Rs=H; R,=R,=Rs=0OH Prodelfinidina

R;= R=0H; R=Rs;=H Procianidina B5
R;= R;=0OH; R=R,=H Procianidina B7

Figura 17 Struttura di alcune proantocianidine.
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1.4.3 ATTIVITA' DEGLI ANTIOSSIDANTI NATURALI

ATTIVITA ANTIOSSIDANTE DELLA VITAMINA C
Dal punto di vista delle funzioni biologiche, I'dla L-ascorbico agisce da
cofattore enzimatico, daddical scavengér nonché da donatore/accettore nel trasporto

di elettroni nelle membrane plasmatiche.

ATTIVITA ANTIOSSIDANTE DELLA VITAMINA E

Il meccanismo di azione predominante dei tocofemmlime agenti antiossidanti, &
la donazione di un atomo di idrogeno con formazidelktocoferossil-radicale (Lampi et
al., 2002).

ATTIVITA ANTIOSSIDANTE DEI CAROTENOIDI

| carotenoidi agiscono contro due tipi di ROS: $igeno molecolare allo stato di
singoletto tO,) ed i radicali perossilici. Inoltre sono effettidisattivatori di molecole
coinvolte nella generazione di radicali liberi esigeno singoletto (Truscott, 1990;
Young et al., 2001).

| carotenoidi agiscono contro I:0con effetto fuenching intervenendo sul
trasferimento di energia tra le molecole. Infatttarotenoidi sono in grado di ricevere
I'energia molecolare dell'ossigeno singoletto proeldo ossigeno stabilizzato e caroteni
eccitati allo stato di tripletto. Invece di generaiteriori reazioni chimiche, i carotenoidi
dissipano I'energia in eccesso nel mezzo in curasiano. Inoltre, poiché nel corso di
guesta reazione i carotenoidi non si modificanaesadono nuovamente disponibili per
altri cicli di “O,—quenching” (Stahl et al.,, 2003). L'efficacia dearctenoidi come
guencher e relazionata al numero di doppi legaeritapto, il -carotene, la zeaxantina,
la criptoxantina, I'-carotene e, soprattutto, il licopene sono molegadicolarmente
attive. Il licopene € un carotenoide a catena haelalla cui ciclizzazione, ad un estremo,
si origina I' -carotene, mentre per ciclizzazione su entramtastieemita si ottiene il-
carotene. Nella mucosa intestinale degli animadl, dcarotene, si forma per azione
enzimatica la vitamina A (Lotti, 1985). Come dettoprecedenza, i carotenoidi sono
attivi anche contro i radicali perossilici: agermiome “spazzini” (scavenger) proteggono
le membrane cellulari e le lipoproteine dai danseli’dssidazione (Sies et al., 1995). E’
tuttavia opportuno sottolineare che I'attivita assidante dei carotenoidi dipende dalla

presenza di altre specie antiossidanti, quali lEmina E e C e dalla tensione
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dell'ossigeno presente nel sistema (Young et &l012 A basse pressioni parziali di
ossigeno, cosi come quelle che si riscontrano essuti umani, il -carotene inibisce

I'ossidazione, mentre ad alte pressioni mostrateffen-ossidanti.

ATTIVITA ANTIOSSIDANTE DEI COMPOSTI FENOLICI

L’attivita antiossidante dei polifenoli & legatd’'elevato potenziale redox, che
consente loro di agire come agenti riducenti, domadli idrogeno e “spegnitori’
(quencher) dell'ossigeno singoletto (Kahkonen et2099). In aggiunta, possono agire
come chelanti dei metalli (Rice-Evans et al.,, 1995 loro attivita antiossidante e
considerata molto piu grande di quella delle vitanjWang et al., 1996).

L’efficacia antiossidante dei composti fenolici évdta alla presenza di gruppi
idrossilici legati alle strutture aromatiche edaajieometria della molecold&ig. 18).
Condizione fondamentale affinché sia esplicatatiVidd antiossidante dei composti
fenolici &€ la formazione di radicali fenolici stépiattraverso la delocalizzazione

elettronica sulle strutture aromatiche ed alifai¢Halliwell et al., 1990).

A) R RH

B)

Figura 18. Reazione generica di un composto fenolico comaglicale libero (A);
le delocalizzazione dell’elettrone dell’ossigendl’anello aromatico contribuisc
alla stabilizzazione della nuova specie radicdicenata (B).

D

L’attivita antiossidante dei flavonoidi ed il lometabolisman vitro dipendono
anche dalla posizione dei gruppi funzionali nelteuttura (Heim et al., 2002). La
configurazione idrossilica dell’anello B € signdiocvamente determinante per I'azione
scavenginguei confronti dei ROS e degli RNS (specie reattig#d’azoto). Gli idrossili di
tale anello cedono idrogeno, o un elettrone, aiicedid idrossilici, perossilici e
perossinitriti, stabilizzandoli e trasformandosilaao volta in un radicale flavonoide
relativamente stabile.

Gli ossidrili presenti sullanello A Hig. 7) hanno un’attivita antiossidante

decisamente piu blanda rispetto a quelli dell’an@l Tuttavia, in alcuni isoflavonoidi i
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gruppi ossidrilici presenti in posizione 5 contigzono ad aumentarne la capacita
antiossidante ed hanno una spiccata abilita scawgngei confronti dei radicali
perossinitrito. Anche I'eterociclo contribuisce’aiftivita antiossidante con la presenza di
un ossidrile libero in posizione 3, in quanto petteda coniugazione tra i due anelli
aromatici A e B. Non e essenziale, ai fini delliath antiossidante, la presenza
dell'eterociclo chiuso, dato che i calconi mostracmmunque una spiccata attivita
antiossidante.

L’angolo di torsione dell’anello B, rispetto al tesdella molecola, condiziona le
proprieta diradical scavengerLa planarita permette una migliore delocalizzagio
elettronica e, di conseguenza, una maggior stabiliel radicale fenossilico dei
flavonoidi.

La differente attivita antiossidante, tra flavorigidliidrossilati e polimetossilati,
e da attribuirsi fondamentalmente alle differenizeplnarita e di idrofobicita delle
molecole stesse. Ad esempio, la quercetina e unpidefficienti scavengedi radicali
perossilici, ma le sue forme metilate e glicosilsé®o molto meno potenti (loku et al.,
1995). Sebbene il grado di metossilazione non phédiabilita scavengingdi un
flavonoide, I'anello B é particolarmente sensilzla posizione del gruppo metossi. Se si
alterna la configurazione 6’-OH/4’-OMe con la capffazione 6-OMe/4’-OH, si
annulla completamente lattivigcavengingiei confronti del radicale DPPH (2,2-difenil-
1-picrilidrazile) per alterazione della planarit@ld molecola.

| flavonoidi assunti con la dieta sono parzialmeglieosilati in posizione 3 e 5.
Gli agliconi sono degli antiossidanti piu potengi doro corrispettivi glucosidi; infatti,
come la metossilazione, la glicosilazione integfeei con la planarita della molecola e la
capacita di delocalizzazione degli elettroni. Himasio € I'unico zucchero che, legato al
flavonoide, non ne riduce l'attivitd antiossidante.

Anche il grado di polimerizzazione influenza l'sita antiossidante. Le
procianidine dimere e trimere sono piu efficaci b monomeri nell’ azione contro
'anione superossido. Le procianidine tetramereospii potenti dei trimeri, dimeri e
monomeri nei confronti dello ione perossinitritoseperossido. Tuttavia, alcuni studi
hanno dimostrato che solo le procianidine dimerérimere sono molto resistenti
all'idrolisi acida dello stomaco e, quindi, asstibidall’organismo umano nella loro

forma originale.
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Le capacita chelanti dei flavonoidi e dei tannirontribuiscono allattivita
antiossidante. | punti di attacco degli ioni metalkono I'o-diidrossi nell’anello B nelle
posizioni 3’ e 4’, e la struttura carbonilica ingmone 4 con l'ossidrile in posizione 3. |
flavonoidi inibiscono il danno ossidativo rimuovene neutralizzando gli ioni ferro negli
epatociti. La chelazione dello ione bivalente noecessariamente neutralizza |l
flavonoide, che pud mantenere la propria attiviiavenger nei confronti dei ROS.
Riassumendo, si puo dire che i fenoli sono donafbeittivi di idrogeno; in particolare,
sono risultati molto attivi i flavonoli come la quetina (Rice-Evans et al., 1995), i
flavanoli come gli esteri dei catechin-gallati die¢ verde e nero (Salah et al., 1995), le
antocianine del vino (Frankel et al., 1993), ednilpropanoidi (Castellucio et al., 1995)

quali I'acido clorogenico del succo di mela (Milletral.,1995).

1.5 GLI ANTIOSSIDANTI SINTETICI

Gli antiossidanti di origine sintetica sono molecgrodotte in laboratorio e
largamente impiegate nell'industria alimentare,ncesca e farmaceutica per ritardare le
reazioni di ossidazione lipidica. Tra questi, i pitilizzati sono il butilidrossianisolo
(BHA) ed il butilidrossitoluolo (BHT) Fig. 19, molecole fenoliche liposolubili che
agiscono come antiossidanti primari particolarmexttiei.

OH CH
H4C (‘)H CHs é . c:
HC—C c C—CH, we” e\ 8
H3C/ \‘C/ \‘T/ \CH3 ‘ H CH,
HC\C/CH Hc\(‘: _CH
| O—CHg
CHg
BHT BHA
(E321 (E320
Figura 19. Struttura dei piu comuni antiossidanti di sintesi.

In tabella 3 si riportano i quantitativi di BHA @ BHT comunemente impiegati

per incrementare la shelf-life di alcuni prodotiireentari (Rajalakshmi et al., 1996).
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Livelli % di Livelli % di
Prodotto BHA BHT
Grassi animali 0.001-0.01 0.001-0.01
Oli Vegetali 0.002-0.02 0.002-0.02
Prodotti da forno 0.01-0.04 0.01-0.04
Cereali 0.005-0.02 0.005-0.02
Purea di patate 0.001 0.001
Oli essenziali 0.01-0.1 0.01-0.1
Chewing gum Finoa0.1 0
Canditi Finoa0.1 Finoa 0.1
L Tabella 3 Quantitativi di BHA e BHT in alcuni prodotti aliméari.  —

La messa in commercio di prodotti aggiunti di BHABET risale al 1958, epoca
alla quale erano stati considerati innocui e siquer la salute. Tuttavia, numerosi
ricercatori hanno successivamente rilevato unanaaite tossicita e cancerogenicita di
tali molecole, soprattutto ad elevate concentraziamiki, 1990; Shahidi et al., 1992,
Chen et al., 1992; Madhawvi et al., 1995). Ad esemphompson et al. (1986) e Perianao
et al. (1977) hanno dimostrato come elevati quatintitdi BHA (superiori a 200 ppm)
provochino tumori nello stomaco di ratti, topi,a&ii e pesci. | dubbi sulla potenziale
tossicita di questi composti hanno portato a wetdiuso negli alimenti destinati alla
prima infanzia, ma vengono molto utilizzati in podtil ampiamente consumati anche da
un pubblico di tenera eta, quali ad esempio le gerdenmasticare le patatine fritte.

L’elevato costo di ottenimento, la piu bassa effiaarispetto agli antiossidanti
naturali e, soprattutto, il crescente rifiuto deinsumatori nei confronti dell'uso di
additivi sintetici sulla cui innocuita non c’é cezza, stanno sollecitando I'identificazione
di nuovi antiossidanti naturali, potenzialmenteusicper la salute umana (Sherwin,
1990).

1.6 BIODISPONIBILITA E METABOLISMO DEI COMPOSTI
FENOLICI

La biodisponibilita di un composto pud essere definn diversi modi. La

definizione piu comunemente accettata di biodidpititd prevede I'assunzione che una
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proporzione del nutriente ingerito sia digeritas@bita e metabolizzata attraverso un
normale pathway.

Per quanto concerne i composti fenolici, la loronsiderevole variabilita
strutturale (ne sono stati isolati oltre 6000, @ Inumero € destinato ad incrementare)
ne influenza fortemente la biodisponibilita, I'aita biologica e le interazioni con i
recettori cellulari ed enzimatici, determinando umpatto sulla salute umana
profondamente diversificato (Scalbert et al., 2000)

Il metabolismo generale dei piu semplici compostidlici € abbastanza noto
(D’Archivio et al., 2007; Scalbert et al., 2000)omhalmente, gli agliconi come la
guercetina sono idrofilici e vengono assorbiti ‘datkstino tenue, diffondendo
passivamente attraverso le membrane biologichéaviat gran parte dei polifenoli
presenti in natura sono forme esterificate, glidat o polimerizzate. Le forme acilate
sembrano passare come tali attraverso le membrasen@ pertanto assorbite senza
deconiugazione o idrolisi. Eccezion fatta per leoamnine, che raggiungerebbero il
plasma non modificate, i flavonoidi glicosidici pra dell’assorbimento vengono
idrolizzati da glicosidasi endogene presenti regtdr gastro-intestinale e/o prodotte dalla
microflora del colon. Seguono profonde modificazienzimatiche: sono coniugati a
glucuronide nelle cellule intestinali e, successieate, possono essere metilati e/o
sulfonati nel fegatoKig. 20). | tannini idrolizzabili (gallotannini/ellagitamm) vengono
idrolizzati, anche se non é chiaro se da partendin@ endogeni o per azione della
microflora del colon.

La biodisponibilita ed il metabolismo dei tannirantensati (proantocianidine)
sono invece ancora oscuri. Si ritiene che alcuigoateri (es. procianidina B1) siano
assorbiti dall’'organismo in maniera simile alleddiorme monomeriche. Alcuni studi
evidenziano che la permeabilita cellulare dei tanoondensati sia funzione inversa del
grado di polimerizzazione; inoltre, mentre dimerimeri ed oligomeri verrebbero
assorbiti piu 0 meno facilmente, molecole piu grafudtre 1000 Da) si ritiene siano
impossibilitate ad entrare nel sistema circolat@itvaversando la barriera intestinale.
Tali molecole, tuttavia, sopravviverebbero allaediione gastro-intestinale (Rios et al.,
2002) per essere metabolizzate dalla microflora atébn, come dimostrerebbero i
risultati di esperimenti condotiin vitro incubando proantocianidine con microflora

colonica umana (Deprez et al., 2000).
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Figura 20. Modificazioni enzimatiche cui vanng
incontro i flavonoidi nellorganismo umano.
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In Figura 21 sono schematizzate le possibili vie seguite ngjiaismo umano
dai composti fenolici assunti con la dieta.
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Figura 21. Schema delle possibili vie seguite nell'organismmano dai
composti fenolici assunti con la die
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1.7 RUOLO SALUTISTICO ED EFFETTI BIOLOGICI DEGLI
ANTIOSSIDANTI

Diversi studi epidemiologici hanno indicato che dbnsumo frequente di
antiossidanti naturali, essenzialmente intrododtilandieta tramite frutta e vegetali, é
associato ad un basso rischio di contrarre malae#tidiovascolari e cancro (Renaud et
al., 1998; Temple, 2000).

Block et al. (2004) hanno osservato che la vitama@uo ridurre i livelli di
proteina C-reattiva (CRP), un marker usato per moomie l'inflammazione delle
malattie cardiovascolari. E’ noto che I'acido asgoo € in grado di eliminare i radicali
superossido e idrossilico e di rigenerare i toadiefDavey et al., 2000). Gli effetti
biologici dei tocoli sono dovuti al loro potere mssidante, in modo specifico
all'inibizione della perossidazione lipidica delleembrane biologiche. La vitamina E
mostra effetti protettivi contro le malattie cardascolari e coronariche per l'azione
inibente I'ossidazione del colesterolo LDL (Stampé¢ al., 1995). Recenti studi hanno
evidenziato che i tocotrienoli possono essere fiicienti dei tocoferoli nel prevenire sia
le malattie cardiovascolari che il cancro (Thetiaatlal., 1999). Tutti i tocoli esibiscono
attivita antiossidante paragonabile, se non miglidi quella dell’-tocoferolo (Miller et
al., 2000; Yoshida et al., 2003).

Nelluomo e particolarmente significativo il ruotwolto dagli - e -carotenoidi,
che risultano coinvolti nella biosintesi di vitarainA (fattore essenziale per la
riproduzione cellulare, il normale sviluppo dell’brione e del feto e per le funzioni
visive (Zile, 1998)). Vari studi epidemiologici ham dimostrato che una dieta ricca in
carotenoidi & correlata ad un diminuzione del iisai contrarre vari tipi di disordini
degenerativi, inclusi alcuni tipi di cancro, makttardiovascolari e danni fotossidativi
(Mayne, 1996; Stahl et al., 2001). In particolare,basso livello di -carotene
nell'organismo e associato ad un alto rischio dicca, cosi come ad una maggiore
possibilita di infarto in soggetti fumatori (Ricesins et al.,1997). Viceversa, eccessive
concentrazioni di -carotene nella dieta sembrano avere un effettoopsaante
(Palozza, 1998).

Oltre che contrastare i radicali liberi, i compo#nolici svolgono numerose
attivita biologiche come la protezione dei capillsanguigni, I'azione antinflammatoria,

antibatterica, = immuno-stimolante, antiallergica, tharale, estrogenica ed
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anticancerogena (Robards et al., 1997; Cook e1896; Czeczot, 2000; Hollman et al.,
1996; Kuntz et al., 1999). E’ stata inoltre dimasdrla loro azione inibente nei confronti
di alcuni enzimi, quali la fosfolipasi A2, la cidssigenasi, la glutatione riduttasi e la
xantina ossidasi (Havsteen, 2002). Havsteen (2B82holtre osservato che i polifenoli
posseggono attivita antivirali dei nei confrontilld#dV, dell’Herpes simplex, di vari
virus influenzali e del Rhinovirus. La relazione #ttivita antiossidante (determinata con
spettroscopia a risonanza di spin elettronico, E@Rivita vasodilatatrice e contenuto
polifenolico e stata studiatax vivqQ saggiando diversi vini su dei conigli adulti. Il
contenuto totale di polifenoli e risultato forteneworrelato con l'attivita antiossidante e
vasodilatatoria. All'interno delle varie classi dbomposti fenolici, la maggiore attivita
antiossidante e stata manifestata dall’acido galtial resveratrolo e dalla (+)—catechina.

| flavonoidi, pit che gli acidi fenolici, hanno urotevole effetto protettivo nei
confronti delle LDL (low density lipoprotein). Taleenomeno €& stato ampiamente
studiato, in quanto si ritiene strettamente cormesm le fasi iniziali nel processo di
aterosclerosi. Questo e dovuto sia all’azione tiréei polifenoli come scavenger di
radicali, sia alla rigenerazione della vitamina @&len LDL a partire da un radicale
chromanossi (Davey et al., 2000; Zhu et al., 2000) studio condotto da Chen et al.
(1995) ha rivelato che I'epigallocatechingallatdS(EG) inibisce la crescita delle cellule
del cancro del colon-rettale. E’ stata valutatzibae antiossidante dellEGCG su un
fenomeno degenerativo dei macrofagi nel peritonettio, che porta alla liberazione
extracellulare di ROS ed intermedi azotati reattavidiverse concentrazioni, 'lEGCG
blocca la produzione di ossido nitrico da parte mheicrofagi, inibisce la liberazione
extracellulare di ROS ed agisce sottraendo I'angsuperossido.

L’epicatechina, ed il suo principale metabolitavido (epicatechina-3’-metossi),
sono state comparate in uno studio sull'attivitdtgttiva nei confronti della morte
cellulare indotta da stress ossidativo su colturefiltinoblasti umani trattati con
perossido di idrogeno. Valutando la funzionalitdaoondriali ed i danni alle membrane,
e stata evidenziata un’azione protettiva dell'ef@china-3’-metossi simile a quella
dell’epicatechina (Spencer et al., 2001).

In generale si puo affermare che gli antiossiddetiolici possono agire

sinergicamente nel ridurre i ROS. Ad esempio, iVdaé&t combinata della quercetina, o
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delle catechine, con I*tocoferolo € molto superiore alla somma dei singohtributi,
cosi come la combinazione ditocoferoli, o vitamina C, e polifenoli.

Infine, anche ai lignani sono state attribuite piega antiossidanti ed effetti
anticancerogeni. In particolare, i lignani sonailtiati in grado di ridurre la produzione di
ROS in alcuni tipi di cellule tumorali e del sisteimmmunitario (Cassidy, 1996).

Le numerose proprieta salutistiche ormai ampiamaoteeditate dalla letteratura
scientifica a carico di alcuni flavonoidi ha fatbiorire negli ultimi anni la messa in
commercio di prodotti cosmetici e farmaceutici @m@nti come sostanze attive singoli
componenti (es. rutina o quercetina) o, piu fre¢emmente, preparati fenolici vegetali di
diversa origine. Per esempio, gli estratti fenotittienuti dalle foglie diGinkgo biloba
sono il fitofarmaco piu largamente venduto in Eaogptilizzato per trattare i sintomi dei
primi stadi della malattia di Altzaimer, problemi dhemoria e carenze vascolari
(Malesev et al., 2007).

1.8 1 COMPOSTI FENOLICI DEGLI ALIMENTI DI ORIGINE V EGETALE

Il contenuto delle sostanze fenoliche nelle piatipende da una serie di fattori
intrinseci (genere, specie e cultivar) ed estring@gronomico, ambientale, ecc.)
(Rapisarda et al., 1999).

In uno studio in cui sono stati analizzati 92 aliheregetali, la concentrazione
totale di polifenoli, espressa come mg di aciddigakquivalenti (AGE) / g di sostanza
secca, variava da circa 0,5 nelle carote e nellipgspiu di 50 nel mirtillo (Kahkonen et
al., 1999). Tuttavia, i dati relativi alle quantitdevabili in letteratura risultano spesso
discordanti, a causa delle metodiche analitichdizesite che si diversificano per
strumentazione, procedimento estrattivo, spedfi@t sensibilita. Oltre a cio, € da
considerare che la presenza e la disponibiliticdeiposti fenolici € anche funzione del
trattamento eventualmente subito dall’alimento, ssso domestico, artigianale o
industriale (Carratu et al., 2005). Si rilevano mglii molte differenze riguardo al
contenuto fenolico di differenti frutti e ortaggportate da vari Autori.

Anche alcune bevande come succhi di frutta, thenesono delle importanti
risorse di composti fenolici nella dieta umanaTéabella 4 vengono riportati i valori dei

contenuti fenolici di alcuni alimenti di origine getale.
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Frutta contenuto fenolico tot. Autore | Vegetali e bevande  contefautolico tot. Autore
Mela 296136,4 Sun et al. 2002Broccoli 101,6+ 1,24 Chu et al. 2002
Banana 90,4 3,2 Sun et al. 2002Cavoli 54,6+ 7,0° Chu et al. 2002
Mango 56,a: 2, Luximon et al., 2003 Carote 56,4 5,1° Chu et al. 2002
Papaya 57,6 4,2 Luximon et al., 2003Cocomero 1951,6 Chu et al. 2002
Ananas 94,3 1,5 Sun et al. 2002Menta 399,832 Kaur et al. 2002
Fragola 160,& 1,2 Sun et al. 2002Spinace 91,8 8,5 Chu et al. 2002
Pesca 84,6 0,7 Sun et al. 2002Cipolla 76,3t 1,9 Chu et al. 2002
Uva rossa 201,829 Sun et al. 2002
Prugna 184,& 85,5 Donovan et al. 1998Suc. mela 33¢43  Gardner et al. 2000
Suc. ananas 3583 Gardner et al. 2000
Suc. arancia 75518  Gardner et al. 2000
Tea nero 154,89 Lakenbrink et al. 2000
) ) ) ) Tea verde 1173  Samman et al. 20q1
a=mg acido gallico equivalente / 100 g di sost@nz | caffa 1566 Lakenbrink et al. 2000
fresca
b=mg catechine equivalenti / 100 g di sostanzadee | \/ino rosso ita. 3314 - 4197 Minussi et al. 2003
c=mg di acido gallico equivalente / g di estrascco | ving bianco ita. 191-296 Sanchez et al. 1999
d=mg di acido gallico equivalente / L

Tabella 4. Contenuto fenolico di alcuni frutti, vegetali e laede.

1.8.1 COMPOSTI FENOLICI DA SOTTOPRODOTTI AGRO-INDUS TRIALI

La tecnologia di trasformazione dei vegetali inmanti porta alla produzione di
numerosi sottoprodotti che rappresentano una rniscasa di composti bioattivi, inclusi
composti fenolici (Schieber et al., 2001). La disipdita di composti fenolici nei residui
industriali e dell’'agricoltura, la loro estrazione la loro attivita antiossidante
rappresentano I'oggetto di molti studi in corso (M®et al., 2001).

Composti fenolici con attivita antiossidante sonatisidentificati in numerosi
sottoprodotti provenienti dall’agricoltura, come eskmpio nelle pule di riso (Osawa et
al., 1989) e di grano saraceno (Watanabe et &@7)1® nei gusci di mandorla (Takeoka
et al., 2002; Siriwardhana et al., 2002ijeratne et al., 2006) e di pistacchio (Goli et al
2005), bucce e semi vari (Shrikhande, 2000; Jakapha et al., 2001; Amarowicz et al.,
2005).Vari autori (Anderson et al., 2002) hanno rilevahe il contenuto totale di acido
cinnamico nella pula dell’avena svedese € maggispetto a quello del cereale stesso
(23,6 contro 3,6 mg/Kg di sostanza secca).

L’industria degli agrumi produce un largo quantitatdi residui, costituiti da
bucce e semi che rappresentano quasi il 50% in geba frutta totale (Bocco et al.,
1998). | sottoprodotti dell'industria degli agrumse utilizzati in modo ottimale,

potrebbero rappresentare un’ottima risorsa di catgenolici; le bucce, in particolare,
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sono risultate possedere un piu alto contenuto litenorispetto alla frazione
commestibile (Gorinstein et al., 2001).

Anche le bucce di altri frutti sono risultate piache in composti fenolici rispetto
alle parti commestibili. Per esempio, le bucce dianpere, pesche, pesche noci gialle e
bianche possiedono circa il doppio dei fenoli igbaésenti nella polpa (Gorinstein et al.,
2002; Gil et al., 2002). La polpa della banakluga cavendishcontiene circa il 25% in
meno dei fenoli presenti nella buccia (Someya gt 2002). Li et al., (2005) hanno
riportato che il contenuto fenolico delle buccerdilagrana, e risultato pari a 249,4 mg/g,
contro i circa 25 mg/g della polpa.

Vinaccioli e bucce che residuano dalla lavoraziaiel'uva destinata alla
produzione di vino rappresentano una ricca risdiseomposti fenolici, in particolare
proantocianidine mono-, oligo- e polimeriche (Shekde et al., 2000).

Importante fonte di composti fenolici sono ancheuece ed i semi di pomodoro:
George et al. (2004), studiando 12 cultivar di pdoro, hanno calcolato che il contenuto
fenolico della polpa (espresso come mg di catechir®® g di prodotto fresco) si attesta
in un range che va dai 9,2 ai 27 mg / 100 g, comtrealore che oscilla da un minimo di
10,4 ad un massimo di 40 mg / 100 g delle buccsulgiti simili sono stati riportati da
Toor e Savage (2005).

| semi e i loro residui di lavorazione potrebbeappresentare una importante
risorsa di antiossidanti, come riportato da stdfditeiati sul tamarindo (Watanabe et al.,
1997), sesamo (Shahidi et al., 1995), lino (Oontadl.e1995), girasole (Kubicka et al.,
1999; De Leonardis et al.,, 2005), legumi (Amarowiez al., 2004), mandorla
(Siriwardhana et al., 2002), vinaccioli (Ylmaz ét 2006), mango (Puravankara et al.,
2000), arachide (Yen et al., 2005), ecc. Particodante ricca in composti dotati di attivita
antiossidante, in genere piu del seme stesso,uliates la porzione esterna dei semi
(Moure et al., 2001; Shaidi et al., 1995). Compasivi sono stati ritrovati nella crusca
di grano (Onyeneho et al., 1992), nelle pellicdlardchidi (Yen et al., 2005), fave (Duh
et al., 1997), grano saraceno (Watanabe et alZ)189ena (Peterson, 2001), nonché nei
rivestimenti dei semi di fagiolo (Tsuda et al., 49@ di mandorla (Siriwardhana et al.,
2002).
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1.8.1.1 | SOTTOPRODOTTI DELL’ESTRAZIONE DELL'OLIO D | OLIVA

La produzione mondiale di olio di oliva e di cirgg milioni di tonnellate I'anno
e I'80% circa e di origine europea. | principaliega produttori sono Spagna, Italia e
Grecia ed i sistemi di estrazione dell’olio piufd#i sono: per pressione, in continuo a tre
fasi ed in continuo a due fasi. Resa e qualita cerniale dell’'olio prodotto mediante i
tre sistemi di estrazione sono praticamente eqemial mentre cambiano
significativamente i sottoprodotti ed i consumiagdiqua nel corso del processo (IMPEL,
2005).

Il recupero di fenoli dai sottoprodotti di lavoraze delle olive viene guardato
con grande interesse non solo dall'industria alitawe ma anche da altri settori quali
farmaceutico, chimico e cosmetico. Al momento, droato di tali sostanze (pure o sotto
forma di estratti) € ancora in fase nascente, mdenxia interessanti prospettive di
crescita (De Leonardis et al., 2006).

Elevate quantita di composti fenolici, soprattuttirossitirosolo, si possono
ricavare dai sottoprodotti dell'industria olearlefnandez et al., 2002). L’attenzione si e
focalizzata soprattutto sulle acque di vegetaziahe, rappresentano potenzialmente la
maggiore risorsa di composti fenolici, anche in siderazione del fatto che la
produzione annua supera i 7 milioni di tonnella®aralli et al., 2003). Il contenuto
fenolico delle acque di vegetazione, come riportddéd dati reperibili in letteratura,
fluttua dall’l,0% all’'l,8% a seconda della variedalle cultivar e dei processi di
estrazione. | maggiori componenti fenolici nellegae di vegetazione sono
idrossitirosolo, tirosolo, oleuropeina ed una MVarigi acidi idrossicinamici (Obied et al.,
2005).

Il nocciolo di oliva, comprensivo di un tegumenégnoso esterno (guscio) e di
una mandorla interna (seme), € un sottoprodottidlsali scarso valore commerciale,
proveniente da una tecnologia emergente che prdimmrazione di snocciolatura delle
olive come fase di lavorazione precedente all'egiree dell’olio dalla sola polpa. Il
nocciolo rappresenta, a seconda delle diversevaultcirca il 15-20% in peso della
drupa, mentre la mandorla ne costituisce circadiv2

L’estrazione di olio da olive snocciolate consedteottenere un prodotto piu
gradevole all'assaggio (Lacertosa et al., 2003}, gio elevati contenuti in polifenoli e

34



tocoferoli e quindi piu resistente ai processirdancidimento ossidativo (Frega et al.,
1997).

Tra i composti fenolici individuati nel seme dexviano componenti appartenenti
alla classe dei secoiridoidi caratteristici delval (Maestro-Duran et al., 1994; Lo Scalzo
et al., 1994), nonché il nuzenide, che risulta rteseella polpa (Maestro-Duran et al.,
1994). Studi sistematici condotti sulla natura ct@inposti fenolici del nocciolo di oliva
sono comungue assenti.

Attualmente il nocciolo di oliva ha scarso valorengnmerciale, essendo
considerato solo un prodotto di scarto. Il guscion@malmente utilizzato come
combustibile (Lacertosa et al., 2003), mentre pgefine non si hanno ancora proposte di

utilizzo.

1.8.1.2 | SOTTOPRODOTTI DELL'INDUSTRIA DI TRASFORMA ZIONE DELLA
NOCCIOLA

La nocciola Corylus avellanal.) e un prodotto largamente impiegato
nell'industria alimentare. La sua produzione molelissi attesta intorno alle
700000t/anno ed é coltivata in molti paesi tralaufurchia, I'ltalia, la Spagna e gli Stati
Uniti. La Turchia copre generalmente il 70% del ca¢o mondiale, seguita dall'ltalia
che, con una produzione di frutto in guscio pati2@000 t/anno, ne rappresenta circa il
20%. In ltalia I'industria della nocciola € concexta in quattro regioni: Campania (37%
della produzione italiana), Lazio (35%), Piemorité4%) e Sicilia (13%). Il mercato della
nocciola rappresenta dunque un’importante fonteeddito per I'economia agricola
italiana.

La nocciola viene utilizzata dall’industria pastera e dolciaria sotto varie forme
(tostata o naturale; intera oppure tritata, tagliatscaglie, macinata in pasta), spesso in
combinazione con il cioccolato. Il frutto e rivestda un guscio duro e legnoso; il seme
costituisce la porzione edibile. La mandorla dehsee ricoperta da una pellicola scura
(perisperma), la cui facilita di distacco variaredazione alla cultivar. Tale pellicola ha
un gusto amaro-astringente ed € comunemente rimiEs#e un processo noto come
“sbiancamento”, che consiste nello spazzolare ladoda, previamente riscaldata, fino
ad ottenere un prodotto il piu possibile spellapukto. Gusci e residui di spellatura sono
dunque i sottoprodotti dell'industria di lavorazeondella nocciola, provenienti

rispettivamente dalle operazioni di sgusciaturar@mbzione della pellicola che riveste il
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seme. | residui pellicolari, rappresentano il 3-d@lla mandorla sgusciata. Questi residui
sono principalmente sfruttati come combustibileen |a produzione di compost, ma il
loro valore potrebbe risultare notevolmente incneta® se si riuscissero a proporre
nuove e piu proficue utilizzazioni industriali, clentribuirebbero a ridurre i costi
dell'industria di trasformazione di questo prodotto

Alcune ricerche preliminari hanno rilevato che lestanze fenoliche della
nocciola sono localizzate quasi esclusivamentear@dllicola del seme (Senter et al.,
1983), che ne é risultata particolarmente riccagriBmi, 2002; Bignami, 2005). |
composti fenolici della nocciola sono risultati alibtdi attivita antiossidante (Yurttas et
al., 2000; Andreoni, 1997). Una recente ricercartesso in risalto che la nocciola ed i
suoi sottoprodotti sono potenzialmente dotati dipamanti effetti benefici sul
miglioramento della salute umana e sulla riduzideierischi di malattie (Alasalvar et al.,
2006). Queste evidenze hanno suggerito l'ipotes dhsottoprodotto proveniente
dall'operazione di spelatura del seme possa esséligzato come risorsa di
antiossidanti naturali (Andreoni, 1997; Travagliaat, 2005; Alasalvar et al., 2006;
Shahidi et al., 2007). Non e stato tuttavia corwottlcuno studio mirato
all'identificazione dei composti fenolici della fiebla di nocciola e le sostanze

responsabili dell’attivita antiossidante risultaatutt’oggi sconosciute.

1.9 METODI DI ESTRAZIONE DEGLI ANTIOSSIDANTI DA MAT RICI
VEGETALI

La tecnica piu frequentemente utilizzata per ottenestratti grezzi di
antiossidanti da matrici di origine vegetale e tfasione con solventi. Vengono
impiegate diverse combinazioni di solventi tra cyiit comuni sono acqua, etanolo,
metanolo, acetone e acetato di etile, usati puririscela (Amin et al., 2006).

La diversita strutturale dei composti fenolici agtili influenza sia i rendimenti
di estrazione sia I'attivita degli estratti in reil@ne al solvente impiegato (Marinova et
al., 1997). Ad esempio, molti glicosidi fenolicirsm molto solubili in acqua, mentre i
corrispondenti agliconi sono meno solubili, comeepu corrispondenti eteri ed esteri.
Con poche eccezioni (resorcinolo e floroglucinola)solubilita in acqua degli agliconi
fenolici aumenta con l'aumentare del numero degdsidrili presenti sull'anello

benzenico. Se non presenti in forma coniugata,ogilitica od esterificata, alcuni
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composti fenolici sono normalmente solubili in siti organici polari (Pietta, 2000). |
fenoli con pochi gruppi ossidrilici sono solubifi metanolo, etanolo, cloroformio, etere
ed etilacetato. Fenoli con una o piu catene atif&tilaterali richiedono solventi meno
polari per la loro estrazione. Essi sono, inok@ubili in sodio idrossido e carbonato di
sodio (gli acidi fenolici sono solubili anche inchrbonato di sodio), ma in ambiente

alcalino viene favorita la loro ossidazione. (Rig2000).

Anche i protocolli di estrazione utilizzati per $tazione dei composti fenolici sono
alquanto differenziati e prevedono condizioni viaitiada temperatura ambiente fino
all’ebollizione o al riflusso. Poiché l'efficacianfossidante € legata alla natura dei
composti estratti ed al tipo di solvente di estvagi impiegato, ne deriva la necessita di
sperimentare e selezionare, per ogni specificaiceategetale, il solvente e le condizioni
piu adatte a massimizzare la resa di estrazionattivita antiossidante degli estratti

ottenuti.
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CAPITOLO 2

OBIETTIVI DELLA TESI ED APPROCCIO DI RICERCA

Il cresciuto interesse sviluppatosi negli ultiminamei confronti dell'impiego di
antiossidanti naturali in sostituzione di quelli gintesi, potenzialmente dannosi per la
salute, ha spinto numerosi ricercatori a sperimentaiilizzazione di sottoprodotti
vegetali, in special modo residui a basso costhirtistria agricola, quali risorse per la
produzione di nuovi antiossidanti.

| composti fenolici sono i maggiori componenti ativita antiossidante presenti
nelle piante; molti di essi potrebbero essere tsftiuhon solo come agenti antiossidanti ,
ma anche come potenti nutraceutici.

L’obiettivo principale di questa tesi di dottoragostato quello di verificare la
possibilita di impiegare i sottoprodotti di lavoi@ze della nocciola (gusci e perisperma)
e di denocciolatura delle olive (endocarpo e maajloquali materie prime per
'ottenimento di estratti fenolici vegetali ad etéa attivita antiossidante, da proporre
all'industria alimentare e/o farmaceutica.

In accordo con quanto descritto ed approvato nefjgito di tesi di dottorato
presentato nel Novembre 2006, I'attivita svoltazshie i tre anni di attivita di ricerca si &
concentrata nello sviluppo dei tre obiettivi readitivi di seguito riportati:

OR1) Ottimizzazione delle variabili di estrazione degntiossidanti dai due
sottoprodotti, al fine di ottenere estratti greadielevato contenuto fenolico totale.
ORZ2) Verifica e quantificazione dell'attivita antiodsinte degli estratti

OR3) Approfondimento delle caratteristiche antiosstdamlelle proprieta e della
composizione chimica dell’estratto fenolico che,llssubase dei risultati ottenuti,
presentava le migliori potenzialita applicative.

Per raggiungere questi obiettivi, lo studio sivéuppato in due distinte fasi di
ricerca:

Screening sui sottoprodotti dell'oliva e della nota: messa a punto di una
procedura di estrazione per macerazione a freddprasenza di diversi solventi;
valutazione della capacita estraente dei solveniiizaati, valutazione delle
concentrazioni fenoliche totali e tanniche, in rzedae al solvente di estrazione;

valutazione dell'attivita antiradicalica e dell'effenza antiperossidica degli estratti, in
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relazione al solvente di estrazione e confronto aaimossidanti puri naturali e di sintesi;
acquisizione degli spettri all’'UV degli estrattiegzi.

Approfondimento sulle caratteristiche dell’'estrattfienolico con migliori
potenzialita applicative (estratto pellicolare dicniola ottenuto con etanolo acquoso
all’80%): determinazione del potere riducente efimno con antiossidanti puri e di
sintesi; valutazione della capacita chelante eroomd con antiossidanti puri e di sintesi;
verifica della biodisponibibilita e dell'attivita ndiossidantein vivo, controllo della
stabilita alla conservazione a diverse temperatwsereening LC/ESI-MS sulle

componenti fenoliche.
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CAPITOLO 3

MATERIALI E METODI

3.1 CAMPIONI

| sottoprodotti di lavorazione della nocciola, genénte forniti dalla “Stelliferi &
Itavex” (Viterbo, Italia), erano costituiti dai guis(Gn) e dagli scarti pellicolari
provenienti sia dalla pelatura di nocciole inteastate Pn), sia dalla successiva
operazione di granellaturgdPg). Questi sottoprodotti rappresentavano il rifiuto
giornaliero della tostatura industriale delle notej effettuata su diverse varieta (Tonda
Gentile Romana, Tonda di Giffoni, Tonda Gentileleldlanghe; Turkish Tombul), a
temperature di tostatura variabili tra i 135 e ITF) per tempi variabili tra i 15 e i 40
minuti.

Lo studio sui sottoprodotti di nocciola & stato @otio con il contributo
finanziario della fondazione CA.RI.VIT. di Viterbo.

I noccioli dell'oliva, comprensivi di un tegumeniegnoso esterno e di una
mandorla interna, costituivano i residui di un @80 industriale di estrazione di olio da
paste denocciolate della cultivar Coratina, ottemgll’ambito di uno studio sulla qualita
dell'olio d’oliva finanziato dal Mi.P.A.A.F. (D.M573/7303/04).

A causa della diversa struttura dei componentingekiolo di oliva, si e optato
per condurre la ricerca sulle due frazioni (marald@la) e endocarpo legnoscl)),

separate manualmente.

3.2 OTTENIMENTO DEGLI ESTRATTI

| campioni Pg, Pn ed Ma sono stati preventivamesgeassati con esano al
Soxhlet per 8 ore. Gli estratti fenolici sono statenuti per macerazione a temperatura
ambiente dei campioni macinati (rapporto solidefiip 1:10; 20h x 2;)Kig. 22), in
presenza di miscele acquose all'80% di metanoémadd ed acetone (sottoprodotti della
nocciola) e di metanolo, etanolo, acetato di edileniscele idroalcoliche all’80% di
metanolo ed etanolo (sottoprodotti di oliva). Trabella 5 si riportano le sigle

identificative dei solventi impiegati.
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Solvente Sigla
Metanolo-acqua (80:20) M80
Etanolo-acqua (80:20) E80
Acetone-acqua (80:20) A80

Acetato di etile AE
Metanolo M
Etanolo E

Tabella Solventi e sigle utilizzat

U

Figura 22Schema di ottenimento degli estratti fenolici

| _materia prima_|
triturazi‘one fine
disoleazion‘e con esano
(per Pg, Pn ed Ma)
liofilizzazione
+ solvente
in rappor‘to 1:10 (pv
20 ore di‘agitazione
centriflfgazione
\ \

fase 'quuida fase solid

evaporazione d
solventt
(Rotavapor a 40°(
!

liofilizzazione
|

‘ estratto fenolico grezzo ‘

L’estrazione € stata condotta al buio in vial dariOchiuse, in due step. Ogni
step prevedeva 20 ore di macerazione, in presenzalwkente. Al termine del tempo
fissato, il campione e stato centrifugato (15 mind®00 rpm) ed il surnatante filtrato
(Whatman GF/F 0.7um). Il solvente é stato allont@ared Rotavapor (40°C). L'acqua
residua e stata rimossa per liofilizzazione. Higura 22 si riporta lo schema del

procedimento di estrazione adottato.

3.3 FENOLI TOTALI E FENOLI TANNICI

| fenoli totali sono stati determinati con il reage di Folin-Ciocalteu secondo la
metodica utilizzata da Singleton & Rossi (1965).
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In breve, a 100 ul di campione opportunamente tdilsono stati aggiunti 1 ml di
reagente Folin-Ciocalteau diluito 1:10 con acquap® 3 minuti esatti, sono stati
aggiunti 900 pl di NgCO; al 7,5% ed il tutto & stato lasciato riposare @bhkper 90
minuti. La lettura dell'assorbanza a 725 nm é sidfettuata contro un bianco ottenuto
utilizzando 100 pl di metanolo al posto del campion

La concentrazione di fenoli totali dei campionitata espressa in acido gallico
equivalenti (AGE), acido tannico equivalenti (AT&)catechina equivalenti (CE), sulla
base di rette di taratura ottenute utilizzando eatr@zioni crescenti di ogni composto
(ac gallico e catechina: 3 — 2%; acido tannico: 2-16g).

| tannini sono stati stimati indirettamente dopeseze stati assorbiti su
Polivynilipirrolidone insolubile (PVP), misurandd contenuto fenolico residuo nel

restante surnatante (Makkar, 2000).

3.4 ATTIVITA’ ANTIRADICALICA (Test DPPH)

L’attivitd antiradicalica nei confronti del radieal stabile 1,1-difenil-2-
picrilidrazile (DPPH) é stata valutata misurandovéiazione di assorbanza a 515 nm
dopo 180 min di reazione (tempo necessario periuaggre lo stadio stazionario)
condotta al buio a 25°C, secondo il metodo ripor@d Brand-Williams et al. (1995),
leggermente modificato.

I DPPH a concentrazione (0.06 mM) é stato prepagirnalmente diluendo
1:10 una soluzione contenente 0.0118 g di DPPHOimbdi MeOH. La concentrazione
del DPPH é stata corretta in maniera che 'assa@danziale a 515 nm di 3 ml di DPPH,
aggiunti a 400m di MeOH, risultasse compresa tra 0.716 e 0.720.céancentrazione
esatta di DPPH in cuvetta é stata ricavata in lesealore di assorbimento molare
riportato in letteratura (12500 Mcm™ (Arnao , 2000).

Il test & stato condotto miscelando in cuvetta 3latla soluzione di DPPH e 0.4
ml di quantita crescenti di estratto grezzo diluitdVieOH. Le cuvette sono state tappate
e, dopo 180 minuti di reazione a temperatura anjenstata registrata 'assorbanza a
515 nm, contro un bianco di MeOH puro. Il contradlstato preparato usando 0.4 ml di
metanolo al posto del campione.

La percentuale di DPPH residuo e stata calcokdtazando la formula:

% DPPHresidu(): ( DPPHamp/ DPPHontr) X 100
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Dove DPPHamp = Concentrazione di DPPH in presenza di campior@P@Hony =

Concentrazione di DPPH del controllo, dopo 180 min.

L’attivita antiradicalica e stata espressa inplQoncentrazione efficiente), che
rappresenta la concentrazione di campione in caygt di estratto/mg di DPPH o ug di
AGE/mg di DPPH) necessaria a ridurre del 50% lantjtéainiziale di DPPH radicalica.
Di conseguenza, minore ¢ il valore disd@ maggiore € I'attivita antiradicalica (e dunque
I'efficacia antiossidante) del campione testatd. ¢deso degli antiossidanti di riferimento,
il valore di IGo € stato espresso in pug di composto/mg di DPPHffitienza
antiradicalica (EA) é stata calcolata come I'ineeds ICso; maggiore € il valore di EA e
maggiore € la capacita antiossidante del campione.

Il valore di IG5y € stato estrapolato da una curva dose-risposteuitasplottando
i valori di %DPPHsiquo VS la concentrazione del campione. Per ogni éstrat
antiossidante puro sono state testate almeno cidiwggse concentrazioni. L’attivita
antiradicalica degli antiossidanti puri butilidrgetuolo (BHT), butilidrossianisolo
(BHA), a-tocoferolo e 6-idrossi-2,5,7,8-tetrametilcromanae2do carbossilico (Trolox),
solubilizzati in MeOH, e stata ottenuta testandocemtrazioni fino a un massimo di 5
pg/ml (Trolox e BHT), 4g/ml (BHA) e 9 pg/ml (-tocoferolo) in cuvetta.

La regressione applicata ai dati sperimentali mtrapolare il valore di 16 e
stata di tipo lineare nel range testato (da 30%% @i DPPH residuo), con valori di r
pari o superiori a 0.99.

L’attivitd antiradicalica degli estratti € statapesssa anche in termini di
Capacita Antiossidante Standard Equivalente (CA8Efinita come la quantita (ug) di
antiossidante di riferimento (BHA, BHT, Trolox etocoferolo) avente la stessa capacita
antiradicalica (50% di DPPH scavenging) di un myceanmo di campione. | valori di
CASE sono stati calcolati come segue:

CASE = IGorif) / 1Cso(camp)

Dove IGyorin) € il valore di IGo dell'antiossidante di riferimento, mentreslfgamp)€ il
valore di 1Go dell’estratto, espresso come ug di estratto cradadi DPPH oppure come
g di AGE/mg di DPPH.
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3.5 EFFICIENZA ANTIPEROSSIDICA (Test AAPH)

L’efficienza antiperosidica degli estratti & statdutata seguendo I'ossidazione
dell'acido linoleico indotta dal 2,2’-azobis-(2-atimonopropano)idrocloruro (AAPH),
secondo il metodo riportato da Liegeois et al. 00

Una dispersione di acido linoleicel6 mM) é stata preparata in tampone borato
0.05M (pH 9.0) contenente Tween 26ome emulsionante e idrossido di sodio come
agente chiarificante, seguendo la procedura desddt Surrey (1964) ed i suggerimenti
di Liegeois et al. (2000). La dispersione di aditoleico e stata distribuita in aliquote
da 0.5 ml, conservate a —20°C fino al momento wa&d; il grado di ossidazione delle
sospensioni é stato controllato prima dell'impiegoartando quelle che esibivano un
valore di autoossidazione superiore al 3%. La sohe&z di AAPH (40mM) é stata
preparata in tampone fosfato (0.05 M, pH 7.4) eseorata in aliquote a —20°C, fino al
momento dell'uso.

Per condurre il test, in una cuvetta di quarzo tstatata a 37°C contenente 2810
pl di tampone fosfato (0.05M, pH 7.4) sono statisowdati 30 pl della sospensione di
acido linoleico e 10 pl di estratto grezzo, sciattdleOH a concentrazioni crescenti. Nei
saggi condotti con gli antiossidanti di riferimensono stati utilizzati 10 pl di BHA,
BHT, Trolox o -tocoferolo, in soluzione metanolica a concentmazigrescenti.
L’'ossidazione dell’acido linoleico é stata fattatpa aggiungendo 150 pl della soluzione
di AAPH. Parallelamente, e stato preparato un odiot{sostituendo il campione con 10
pl di metanolo) ed un bianco di AAPH (utilizzand®1® pl di tampone fosfato, 10 pl di
metanolo e 150 pl della soluzione di AAPH). Tu#ecluvette sono state immediatamente
incubate a 37°C e la velocita di ossidazione éastabnitorata ad intervalli regolari,
registrando l'incremento di assorbanza a 234 nnsataudagli idroperossidi dienici.
Poiché 'AAPH si decompone lentamente con il passigl tempo ed i suoi prodotti
incrementano l'assorbimento a 234 nm, l'assorbadizan bianco costituito da solo
AAPH é stata di volta in volta sottratta alle le¢tuegistrate per campioni.

L’assorbanza a 232 nm é stata plottata in funzideletempo ed il tempo di
inibizione (Tinip) calcolato come punto di intersezione tra le tatigalle curve che
rappresentano le fasi di inibizione e propagaziossidativa. Il potere antiossidante é
stato espresso come velocita di inibiziong;§Vmin coné¢'), che rappresenta la pendenza
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della retta costruita plottando il (min) v/s la concentrazione di campioneoftenuto:
3.0.99).

Nel caso degli estratti, ;)\, & stata espressa sia in min per mp di estratto
secco che in min per mg'Ldi AGE in cuvetta. Nel caso degli standard di iifeento,
Vinip € Stata espressa in min per mydi antiossidante puro. Pitl alto & il valore iy
maggiore e I'efficienza antiperossidica del campion

3.6 SPETTRI UV

Gli spettri UV degli estratti grezzi e dei compofgnolici standard sono stati
acquisiti in un range di 200-400 nm, usando undatsgetometro UV/VIS Perkin-Elmer
Lambda. | campioni di estratto sono stati analizgegvio dissolvimento in etanolo, alla
concentrazione di 26y di AGE/ml. Gli standard sono stati testati alkencentrazione di

15 mg/ml di etanolo.

3.7 CAPACITA’ CHELANTE IL FERRO

La capacita di chelare il ferro € stata misurataliarge test di inibizione della
formazione del complesso Fe(ll)-ferrozina, utilizda il metodo di Decker e Welch
(1990), leggermente modificato.

In provette da 5 ml sono stati inseriti 2.8 misdiuzione metanolica contenente
estratto grezzo o antiossidanti puri a differemdneentrazioni. A questi sono stati
aggiunti 150 ul di HO e 100 pl di FeGl0.6 mM. Il preparato e stato agitato per 30
secondi e lasciato a riposo per 15 minuti. Suceassnte sono stati aggiunti 150 pl di
Ferrozina 5 mM ed il tutto e stato agitato nuovamegrer 30 secondi. Dopo un’attesa di
10 minuti, la soluzione é stata inserita in cuvelié percorso ottico di 1 cm e sono stati
acquisiti gli spettri da 400 a 800 nm. Per il biarc stata sostituita la ferrozina con un
equivalente contenuto di,B.

La capacita chelante é stata calcolata in bagesefjuente formula:

DO, — (DO,— DOy)

C ta chelante % = x 100
apacita chelante % DO,
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Dove:

DO, = DO del complesso Fe(ll)-Ferrozina, privo di caome

DO, = DO del complesso Fe(ll)-Ferrozina, dopo I'aggaudel campione
DO3; = DO del campione + Fe(ll), senza ferrozina

3.8 POTERE RIDUCENTE

Il potere riducente é stato determinato utilizzafdmetodo descritto da Oyazu
(1986).

In provette da 25 ml sono stati inseriti 1 ml diuzione metanolica contenente |l
campione o gli antiossidanti di riferimento a diffieti concentrazioni. Successivamente
sono stati aggiunti 2.5 ml di tampone fosfato (0,2M 6.6) e 2.5 ml di Ferricianuro di
Potassio [KFe(CN}] all'1%. Le provette sono state incubate per 2@wtia 50°C e
raffreddate rapidamente in ghiaccio. Sono stamdjuaggiunti 2.5 ml di TCA al 10% ed
il tutto & stato centrifugato 10 minuti a 5000 rpn 2.5 ml di surnatante sono stati
aggiunti 2.5 ml di HO e 0.5 ml di Cloruro Ferrico (Fefx 6H,0) allo 0.1%. Dopo un
attesa di 10 minuti e stata letta 'assorbanza @ m@. Il bianco e stato preparato
utilizzando metanolo puro al posto del campionegdlari valori di assorbanza della

miscela di reazione indicano maggiore potere ridtee

3.9 DETERMINAZIONE DEL POTENZIALE ANTIOSSIDANTE DEL
PLASMA

La capacita antiossidante totale del plasma (FR&SB £ stata misurata su ratti
alimentati con una dose singola di estratto pd#ieodi nocciola.

Sono stati utilizzati ratti maschi Sprague-Dawl@hérles River) del peso di 140
+ 10 g. Gli animali erano tabulati in gabbie sirgah stanze dalla temperatura e luce
controllate (221 °C, cicli alterni di 12 ore buio/luce). La sperimezitme € stata
condotta presso i laboratori del Dipartimento diolgia e di Sviluppo Sostenibile
dell'Universita della Tuscia di Viterbo; il trattanto dei ratti era approvato dalla
“Animal Care and Ethics Committee “ dellINRAN did/a (Italy).

| ratti hanno ricevuto un biscotto inumidito conmll di soluzione acquosa
contenente 10 mg di estratto pellicolare di noeciplari a 71.4 mg/Kg corporeo); i ratti

di controllo hanno ricevuto il biscotto tal qualBopo 90 e 180 min dalla completa
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ingestione del biscotto, gli animali sono statirgaati. || sangue dei ratti, posto in tubi
eparinizzati, € stato centrifugato (15 min, 2000ag}#°C; il plasma ottenuto e stato
impiegato per la determinazione della capacitaoastilante, seguendo il metodo di
Benzie e Strain (1996).

Un quantitativo pari a 160 pl di reagente FRAP prafo giornalmente (25 ml di
tampone acetato (0.3M, pH 3.6); 2.5 ml di 2-4-6ygil-s-triazine (TPTZ) 10 mM in
HCI; 2.5 ml di FeG x 6 H,O 40 mM) e stato mescolato con 10 pl di plasmaitdili::2
con tampone acetato. Dopo 30 minuti di incubazi@ne37°C, €& stata misurata
lassorbanza a 595 nm. Il FRAP del plasma, espressme pmoli di Fe(ll)
equivalenti/litro, & stato ricavato sulla base datcurva di taratura costruita utilizzando

uno standard di Fe S® 7H,O a concentrazioni crescenti.

3.10 TEST DI CONSERVABILITA’

Le prove di conservabilita degli estratti sonotestaondotte su una serie di
soluzioni etanoliche (10 mg/ml) di estratto pellame di nocciola e di -tocoferolo,
mantenute al buio per 6 mesi a -18°C, 4°C e tenwpe@aambiente (circa 22°C). Le
soluzioni (1 ml) erano poste all'interno di epperidihiuse della capacita di 1.5 ml. Per
ogni campione sono state preparate piu eppendonmaniera che ai tempi fissati le
analisi fossero condotte su recipienti mai aperti.

Periodicamente, sui campioni di estratto e diocoferolo si € proceduto
all'analisi dellattivita antiradicalica (test DPRHsui campioni di estratto €& stato

determinato anche il contenuto fenolico totale.

3.11 ANALISI LC/ESI-MS

L’analisi LC/ESI-MS e stata condotta presso i labor del dipartimento di
Chimica, Universita degli Studi della Sapienza dnR, secondo il metodo riportato da
Cavaliere et al. (2008). E’ stato utilizzato un HPlAgilent seryes 1200 (Agilent
Technologies, Waldhrom, Germania) munito di dueogoé a fase inversa montate in
serie (Zorbax Eclipse Plus G8; 100 x 2.1 mm; Adil&@achnologie Santa Clara, CA,
USA). Il flusso operativo € stato settato di 0.3mmh e la temperatura di esercizio 70°C.
Gli eluenti utilizzati sono stati: A = acqua, B =edonitrile/metanolo 50:50 (v/v);

entrambi gli elementi sono stati aggiunti di acidiomico allo 0.1%.
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L’eluizione dei composti € iniziata con un gradestiheare di B (da 10 a 25% in
15 min), poi portato al 100% in 2 minuti. Dopo 5nmmii di condizioni isocratiche con
I'eluente B, il tenore di B é stato portato al 1@4a colonna riequilibrata in B per 5
minuti. Il campione analizzato, solubilizzato in tex@lo, € stato preventivamente
filtrato su filtro PTFE da 0.45 um ed iniettato (Ligenza ulteriori purificazioni. Per
l'identificazione dei componenti € stato impiegatmo strumento Agilent QQgQ,
equipaggiato con un sistema di ionizzazione elepray (ESI). Per I'acquisizione e
I'elaborazione dei dati € stato utilizzato un safitev Agilent (Mass Hunter Workstation)
versione B.01.00.

L’identificazione dei componenti e stata condottedmnte LC/MS/MS operando
in modi di ionizzazione sia positivi che negatiliyoltaggio dell'ago ESI era settato
rispettivamente a -4000V e +4000V. La temperatursodgente era settata a 100°C; la
temperatura del gas di nebulizzazione a 350°Qugisb del gas a 10L/min; la pressione
del nebulizzatore a 40 psi. L'azoto (2 bar) e stadato come nebulizzatore e gas di
collisione. Il frammentatore era settato nel radg@00-300 (unita arbitrarie) e lo ione
prodotto scansionato tra 100 e 1400 m/z. Comepmgursori sono stati selezionati (M-
H)* e (M-H). L’identificazione & stata condotta sulla basetdgipi di ritenzione e degli
spettri ottenuti analizzando standard puri. Nelocdsei composti per i quali non si
dispone di standard puri, I'identificazione e statandotta confrontando i loro spettri
MS/MS con quelli di spettri disponibili in letteta. Per la quantificazione, la sorgente
PSI operava in modalita positiva. Gli spettri M$i@cstati registrati ne range M/z 200-
1400.

Analisi statistica

Tutte le misurazioni sono state effettuate almentriplicato ed i risultati sono
riportati come media = d.s. | dati sperimentali s@tati elaborati attraverso I'analisi
della varianza (ANOVA). La significativita tra medi(p 0,05) e stata determinata

utilizzando il test di Tukey, utilizzando il pac¢t®eSPSS 13.0 per Windows.
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CAPITOLO 4

RISULTATI E DISCUSSIONE

In questo lavoro di dottorato € stata verificatpdasibilita di impiegare i residui
di lavorazione della nocciola (gusci e perispermnea)di denocciolatura delle olive
(endocarpo e mandorla) quali materie prime pettdivotnento di nuovi antiossidanti
fenolici naturali.

La prima fase dello studio ha riguardato in pattioele seguenti attivita:

- messa a punto di un protocollo di estrazione perensaione a temperatura ambiente

- valutazione della capacita estraente di diverseeatéssolvente

- verifica delle rese di estrazione

- quantificazione delle concentrazioni fenoliche degtratti grezzi

- valutazione dell'attivita antiradicalica ed antipssidica degli estratti grezzi

- confronto tra I'attivita antiossidante degli edfrgrezzi con quello degli antiossidanti
naturali ( -tocoferolo) e di sintesi (BHA, BHT) attualmentepgiegati dall'industria
alimentare/cosmetica/farmaceutica o utilizzatiest i confronto (Trolox)

- quantificazione della componente tannica

- caratterizzazione di base (screening dell'assonbionall’'UV) degli estratti grezzi.

Con lintento di valutare piu a fondo le carattecdise e le potenzialita applicative
dell'estratto fenolico che ha dato i risultati pgiteressanti, nella seconda fase dello
studio é stata focalizzata I'attenzione sul praglottenuto con EtOH 80% dalle pellicole
di nocciole tostate, previa accurata rimozione fa@mmenti endospermacei. Su tale
estratto sono state pertanto determinate:

- I'attivita chelante il Fe(ll)

- il potere riducente

- I'attivita antiossidantén vivo mediante test condotti su ratti

- la stabilita nel corso della conservazione a deéesnperature

- valutazione qualitativa della frazione fenolica (ESI-MS)
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4.1 1 SOTTOPRODOTTI DELLA NOCCIOLA

| sottoprodotti dell’industria di trasformazionelldenocciola oggetto di studio
della ricerca sono stati gusci e residui pellidoldRecentissimi studi, condotti
indipendentemente da questo lavoro di dottoratounlagruppo di ricercatori turco-
canadesi (Shahidi et al., 2007), hanno rilevato telliesottoprodotti sono in grado di
fornire estratti grezzi piu ricchi in fenoli tota# con una capacita antiossidante piu

elevata, rispetto ad altri materiali di scarto goenti dal frutto in questione.

Figura 23. La nocciola Corylus avellana L.

| gusci (campioni Gn) costituivano il prodotto dwedegnoso rimosso dalla parte

edibile della nocciola in fase di sgusciatura.

Figura 24 Gusci di nocciola (sottoprodotto industriale gluisciatura).
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Le pellicole rappresentavano il prodotto di scatll’operazione industriale
denominata “sbiancamento”, caratterizzata da ua&bne dei semi sgusciati appena
tostati, seguita da un allontanamento mediantaadpne dei frammenti di perisperma
che li rivestiva. La facilita di distacco e quirtifficienza dell'operazione di rimozione
del perisperma e cultivar-dipendente. In alcuneet@r come ad esempio la “Tonda
Gentile Romana” o “Barcellona”, I'allontanamentdleeoellicole € molto difficoltosa e
pertanto lo sbiancamento non avviene mai in mamenapleta.

Per ottenere formulati di nocciole tritate, i sesabiscono un ulteriore processo
noto come “schiacciamento” o “granellatura”, nefsmodel quale le pellicole residue
aderenti alla superficie del’endosperma, sfuggiliéoperazione precedente, vengono
ulteriormente rimosse dalle nocciole granellatee€da operazione porta all’'ottenimento
di un sottoprodotto arricchito di piccoli frammeuwli endosperma, che avendo densita
simile a quella delle pellicole, inevitabilmentengeno aspirati assieme al materiale di
scarto. Di conseguenza, rispetto al sottoprododiticplare ottenuto dalla lavorazione
delle nocciole intere, quello che residua dallanghatura risulta caratterizzato da una

superiore presenza di materiale estraneo endospeoma

Figura 25. Sottoprodotto industriale di pelatura delle noceiahtera(A) e residuo

pellicolare di granellaturés).

Al fine di indagare l'effetto della presenza dearhmenti di endosperma nei
residui pellicolari di nocciola, nel corso di questicerca sono stati studiati sia i
sottoprodotti pellicolari provenienti dallo sbianwento delle nocciole intere tostate

(campioni Pn), sia quelli ottenuti dalla successyp&razione di granellatura (campioni
Pg).
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4.1.1 RESE DI ESTRAZIONE E FENOLI SOLUBILI

E noto che la quantitd di sostanze estraibili r@ise di una estrazione con
solventi dipende sia dalla peculiarita della matgrrima vegetale che dal solvente
impiegato (Marinova et al., 1997; Moure et al., Q0Bim et al., 1994). Da un attento
esame delle fonti bibliografiche € emerso che leuzoni acquose al 70-80% di
metanolo, etanolo o acetone sono le piu utilizg@slieure et al., 2001; Naczk et al., 2006)
e quindi le piu promettenti per il recupero dei gasti fenolici da sottoprodotti quali le
pellicole di rivestimento delle sementi (Kahkondrak, 1999; Yu et al., 2005). Per tale
motivo €& stato deciso di utilizzare e di confroatdiefficienza di soluzioni acquose
contenenti I'80 % (v/v) di metanolo, etanolo e aoet per ottenere estratti fenolici
grezzi dai gusci e dal perisperma delle noccioleediante lenta macerazione a
temperatura ambiente.

In Tabella 6 sono riportati i rendimenti di estrazione (espressne percentuale
di sostanza secca), nonché i fenoli estraibili edntenuti fenolici degli estratti, ottenuti
utilizzando i tre solventi selezionati. | risultatiriferiscono al campione t.q. nel caso dei
gusci ed al campione sgrassato nel caso dei rgsédligolari.

Dallesame dei dati, visibili infabella 6 e Figura 26, appare evidente come le
guantita di composti estraibili contenute nei togtaprodotti oggetto di studio siano
risultate alquanto differenti. Gn ha fornito le fiasse rese di estrazione (2.7-2.8%), che
sono apparse indipendenti dal solvente impiegadb.rése sono risultate circa 7-8 volte
inferiori a quelle di Pg e 10 volte piu basse di Bna notevole quantita di estratto e stata
ricavata dai campioni pellicolari, in special mdéo (resa massima 32.6 %, ottenuta con
la miscela acetonica). Per entrambi i sottoprodettie Pg, non sono state riscontrate
differenze significative (p<0.05) impiegando metano etanolo, mentre il solvente
acetonico ha fornito rese leggermente piu elevate.

Mediante estrazione a caldo (80°C, in condizionriffiisso) con etanolo 80%,
Shahidi et al. (2007) hanno ottenuto dai guscissgt di nocciola rendimenti simili a
quelli rilevati nel corso di questo studio (2.5%nto il 2.7-2.8 %). Tuttavia, nella
presente ricerca sono state ottenute, dai resiellic@ari di nocciole intere, rese in
estratto notevolmente superiori (32.6%, controOil35% riportato dai succitati Autori),

pur impiegando lo stesso solvente di estraziora(dd 80%).
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| fenoli totali solubili Tabella 6 e Figura 27 (1))sono risultati legati sia al tipo di

campione che al solvente impiegato per I'estrazidiedle condizioni adottate, su tutti i

tre sottoprodotti la miscela acetonica ha rivelatgliore capacita estraente nei confronti

dei composti fenolici. L'acetone acquoso si € ifettif dimostrato un buon solvente dei

fenoli su molte matrici vegetali, specie se ricah&annini (Makkar, 2000).

Tabella 6 Solidi Solubili totali (SS), Fenoli Solubili tota(FS) e Fenoli Totali
dell’estratto (FT), ottenuti dai sottoprodotti delhocciola in relazione al solvente

impiegato.
SS FS FT
Campioné Solventé  (g/100g) (mg AGEg) (mg AGE/g)
Gn M80 2.7x0.05a 1.5+£0.04 a 56.6+1.7a
Gn E80 2.7+0.07 a 16+0.05a 596+£1.0a
Gn A80 28x0.10a 2.1+0.03b 72.2+20b
Pn M80 289+0.32a 1234+21la 426.7+x46a
Pn E80 27.8+048a 139.6+29b 5023+99b
Pn A80 326+0.32b 1522+3.0c 466.8%x7.8cC
Pg M80 20.8+£0.30a 20.3+x0.26a 97.7 £1.7a
Pg E80 200+041a 349+064b 1745+22Db
Pg A80 23.5+0.29b 485+086¢c 206.1+3.7cC

Equivalenti.

(PE0.05).

%Gn: guscio liofilizzato; Pn: pellicola di nocciolmtera, sgrassata e liofilizzata; Pg: pellicola rdicciola
granellata, sgrassata e liofilizzat80, metanolo 80%; E80, etanolo 80%; A80, acetdd%.8 Acido Gallico

Media + d.s. (h3). Lettere diverse all'interno di ogni gruppo @ingpioni identificano differenze significative

Figura 26. Rese di estrazione ottenute con diversi solveati|d

sottoprodotti di lavorazione della nocciola.

significative (f£0.05).
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Lettere diverse allinterno dello stesso gruppo a@himpioni identificano differenze
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Dai gusci sono state ottenute poche sostanze éleo{max 2.1 mg di AGE/g di
residuo, ricavate con la miscela acetonica), mdPdrsi € dimostrato un’eccellente fonte
di fenoli estraibili (123-152 mg di AGE/g di campm® sgrassato, a seconda del solvente).

I quantitativi dei fenoli estraibili da Pn sonoulsti da 3 a 6 volte superiori a
quelli di Pg.Nel caso di entrambi i sottoprodotti pellicolar, gotere solvente nei
confronti dei composti fenolici & cresciuto neltdore: metanolo < etanolo < acetone
Tabella 6 e Figura 27 (1)

Il solvente ottimale per I'estrazione dei compdstiolici dovrebbe soddisfare i
seguenti criteri: capacita di estrarre la massimantjta di fenoli e capacita di estrarre la
minima quantita di sostanze estranee non-fenolitheoratica, il solvente ottimale e
guello che fornisce il piu alto rapporto tra fendditali estraibili e composti totali
estraibili. Queste condizioni sono state soddisfatl caso di entrambi i campioni Gn e
Pg dalla miscela acetonica. Su Pn, invece, I'etamolapparso piu efficiente. Infatti,
seppure l'acetone sia stato in grado di estraniecpmposti fenolici anche da questo
sottoprodotto, le sostanze estranee non-fenoliclhubiizzate sono aumentate in maniera
piu che proporzionale. In definitiva, non é statavata alcuna relazione tra quantita di
composti totali estraibili e fenoli estraibili. Pguanto riguarda gli altri solventi, sui gusci
I'efficienza estrattiva del metanolo e dell’etan@aisultata similare, mentre su Pn e Pg
la miscela metanolica e apparsa in assoluto la nuamea.

Nelle condizioni adottate, il solvente piu adated caso dei gusci di nocciola é
stato dunque I'acetone 80%, che ha fornito la & @sa in sostanza secca ed inoltre,
solubilizzando piu fenoli e meno sostanze estrahaegonsentito di ottenere I'estratto
piu ricco in composti fenolici (72 mg di AGE/g dsteatto). Su questo sottoprodotto,
metanolo 80% ed etanolo 80% sono risultati ineffica

Sul sottoprodotto pellicolare che residua dallaaisa delle nocciole intere,
invece, la miscela acetone/acqua (80:20) ha datoalssima resa ed estratto piu fenoli,
ma il solvente che ha consentito di ottenere Ed&ircrudo piu concentrato in composti
fenolici & stato I'etanolo 80% (502.3 mg di AGE/gedtratto); tra i solventi testati, il
metanolo 80% é apparso il meno efficiente.

La presenza di frammenti di nocciola nel residubliqouéare (campione Pg) ha
modificato i risultati. Il solvente piu efficienté risultato I'acetone 80% (fenoli totali

nell'estratto: 206.1 mg di AGE/g; massimi valorgtiaaltri parametri testati). La miscela
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etanolica all’80% ha solubilizzato meno fenoli écdana concentrazione di composti
fenolici nell’estratto lievemente minore (174.5 migAGE/g); anche in questo caso, il

metanolo all’'80% é risultato il meno efficace.

Figura 27. Fenoli totali solubilizzati dai sottoprodotti docciola in
relazione al solvente impiegato (1) e fenoli totadi corrispondenti
estratti (2).
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Lettere diverse all'interno dello stesso gruppo achmpioni identificano differenze
significative (f£0.05).

| differenti contenuti in fenoli estraibili dei camoni Pg e Pn, nonché le diverse
risposte in relazione ai solventi testati, sonodentemente legati alla natura dei due
sottoprodotti. Pn e costituito essenzialmente dalue pellicolari, con rari frammenti di
endospermaHigura 27 (1)), mentre Pg si presenta molto ricco di endospdimeaente
frantumato Figura 27 (2)). Appare evidente che la presenza di frammentiodciola
detrimente ai fini dell'ottenimento di un estrafenolico efficientemente concentrato.
Tali frammenti, infatti, non solo non hanno apptwtan contributo fenolico (come ci si

potrebbe aspettare sulla base di precedenti ewdecize hanno rilevato come |l
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contenuto fenolico dellendosperma di nocciola sisignificante, se comparato con
guello del perisperma (Bignami et al., 2005), manwaarricchito la materia prima di
solidi solubili non fenolici. Dunque, nell'ipotesli uno sfruttamento industriale dei
sottoprodotti di nocciola al fine di ricavarne centrati fenolici naturali, i risultati di
guesta ricerca suggeriscono di operare su unaimatema pellicolare da cui siano stati
preventivamente allontanati gli elementi estraneflospermacei. Disponendo di un
prodotto pellicolare ripulito, € possibile optarr pna macerazione condotta con etanolo
acquoso in alternativa all’acetone, a scapito dieggero calo di resa ma con il duplice
vantaggio di una superiore sicurezza d'uso ed umggore purezza fenolica degli
estratti.

Considerando lenevitabili variazioni sperimentali, il contenute@rfolico degli
estratti etanolici di Pg ottenuti in questo lav@s02.3 mg di AGE/g, pari a 588.2 mg di
CE/qg) é risultato estremamente simile a quellonmgaente riportato da Shahidi et al.
(2007). Utilizzando etanolo acquoso 80 % a calds @3 per tempi brevi (2 x 30 min),
tali Autori hanno infatti ottenuto dai residui pedilari sgrassati di nocciola un estratto
con 577.7 mg /g di fenoli totali, espressi in CRuirg@li, la procedura adottata in questo
lavoro di dottorato (lenta macerazione a tempeaadinnbiente) sembrerebbe efficiente al
pari dell’'estrazione a caldo, per quanto concdrtenpre fenolico degli estratti. Tuttavia,
le rese in estratto ottenute nel presente studio ssultate sorprendentemente molto piu
alte (circa 3 volte superiori) rispetto a quellportate da Shahidi et al. (2007). Al
contrario, per quanto concerne i gusci di nocciolanostante le rese di estrazione
ottenute nell’ambito di questo lavoro siano in adoocon quelle riportate dai succitati
Autori, la concentrazione fenolica degli estratiievata nel loro studio € risultata circa
2.5 volte piu alta di quella massima riscontratguesto lavoro di dottorato. Si possono
postulare una serie di ipotesi per giustificaredacrepanze. Cosi come per le pellicole,
anche sui gusci di nocciola (preventivamente sgtgsShahidi et al. (2007) hanno
impiegato come solvente etanolo 80% a caldo. ESipde che la fase di sgrassatura dei
gusci (by-passata nel presente studio) sia invaossiepessenziale. E’ anche possibile
che l'estrazione a caldo, rispetto ad una estrazgwoft a freddo, sia in grado di
allontanare piu composti fenolici e meno sostamterfierenti da una matrice legnosa
come i gusci, ma che al contrario risulti piu edfie nel caso di una matrice

essenzialmente fibrosa come quella delle pellichleocciola. In aggiunta, differenze
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genotipiche/ambientali/culturali oltre che di prese e/o di stato di conservazione,
potrebbero aver contribuito a differenziare le matprime utilizzate per le ricerche.

In uno studio molto recente, condotto da Stévigrale(2007), & stata utilizzata
una macerazione a freddo (20-22°C) per tempi H@34150 min) per estrarre composti
fenolici dai gusci di nocciola. In tale lavoro eatst valutata I'efficienza di differenti
miscele acquose etanoliche e metanoliche, vericaemplicemente i quantitativi dei
fenoli totali solubili (che sono variati da un mmo di 1.37 ad un massimo di 6.70 mg di
AGE/g di gusci). | valori ottenuti nell’ambito dptesente studio (1.5-2.1 mg di AGE/qg)
si sono posizionati nel range piu basso ottenuitsutzcitati Autori.

Il contenuto fenolico del campione Pn estratto etanolo, con 502.3 mg GAE/q,
e risultato estremamente piu alto rispetto a quelémli estratti che si possono
generalmente ricavare dagli alimenti vegetali (dveoncentrazioni fenoliche comprese
tra 0.5 a 50 mg di AGE/g di estratto (Kéahkoénenlet1®99)) e comunque superiore a
guello di estratti ricavati da similari prodotti dcarto, quali perisperma di mandorla,
arachide e castagna. Negli estratti di pellicolandindorla, Siriwardhana et al. (2002)
hanno trovato 87.8 mg di CE/g; i fenoli totali dsteatti ottenuti dal perisperma di
arachide e castagna sono stati quantificati tra 50 mg AGE/g, rispettivamente
(Nepote et al., 2002; Kamath et al., 2007). Quindsottoprodotti di lavorazione
pellicolari della nocciola rappresentano indubbiateeuna fonte di composti fenolici

estraibili eccezionalmente ricca.

4.1.2 ATTIVITA’ ANTIOSSIDANTE

Numerosi metodi analitici sono utilizzati per valg I'attivita antiossidantéen
vitro delle piante e dei loro derivati, che divergono whi dagli altri per tipo di
marcatori, condizioni di reazione, cinetica, quicdzione e substrati impiegati. Di
conseguenza, e difficile confrontare i risultatieauti con differenti approcci analitici.
Inoltre, le relazioni tra i risultati forniti daiiekersi test di attivitd antiossidante sono
risultate dipendere non solo dal metodo, ma andi& dhatura degli antiossidanti
analizzati. Per questi motivi € importante di valet I'attivita antiossidante di uno
specifico substrato utilizzando almeno due différapprocci analitici (Schlesier et al.,
2002).
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In questo lavoro di dottorato, il test del DPPHa&® selezionato perché € uno dei
piu accurati e sensibili, largamente impiegato pmaratterizzare il potenziale
antiossidante di materiali vegetali e dei loro asit(Buenger et al., 2006). Tale metodo
valuta la capacita di un campione di agire da suging nei confronti del radicale stabile
cromogeno DPPH (la cui presenza, sotto forma rédigacolora di blu la miscela di
reazione), seguendone la scomparsa attraverso lldaziane della diminuzione di
assorbanza nella zona di massimo assorbimenton{dl5

Il secondo metodo selezionato valuta la capaciszavengingli un antiossidante
nei confronti dei radicali liberi perossidici, geat dall'ossidazione dell’acido linoleico
accelerata con AAPH. E' un metodo utile e affidaljiler valutare I'efficienza di un
antiossidante (Liegeois et al.,, 2000), in quantadicali perossidici sono le forme
radicaliche predominanti che si formano nel corgt’absidazione dei lipidi, sia in

matrici alimentari che nei sistemi biologici.

4.1.2.1 ATTIVITA’ ANTIRADICALICA (TEST DPPH)

| valori di IG5 (concentrazione del campione necessaria dimedZz0&o0
di radicale DPPH) sono riportati ifabella 7. Il valore di IG, € stato espresso siang
di estratto grezzo/mg di DPPH, indicativo del petantiradicalico posseduto dalla massa
di estratto grezzo, sia in pg di AGE/mg di DPPHg ébrnisce un’indicazione sul potere
antiossidante della massa fenolica contenuta mstyatti. Minore € il valore di I§3 e
maggiore e I'efficacia antiossidante del campiastato.

Tutti gli estratti ottenuti dai sottoprodotti di cmola hanno manifestato capacita
scavengingnei confronti del radicale DPPH. Esprimendo i ltestii di ICso come pg di
estratto/mg di DPPH, la piu elevata attivita amtficalica si € avuta a carico degli estratti
piu ricchi in fenoli totali (estratto acetonico reso di Pg e di Gn; estratto etanolico nel
caso di Pg). Quando i valori di J§sono stati espressi come pg di AGE /mg di DPPH,
le differenze tra i campioni Pg non sono risultstegisticamente significative (p < 0.05),
suggerendo che i tre solventi impiegati hanno #sti@mposti fenolici aventi similare
attivita anti-DPPH. Per quanto concerne i campi@ni e Pn, invece, i risultati hanno
mostrato che il solvente che ha fornito sia la gita concentrazione fenolica degli
estratti, sia la migliore attivita antiradicalicaniécela acetonica per Gn e miscela

etanolica per Pn) e stato in grado di solubilizzemenposti fenolici con una attivita
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antiossidante lievemente piu elevata. Infatti, lassa fenolica (espressa in AGE)
richiesta dagli estratti acetonici Gn ed etandhni per neutralizzare il 50 % dal radicale

DPPH e risultata minore di quella richiesta darispondenti estratti ottenuti con gli altri

solventi.
Tabella 7. Attivita antiradicalica (test DPPH) e antiperossid(test AAPH) degli
estratti ottenuti dai sottoprodotti di nocciola ativersi solventi.
Test DPPH Test AAPH
(ICs0)® (Vinib)”
ng di estratto g di AGE’ min L min L
Estrattd Solv® mg' DPPH mg DPPH mg" diestratto  mg ‘di AGE®
Gn M80 2319+51 a 131+3.2a 6.9+0.1 a 1159+ 1.7 a
Gn E80 2288 + 47 a 136+ 3.6a 7.0+8.1 1151+ 15 a
Gn A80 1634 £36 b 118+2.6Dh 7.9+0.2 1131+23 a
Pn M80 141 +25a 68+x1.2a 33.3£t09 a 781x17 a
Pn E80 123+£2.0b 62+£1.0Db 37.7+£10.6 77912 a
Pn A80 143+ 3.1a 67+x14a 36.8+x0.7b 809%+16 a
Pg M80 674+ 129a 66+1.3a 8.0 . 80.1+£11 a
Pg E80 3710£4.7 b 65+x0.8a 13.82+10 782+0.9 a
Pg A80 310+49 c 64+1.0a 16.52t 0. 80.0+1.1 a
Trolox 151+24 52.1+0.9
a-tocof. 307 £5.8 50.0+1.1
BHA 134+ 2.7 99.4+1.1
BHT 195+ 35 77.2+14
aMinore 1Cs,, maggiore attivita antiossidant®laggiore Vi, maggiore attivita antiossidanféicido Gallico Equivalenti’Gn,
guscio; Pn, pellicola di nocciola intera; Pg, malla di nocciola granellataiM80, metanolo 80%; E80, etanolo 80%; A80,
acetone 80%.
Media + d.s. (’# 3). Lettere diverse all'interno di ogni gruppo dnepioni identificano differenze significative £00.05).

In Figura 28 i risultati del test DPPH eseguito sugli estrathsgono essere
visibilmente confrontati con quelli ottenuti anakndo gli antiossidanti puri di
riferimento. Nella figura, I'attivita antiossidangeriportata come efficienza antiradicalica
(EA), che essendo l'inverso didgconsente una lettura piu immediata dei dati. \falor
piu elevati di EA indicano una superiore efficaargiradicalica dei campioni. IRigura
28 (1) e 28 (3VEA e espressa in mg di DPPH per mg di estrattali(antiossidante di
riferimento); inFigura 28 (2) in mg di DPPH per mg di AGE presente negli estrat

Appare evidentéFigura 28 (1)) la debole attivita antiradicalica degli estratti d
guscio rispetto a quelli pellicolari e, per quantmcerne il confronto tra questi ultimi, la
superiore attivita antiossidante dei campioni Bpetito ai Pg. | valori di EA degli estratti

Pn (variabilida 7.1 a 8.1 mg di DPPH / mg di dstrarudo) sono risultati infatti almeno
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il doppio di quelli del migliore campione Pg (EA23.estratto acetonico) e circa 12-13
volte piu alti del migliore campione Gn (EA=0.8tmtto acetonico).

Quando l'efficienza antiradicalica € misurata imtii di unita di massa fenolica
(Figura 28 (2)) emerge l'elevato potere antiossidante possedaitaamposti fenolici
contenuti in Pn e Pg. Da notare che, nonostantealssa fenolica estratta da Gn abbia
mostrato un potere antiossidante molto piu basgetio a quello dei residui pellicolari,
a confronto con gli standard di riferimento & agpamolto attiva, in quanto la sua EA e
risultata simile a quella del BHA e superiore allgudi tutti gli altri antiossidanti puri
testati (Figura 28(3)). Evidentemente lo scarso potere antiossidante ratostlagli
estratti di guscio e dovuto alla debole purezzeolfea che ha caratterizzato questi
estratti. Di converso, tutti i composti fenoliciideampioni ricavati dai sottoprodotti
pellicolari si sono rivelati piu efficaci degli anssidanti di riferimento testati.

Il confronto con gli standard di riferimento puosere efficacemente valutato
calcolando capacita antiossidante standard equieal€CASE), che rappresenta la
guantita (g) di antiossidante di riferimento (BHA, BHT, Tral@ a-tocoferolo) avente
la stessa efficienza antiradicalica (50% di DP&tavenginy di un microgrammo di
campione (Tabella 7). Valori di CASE vicini ad 1 indicano che, a paritd
concentrazione in peso, lattivitd antiradicalicel ccampione e dello standard di
riferimento sono analoghe; tanto piu il valore &SE € superiore ad uno, tanto migliore
e l'attivita antiossidante del campione rispettqualla dello standard, e viceversa.

E’ evidente che nessuno degli estratti ricavati dasci ha mostrato un
significativo potere antiossidante rispetto aganstard testati (CASE variabili da un
minimo di 0.06 ad un massimo di 0.19). Al contrafiestratto Pg ottenuto con acetone
ha esibito la stessa capacita antiradicalica al¢titoferolo (che tra tutti gli standard ha
fornito il piu basso valore di EA) e circa la mataquella del BHA, BHT e Trolox.
Ancor piu efficienti sono risultati i campioni Pin(special modo l'estratto etanolico),
che hanno mostrato una capacita antiossidante alpana quella del BHA e del Trolox
e nettamente superiore a quella del BHT e adlhcoferolo. Tale risultato starebbe ad
indicare che l'estratto crudo ottenuto dai sottdpitt pellicolari di nocciola potrebbe

essere utilizzato efficacemente senza ulterioiecimenti/purificazioni.
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Figura 28. Efficienza antiradicalica (EA) degli estratti ottei dai
sottoprodotti di nocciola con diversi solventi (Hella frazione
fenolica contenuta negli estratti (2) e di antidasti puri di
riferimento (3).
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Il confronto con gli antiossidanti di riferimentahatato sulla base dei fenoli totali
degli estratti (espressi in AGE) piuttosto che astlilhse della massa di estratto crudo ci
consente di quantificare la capacita anti-DPPHadelassa fenolica rispetto a quella
dell'antiossidante di riferiment¢Tabella 8). Tutti i campioni Gn hanno manifestato
valori di CASE (espressi img di antiossidante hg di AGE) 3 1, mentre un
microgrammo di fenoli contenuti negli estratti Pa &sibito un’abilita antiradicalica
equivalente a quella di circan®) di BHA (o di Trolox), circa 31y di BHT e 4.51g dia-
tocoferolo. | valori di CASE dei fenoli contenuth iPg sono risultati simili a quelli
ottenuti a carico di Pn. Tali risultati indicanoecHabilita antiradicalica della frazione
fenolica estraibile dai sottoprodotti pellicolarirbcciola € eccellente, se comparata con
qguella dei piu diffusi antiossidanti commerciali slntesi (BHA, BHT) e naturalial-
tocoferolo). Queste considerazioni autorizzano @dtizzare che una eventuale
purificazione degli estratti crudi pellicolari pebbe portare ad ottenere antiossidanti
fenolici naturali estremamente potenti.

| dati di attivita antiradicalica (I§g) ottenuti nel’ambito della presente ricerca
non sono direttamente confrontabili con quelli rtpd da Shahidi et al. (2007), i quali
hanno studiato estratti fenolici di pellicole e gudi nocciola ottenuti con etanolo-acqua
80 % a caldo. Tali Autori hanno infatti valutatattivita anti-DPPH dei loro estratti e di
un antiossidante di riferimento (catechina) testasolamente due concentrazioni (50 e
100 ppm), ottenendo quasi il 100% di attivR@avengingsia per i sottoprodotti di
nocciola, sia per la catechina di riferimento. Ta@ncentrazioni erano dunque troppo
elevate per consentire un efficiente confrontoguanto al di fuori del range di linearita
del metodo (Villano et al., 2005). E’ infatti cogkabile che la massima concentrazione
di campione nella miscela di reazione non ecced&)% di attivita scavenging nei
confronti del DPPH (Buenger et al., 2006).
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Tabella 8. Capacita antiossidante standard (BHA, BHT, Troéa-tocoferolo)
equivalente degli estratti ottenuti dai sottopréidoii nocciola, in relazione a|
solvente impiegato.

BHA Trolox BHT a-Tocoferolo
1

mng'  ngngt ngngt ngngt ngngt ngngt ngngt nging?
Estrattd Solvent8 diestratto di AGE® diestratto di AGE® diestratto di AGE® diestratto di AGE®

Gn M 0.06 1.03 0.06 1.15 0.08 1.50 0.13 2.35
Gn E 0.06 0.99 0.07 1.10 0.09 1.43 0.13 2.29
Gn A 0.08 1.14 0.09 1.28 0.12 1.66 0.19 2.6
Pn M 0.95 1.98 1.07 2.22 1.38 2.88 218 4.5
Pn E 1.09 217 122 2.43 1.58 3.15 2.49 4.9
Pn A 0.94 201 1.05 2.26 1.36 2.92 2.15 4.60
Pg M 0.20 2.04 0.22 2.29 0.29 2.97 0.46 4.61
Pg E 0.36 2.06 0.41 231 0.53 2.99 0.83 4.7]
Pg A 0.43 2.10 0.49 2.36 0.63 3.05 0.99 4.81

“Gn, guscio; Pn, pellicola di nocciola intera; Pellipola di nocciola granellaté‘MBO, metanolo 80%; E80, etanolo 80%; A80, acetdité.8Acido Gallico Equivalenti.
Media + d.s. (% 3). Lettere diverse allinterno di ogni gruppo diepioni identificano differenze significative £00.05).

4.1.2.2 EFFICIENZA ANTIPEROSSIDICA

Il saggio valuta lattivita chain-breaking di un terssidante nei confronti
dell'ossidazione dell’acido linoleico acceleratancdAPH. Il metodo consente di
guantificare in maniera dinamica la diminuzione dieni coniugati (che assorbono a 232
nm) in presenza di un antiossidante in grado dirabzzare i radicali perossidici di neo-
formazione.

In Figura 29 sono visibili le curve registrate a carico deghtiassidanti di
riferimento (BHA, BHT, Trolox ea-tocoferolo), mentre inFigura 30 si possono
osservare, a titolo di esempio, le curve ottentiteezando gli estratti etanolici ricavati
dai tre sottoprodotti di nocciola oggetto di studio
espressi in min L mydi estratto o di AGE (si rammenta che piu altb\&@lore di Vi,
maggiore € I'attivita antiossidante manifestataaanpioni). Una visione immediata dei

risultati si ha osservando fagura 31.
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Figura 2S. Curve di ossidazione dell’acido linoleico (tgst
AAPH) in presenza di 1 mg/ml di BHA, BHT, Troloxae
Tocoferolo.
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L’analisi statistica ha evidenziato differenze gigative (p < 0.05) tra i campioni
testati, mettendo in risalto che l'attivitd antipssidica (valutata in relazione alla massa
di estratto aggiunta alla miscela di reaziones@ltata minima per Gn, intermedia per Pg
e massima per Pn. Tali risultati sono in accordo qaelli rilevati da Shaihdi et al.
(2007), che utilizzando il tedb-carotene-acido linoleico hanno osservato un’agivi
dell'estratto pellicolare di nocciola migliore resppo a quella dei gusci.

Per quanto riguarda le miscele solventi, in tuttasi gli estratti metanolici sono
risultati i meno attivi nel rallentare I'ossidazerdell’acido linoleico. | piu efficienti
estratti di Gn e Pg sono stati quelli ottenuti miscela acetonica, mentre nel caso di
Pn gli estratti ricavati con acetone ed etanoloosesultati egualmente efficienti e, in
assoluto, i piu attivi. Tali risultati, ecceziortteaper I'estratto acetonico ed etanolico di
Pg, sono in accordo con quelli precedentementeautitatilizzando il DPPH-test. Si puo
tuttavia notare che, valutando I'attivita antiossite con il test AAPH, le differenze di
attivita tra i tre sottoprodotti (Gn, Pg e Pn) appa decisamente meno pronunciate

rispetto a quelle messe in risalto dal test DPPH.
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Figura 3C. Curve di ossidazione dell'acido linoleico (test RKA) in presenza dk

guantitativi crescenti di estratti fenolici, otténwai sottoprodotti pellicolari d

nocciola impiegando etanolo 80% come solvente.
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Non é stata evidenziata alcuna differenza sigriifiaa(p < 0.5) tra estratti della
stessa natura esprimendo i risultati in min Lnatj AGE. Cio starebbe ad indicare che,
da un dato sottoprodotto di nocciola, le tre misceblventi testate nellambito del
presente studio sono state in grado di estrarrgpostinfenolici con analoghe proprieta
antiperossidiche.

In confronto ai prodotti pellicolari e agli antiedanti puri, gli estratti crudi Gn
hanno rivelato una capacita antiperossidica maitditdta. Tale evidenza sembrerebbe
legata alla scarsa concentrazione fenolica di guesttatti, in quanto esprimendo i
risultati in min/mgl* di AGE, lattivita protettiva della frazione ferich di Gn nei
confronti della perossidazione dell’acido linoleieorisultata superiore a quella della
componente fenolica di Pn e Pg e migliore di quelinifestata dagli antiossidanti puri
testati. Da notare come, nel valutare I'attivitatiradlicalica con il test DPPH, si era
ottenuto un risultato opposto, in quanto la fragidanolica dei campioni Pg e Pn era
risultata piu attiva di quella dei campioni Gn.

Il confronto tra [Iefficienza antiperossidica deiangpioni e quella degli
antiossidanti di riferimento é visibile graficamennh Fig. 31, dove si pu0 notare come
tutti gli estratti crudi, e in special modo i campi Gn, abbiano manifestato un’attivita
inferiore rispetto a quella degli standard purighieampioni ad attivita antiperossidica
piu elevata (estratti Pn, ottenuti con etanolo et@we) sono stati misurati valori din¥
1.3 e 1.4 volte minori di quelli rispettivamentdlde-tocoferolo e del Trolox, ed otre 2
volte piu bassi di quelli del BHA.

Risultati diversi sono stati ottenuti esprimendaddocita di inibizione sulla base
della massa fenolica (min L igli AGE) anziché della massa di estratto (min L'ndg
estratto). Osservando Fg. 31 (2) e (3) € evidente che i composti fenolici del guscio
hanno manifestato un’attivita protettiva nei confiadell’acido linoleico piu elevata di
quella di tutti gli standard testati. Inoltre, ancke le frazioni fenoliche di Pg e Pn sono
risultate meno attive di quelle di Gn, sono apparsenunque molto efficienti nel
confronto con gli antiossidanti puri, risultandongi al BHT e migliori sia del Trolox

che della-tocoferolo.
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Figura 31. Efficienza antiperossidica (test AAPH) degli etira
ottenuti dai sottoprodotti di nocciola (1), dell@#ione fenolica
contenuta negli estratti (2) e di antiossidanti puriferimento (3).
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Lettere diverse all'interno dello stesso gruppocdmpioni identificano differenze significative
(p£0.05).
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4.1.3 CORRELAZIONI TRA FENOLI TOTALI ED ATTIVITa
ANTIOSSIDANTE

L’attivita antiossidante degli estratti crudi di qoiola € risultata strettamente
legata al contenuto fenolico. E stata rilevatatinfana correlazione positiva altamente
significativa tra i parametri di attivita antiosaitte studiati e la concentrazione fenolica
degli estratti (abilitd antiradicalica vs contenufenolico: f=0.993; efficienza
antiperossidica vs contenuto fenolico=10.995) Fig. 32). Tali correlazioni indicano che
I'attivita antiossidante misurata e principalmestteibuibile ai composti fenolici presenti
negli estratti, e che la determinazione del corter@nolico fornisce una buona stima

dell'attivita antiossidante degli estratti stessi.

Figura 32. Correlazioni tra fenoli totali e risultati dei tedit attivitd antiossidante
(efficienza antiradicalica (EAVs fenoli totali, (1); abilitd antiperossidicaigy)° vs
fenoli totali, (2)) e relazione tra efficienza aatlicalicd ed abilitd antiperossiditg
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Nella correlazione tra abilita antiradicalica edknotali, I'intercetta con I'ascissa
€ maggiore di zero; questo significa che c’e umnaboglia di contenuto fenolico (circa
24 mg AGE/q) sotto il quale non si osserva abditéiradicalica. Al contrario, I'intercetta
positiva con l'asse y rilevata nella correlaziong efficienza antiperossidica e fenoli
totali starebbe ad indicare che una porzione dellith antiossidante misurata e dovuta
ad altre sostanze attive non-fenoliche. Fibra sldudo melanoidine formate durante la
tostatura della nocciola potrebbero essere respindiatale attivita. Simili risultati sono
stati ottenuti da Llorac et al. (2003), analizzafaldipendenza dell’attivita antiradicalica
e antiperossidica con il contenuto fenolico di astrottenuti dai sottoprodotti del
cavolfiore.

Quando i valori di EA sono stati plottati controetjudi Vi, € stata ottenuta una
correlazione positiva 1£0.982) che segnala I'esistenza di una relaziorestditra i due
metodi analitici utilizzati in questa ricerca pealwtare I'attivita antiossidante degli

estratti studiati.

4.1.4 SPETTRI UV DEGLI ESTRATTI

Per avere un’indicazione di massima circa la naderacomposti fenolici presenti
negli estratti, ne sono stati registrati gli spetty a lunghezze d’'onda comprese tra 220 e
400 nm. Come ci si poteva aspettare, il confroraa@ampioni diluiti per lo stesso fattore
di diluizione ha rivelato un basso assorbimentoGxer medio per Pg ed elevato per Pn. |
campioni sono stati allora portati tutti alla seessncentrazione fenolica (26 AGE/mI)

e testati di nuovo. Gli spettri ottenuti sono vilsiin Fig. 33

Tutti gli estratti hanno mostrato un unico piccaoram massimo a 280-281 nm.
Spettri molto simili, caratterizzati dallo stessagsimo a 280 nm, sono stati ottenuti da
Alasalvar et al. (2006) analizzando estratti fesiolicavati dal seme di nocciola
(provvisto di pericarpo), nonché a carico dellezifvae tannica di un estratto fenolico
ricavato dalla mandorla, purificata mediante cragedfia su colonna Sephadex LH-20
(Amarowicz et al., 2005).

Alla stessa concentrazione fenolica, gli spettrilidersi campioni Pg, cosi come
quelli dei campioni Pn, sono risultati quasi congueente sovrapponibili,
indipendentemente dal solvente di estrazione. Altrapio, un progressivo aumento
dell'assorbimento di fondo e stato osservato neigiani Gn, ottenuti rispettivamente

con acetone, etanolo e metanolo. L'assorbimentiorttio potrebbe essere dovuto alla
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presenza di quantita crescenti di UV-assorbenterdivdai composti fenolici, quali
aminoacidi/peptidi contenenti anelli aromatici cogotti dell'ossidazione lipidica. Un

aumento progressivo dell’assorbimento di fondoagosanche osservato paragonando i

tre estratti di nocciola di diversa origine ( GiRg > Pn).

Figura 33. Spettri UV degli estratti (26g di AGE/ml) ottenuti dai sottoprodotti dell
nocciola con diversi solventi e di composti fenighiari (15ng/ml).
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Eccezion fatta per qualche frammentaria informaziomca il profilo dei fenoli
semplici (acidi fenolici e flavan-3-oli), a tuttgi si sa veramente poco sulla natura dei
composti fenolici presenti nei gusci e nelle peleicdi nocciola. InFig. 33 si riportano
gli spettri dei principali flavonoidi monomericigtechina e quercetina) ed acidi fenolici
(protocatechico, sinapico, gallico, p-cumarico eulieo) rilevati da vari Autori nella
nocciola e nei suoi sottoprodotti (Senter et &83 Travaglia et al. (2005); Alasalvar et
al., 2006; Shahidi et al., 2007). Tra tutti questmposti, soltanto I'acido gallico e la
catechina hanno mostrato un unico picco con unimasdi assorbimento nei dintorni di
280 nm (277 e 280 nm, rispettivamente). Come e, ratimo gallico e catechina sono
componenti,

rispettivamente, dei tannini idrolizhak{gallotannini) e condensati
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(proantocianidine). L’'acido gallico é stato in itiinato come il principale acido
fenolico negli estratti idrolizzati di pellicolaguscio di nocciola (Shahidi et al., 2007).
Lo spettro UV dell’acido tannico commercialeid. 33) mostra anch’esso un massimo di
assorbimento a 280 nm. L’assenza di una bandasdrlzimento nei dintorni di 320 nm
negli spettri denota che la concentrazione di a@dolici quali ferulico, p-cumarico e
sinapico, se presenti, € comunque molto bassa.

Tali considerazioni lasciano supporre che gli éstreenolici ottenuti dai
sottoprodotti di nocciola siano caratterizzati agtiresenza di flavan-3-oli (catechine
monometriche o polimeriche), nonché acido galliberb e/o esterificato (gallotannini).
In particolare la componente polimerica tannicanrftai condensati e/o idrolizzabili)

potrebbe essere rappresentata ad elevati livelli.

4.1.5 QUANTIFICAZIONE DEI TANNINI

Per verificare I'ipotesi della presenza di compdngmniche negli estratti, & stata
condotta la determinazione dei tannini precipitabilpolivynilipirrolidone insolubile
(PVP), efficiente agente legante i tannini (Looetisl., 1966; Makkar, 2000).

| risultati delle analisi hanno confermato la prese di un elevato contenuto di
tannini negli estratti fenolici ricavati dai residdi nocciola. Come ipotizzato anche da
Shahidi et al. (2007), i tannini si sono rivel@iprincipale componente fenolica degli

estratti ricavati sia dai gusci che dalle pellicobppresentando il 60-65% dei fenoli totali

(Tabella 9 e Figura 34).

Tabella €. Fenoli totali e Tannini Totali degli estratti attei dai sottoprodotti della
nocciola.
Fenoli totali Tannini totali Tannini
Estratto ~ Solvente  (mg ATH) (mg ATE/g) / Fenoli tot
Gn M80 63.6+2.0 a 404+15 a 0.64
Gn E80 67.1+11 a 420+14 a 0.63
Gn A80 81.2+23 Db 486+13 b 0.60
Pn M80 480.1+ 5.2 a 2835+46 a 0.59
Pn E80 565.3+11.1b 357.8+9.7 b 0.63
Pn A80 5253+ 8.7 ¢ 304379 ¢ 0.58
Pg M80 110.0+£20 a 715+£23 a 0.65
Pg E80 196.4+24 b 1275+27 b 0.65
Pg A80 2320x4.2 c 141.3+24 ¢ 0.61
®Acido tannico equivalenti.
Media + d.s. (h3). Lettere diverse all'interno di ogni gruppo dnepioni identificano differenze significativef.05).
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Figura 34. Fenoli totali e tannini totali negli estratti ottendai sottoprodotti di
nocciola.
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In linea generale, la piu alta quantita di tan®irstata trovata negli estratti con il
piu elevato contenuto in fenoli totali (ovvero:ra#ti etanolici di Pn; estratti acetonici di
Pg e Gn). Dunque, un’'importante quota dell’attivatidtiossidante rilevata a carico dei
campioni potrebbe essere legata alla presenzaeditigcomposti polimerici. In effetti,
'analisi statistica ha evidenziato correlazionsjpive altamente significative tra tannini
totali e attivita antiossidante (tannini vs DPPIdtte” = 0.993; tannini vs AAPH-test,
r’=0.985 Fig. 39)).

Storicamente i tannini sono considerati antinatrjema il riconoscimento di
nuove proprieta biologiche ha portato ad un riperes#o della comunita scientifica circa
il ruolo che tali composti polifenolici potrebbemsercitare sulla salute umana. Le
proprieta antiossidanti si&n vitro che in vivo delle proantocianidine sono ormai
documentate (Bravo, 1998; Fine, 2000). E’ statevato che i tannini idrolizzati e
condensabili sono antiossidanti piu potenti detbemie monometriche e dei piccoli
composti fenolici (Hagerman et al., 1998) e chegiero svolgere un ruolo unico nel
metabolismo digestivo umano, sia come preservaraitd antiossidanti biologici, sia
come elementi protettivi di nutrienti (lipidi, pebe e carboidrati) dai danni ossidativi.

Le proantocianidine hanno inoltre dimostrato di qeokere attivita anti-infammatoria,
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anti-allergica e vasodilatatoria (Fine, 2000). Adffetti fisiologici riportati a carico dei
tannini sono la capacita di accelerare i processiodgulazione del sangue, ridurre la
pressione sanguigna, diminuire i livelli di lipidiel siero e modulare le risposte
immunitarie (Chung et al., 1998). Molte molecolarti@he sono state riconosciute attive
nei confronti di alcuni mutageni (Liviero et al993); poiché la gran parte degli agenti
cancerogenici e/o mutageni producono radicali libper interazione con le
macromolecole cellulari, il potenziale anticancemigo/antimutageno dei tannini Si
ritiene sia dovuto alle loro proprieta antiossida@hung et al., 1998). La ben
documentata attivita dei tannini nei confronti deviti, batteri e virus potrebbe agire
come meccanismo di difesa naturale contro le infézinicrobiche ed essere sfruttata
per incrementare la shelf-life di alcuni alimer@hing et al., 1998). La ben documentata
attivita dei tannini nei confronti di lieviti, ba&ti e virus potrebbe agire come
meccanismo di difesa naturale contro le infezioncrabiche ed essere sfruttata per

incrementare la shelf-life di alcuni alimenti (Clguet al., 1998).

Figura 35. Correlazioni tra fenoli totali e tannini totali:)(Jefficienza antiradicalica
(EA)? vs tannini totali; (2), abilita antiperossidica,{y)” vs tannini totali.
(1) Test DPPH vs tannini totali (2) Test AAPH vs tannini totali
10 50
g | y=00249x-0472 40/ Y =0.1066x +1.8725
Rz = 0.9933 R? = 0.9853

< 61 o 301
W =

4 > 204

2 ] 10 4

0 ‘ ‘ ‘ 0 : : :

0 100 200 300 400 0 100 200 300 400
Tannini totali (mg di AT E/g) Tannini totali (mg di ATEQg)

¥mg DPPH mgdi estratto’min L mg'di estratto?Acido tannico equivalenti.

73



4.2 | SOTTOPRODOTTI DELL'OLIVA

L’innovazione tecnologica nel campo dell’estra®aneccanica dell'olio vergine
di oliva vede tra i punti piu interessanti le féstnologiche di frangitura e gramolatura
sulle quali agire per migliorare la qualita saliks e sensoriale dell’olio, aspetto
strettamente connesso alla presenza di alcune dlagsmposti chimici come le sostanze
fenoliche e i volatili (Servili et al., 2006). Laagicolare distribuzione delle attivita
enzimatiche endogene della drupa lascia intraveldepessibilita di attivare gli enzimi
endogeni del frutto in forma differenziata, intameado selettivamente, in fase di
frangitura, sulle varie parti costituitive del fioit Si basa su questo concetto il processo di
denocciolatura delle olive che, eliminando la malajoriduce l'attivita perossidasica
nelle paste e quindi limita 'ossidazione delletange fenoliche dell'olio.

Da questa tecnologia emergente si ottengono cooudtii di scarto i noccioli di
oliva (Fig. 36), che sono stati oggetto della presente ricercavi@rseparazione
dell’endocarpo legnoso (HFig.37 A) dalla mandorla (MaFig 37 B).

Figura 36. Noccioli di oliva Olea Europaea )
Nel caso della mandorla si é resa necessariagraasatura al Soxhlet con esano,

preventiva all'estrazione per allontanare la caspifrazione oleosa risultata pari al
17,5% in peso della mandorla t.gap. 10).
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| solventi di estrazione impiegati sono stati Metan80% (M80), Etanolo 80%
(E80), Metanolo (M), Etanolo (E), ed Acetato dil&(AE).

Figura 37. Endocarpo legnoso dell’olivé] e mandorla interna sgrassata e trit&fa (

Il contenuto in HO, determinato per differenza di peso prima e dopo
liofilizzazione, e risultato pari al 37,5% per dmme ed al 17,0% per il guscidab. 10).

Tabella 10 Tenori in acqua ed olio dei prodotti analizzati.

Sost.
liofilizzata
H20 olio sgrassata
campione % % %
Seme t.q 37,49 17,47 45,04
Seme liofilizzato 27,94 72,06
Guscio t.q 17,01

4.2.1 RESE DI ESTRAZIONE E FENOLI SOLUBILI

In Tabella 11 eFigura 38 sono riportati i rendimenti di estrazione (espresme
percentuale in sostanza secca)Tabella 11e Figura 39 sono visibili i risultati ottenuti
riguardo i fenoli estraibili ed i contenuti fenalidegli estratti. | dati si riferiscono al
campione t.q. nel caso dell’endocarpo legnoso €Bl)al campione sgrassato nel caso

della mandorla (Ma).

75



Per quanto concerne la mandorla, il solvente checdresentito il maggiore
recupero in solidi solubili e stato il metanolo 33y di estratto grezzo/100 g di
sottoprodotto); le miscele di tipo idro-alcolicoyali metanolo 80% ed etanolo 80%
hanno estratto quantitativi di solidi solubili leggente piu bassi (circa il 30g/100g), non
significativamente differenti tra loro. Risultatferiori in termini di resa hanno dato
'etanolo (E) e, soprattutto, l'acetato di etilsH), la cui capacita estrattiva e risultata di
gran lunga la meno efficiente (11.6 g di estratzgo/100 g di campione).

Nel caso dell'endocarpo legnoso (El), non si éeratta una significativa
differenza in termini di resa di estrazione frattpoadei cinque solventi testati (M, M80,
E80 ed AE), che hanno fornito quantitativi di estragrezzo compresi tra 3.6 e 3.9 g/100
g di campione. Leggermente inferiore, ma non sicgiifvamente diversa da quella
dell’AE, e risultata la capacita estrattiva dell (resa in estratto: 2.7%).

Tabella 11 Solidi Solubili totali (SS), Fenoli Solubili toia(FS) e Fenoli Totali
dell’estratto (FT), ottenuti dai sottoprodotti deliva in relazione al solvente
impiegato.

SS FS FT
Campioné Solvent®  (g/100g) (mg AGEg) (mg AGE/Qg)
Ma M80 29.9+0.17 b 13.5£0.47 a 45.3+1.3 a
Ma E80 29.5+0.55 b 13.4+£0.32 a 45.4+0.2 a
Ma M 33.3x0.50 a 12.5+0.15 a 37.7x1.0 b
Ma E 25.3+0.03 ¢ 8.0+0.08 b 31.7+0.3 ¢
Ma AE 11.6+0.37 d 1.4+0.05 ¢ 12.0+0.8 d
El M80 3.7+0.16 a 3.1+0.03 a 83.4+25 a
El E80 3.9+0.08 a 3.0+0.07 a 79.3+1.8 a
El M 3.9+0.01 a 3.1+0.26 a 81.6+2.6 a
El E 2.7+0.26 b 1.9+0.16 b 68.2+0.8 b
El AE 3.620.28 ab 0.4+0.02 ¢ 13.0+0.1 ¢

3Ma, sgrassato e liofilizzato; El, liofilizzattM80, Metanolo 80%; E80, Etanolo 80%; M, Metanolo;HEanolo;
AE, Acetato di Etil€.Acido Gallico Equivalenti.
Media + d.s. (h3). Lettere diverse all'interno di ogni gruppo @ingpioni identificano differenze significative

(p£0.05).

Per quanto riguarda la capacita estrattiva nefrooti dei fenoli, sul campione
Ma il maggior recupero di composti fenolici si éeotuto utilizzando M80, ES80 e M
(fenoli solubilizzati: circa I'1.35% del campioneczo). Particolarmente inefficiente é

risultato I'acetato di etile, che ha estratto giiativi fenolici circa 10 volte inferiori. Un
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risultato analogo e stato ottenuto con i gusciharse il contenuto fenolico del campione
originario e risultato molto piu modesto (circadl@%).

In termini di concentrazione fenolica degli estrattsolventi piu efficienti sul
campione di endocarpo sono risultati M80, E80 echk hanno fornito estratti grezzi
contenenti circa 80 mg di AGE per grammo di esirael caso di Ma, invece, gli
estratti con maggior contenuto fenolico (circa 4§ di AGE per grammo di estratto
grezzo) sono stati ottenuti con le due miscelealbaiche (ES80 e M80); gli altri solventi
hanno fornito quantitativi significativamente infar, pari circa 37 mg di AGE/g nel

caso del metanolo, 31 mg per I'etanolo e 13 md’aeetato di etile.

Figura 38. Rese di estrazione ottenute con diversi solveati|d
sottoprodotti di lavorazione della nocciola.
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Lettere diverse all'interno dello stesso gruppo ahmpioni identificano differenze
significative (f£0.05).

Dai dati ottenuti si evince che, nonostante il seingiva é risultato possedere un
contenuto fenolico almeno 4 volte superiore a guedl guscio, gli estratti ottenibili dai
gusci nelle condizioni adottate sono risultati @ifcdoppio piu concentrati in composti
fenolici.

Come solvente, sulla mandorla di oliva potrebbe eressimpiegato
indifferentemente metanolo o etanolo all80%, chanbafornito le massime rese in
estratto e la massima concentrazione fenolica degtatti; sul’endocarpo si potrebbe
utilizzare, in alternativa ai succitati solventinche il metanolo puro. Non é
assolutamente consigliabile, sia per la mandor&apdr I'endocarpo di oliva, utilizzare

acetato di etile.
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Figura 39. Fenoli totali solubilizzati dai sottoprodotti deliva in
relazione al solvente impiegato (1) e fenoli totadi corrispondenti
estratti (2).
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Lettere diverse allinterno dello stesso gruppo a@impioni identificano differenze
significative (f£0.05).

4.2.2 ATTIVITA’ ANTIOSSIDANTE

4.2.2.1 ATTIVITA’ ANTIRADICALICA (TEST DPPH)

| risultati del test DPPH sono visibili ifabella 12 e Figura 40, in cui i dati sono
espressi in 16 (ug di estratto o di AGE / mg di DPPH). Si ricordlae maggiore € il

valore di IGo, minore é l'attivita antiossidante.
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Tutti gli estratti ottenuti hanno manifestato \até scavengingnei confronti del

radicale stabile DPPH, che tuttavia e risultataame¢nte inferiore rispetto a quella degli

antiossidanti puri testati.

Tabella 12 Attivita antiradicalica (test DPPH) e antiperossad(test AAPH) degli
estratti ottenuti dai sottoprodotti di oliva covelisi solventi.

Test DPPH Test AAPH
(ICs)° (Vinw)”
ny di estratto  ng di AGE’ min L min L
Estrattd Solv®  mg'DPPH  mgDPPH mg" diestratto  mg~di AGE®

Ma M80 5473+107 a 248+3.8 a 1.35+0.03 a 29.8+0.7 a
Ma E80 4670189 b 212+3.4 b 1.33+0.03 a 29.2+0.1 a
Ma M 7398+178 ¢ 279+6.0 c 0.61+0.01 b 16.110.3 b
Ma E 104674229 d 332£7.3 d 0.51+0.01 ¢ 16.2+0.4 b
Ma AE 281031415 e 337+5.0 d n.d. n.d.

El M80 1963+25 a 16418 a  11.30+0.22 a 131.8+2.6a
El E80 2200£39 b 17429 b  10.70+0.23 b 131.7+2.8a

El M 2242+41 b 183+4.0 ¢ 8.31+0.16 ¢ 103.7+1.9b
El E 2989+57 ¢ 204+3.8 d 6.26+0.15 d 91.7+2.2¢
El AE 17564+21.2 d 229+2.7 e n.d. n.d.
Trolox 151+24 52.1+0.9
a-tocof. 307 +5.8 50.0+1.1
BHA 134 +2.7 99.4+1.1
BHT 195+3.5 77.2+14

Minore 1Cs, maggiore attivita antiossidanfdlaggiore i, maggiore attivith antiossidantécido Gallico Equivalenti®Ma,
sgrassato e liofilizzato; El, liofilizzatGV80, Metanolo 80%; E80, Etanolo 80%; M, MetanolpHEanolo; AE, Acetato di Etile.

Media+ d.s. (r*3). Lettere diverse all'interno di ogni gruppacdmpioni identificano differenze significative £9.05.

Per quel che riguarda gli estratti Ma, la migliatévita antiradicalica si & avuta
adoperando come solvente E80 s({C4670 pg di estratto grezzo/mg di DPPH);
lievemente inferiore é risultata la capacita asidente dell’estratto ottenuto con M80
(ICs: 5473 mg/mg DPPH). Gli estratti ricavati con E Mdhanno manifestato attivita
antiradicalica nettamente piu bassa, mentre ligtiantiossidante degli estratti ottenuti
con AE e stata particolarmente modesta, di gragdunferiore a quella degli estratti
ottenuti con gli altri solventi.

L’attivita antiradicalica in assoluto piu elevaper quel che riguarda I'endocarpo,
e risultata posseduta dagli estratti ottenuti cd0OMICso pari a quasi 2 mg di estratto
grezzo/mg di DPPH); E80 ed M hanno fornito estratin un’attivita leggermente

inferiore ed equivalente (Kg=2.2 mg di estratto/mg di DPPH).
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Figura 40. Attivita antiradicalica (IGy) degli estratti ottenuti da|i
sottoprodotti di oliva (1), della frazione fenolicantenuta negl|
estratti (2) e di antiossidanti puri di riferimer{®).

(1) Attivita antiradicalica
degli estratti

T 30000
o
o 25000
=
o 20000
o E
wn
oL 15000
- g
@ 10000
T 5000
(@]
=
~ 0
(2) Attivita antiradicalica
delle frazioni fenoliche
400
T
&
a 300 |
(o))
g E
1] i
o4 200
<
S
o 100
=2
0 i
(3) Attivita antiradicalica
di antiossidanti puri
400
307
T 3001
a
30 195
o 200
Qg 134 151
>
2 100 J
0 - ‘
BHA Trolox BHT Tocoferolo

Lettere diverse all'interno dello stesso gruppocdmpioni identificano differenze significative
(p£0.05).




Anche se l'attivita antiossidante degli estratuidirottenuti dai sottoprodotti di
oliva si e rivelata nel complesso estremamentesac#efficienza dei composti fenolici
in essi contenuti € apparsa discr@ay, 40 (2)) Infatti, i fenoli degli estratti crudi che
hanno mostrato migliore attivita antiossidante (f@&emandorla, estratto ottenuto con
E8O0; per I'endocarpo, estratto ricavato con M8@nro rivelato una attivitacavenging
migliore di quella della-tocoferolo e non molto dissimile rispetto a quediegli altri

standard testati, come si pu0 osservare dal cawofiadelle FiguretO (2)e40(3)

4.2.2.2 EFFICIENZA ANTIPEROSSIDICA (TEST AAPH)

Tutti gli estratti grezzi ottenuti dalla mandoda oliva hanno manifestato una
attivita protettiva verso l'ossidazione dell’acitiooleico molto debole, se confrontata
con quella degli antiossidanti di riferimento téis@ab. 12). Infatti, gli estratti grezzi
Ma piu efficienti, ottenuti con M80 ed E80, hannostrato un’attivita antiperossidica
pari a circa 1/40 di quella del Trolox e dedli*tocoferolo e circa 1/60-1/75 di quella,
rispettivamente, del BHA e del BHT. Tale risult&grobabilmente legato alla notevole
presenza di impurezze che ha caratterizzato inrgkengli estratti di mandorla, tutti a
concentrazione fenolica alquanto bassa.

L’attivita antiperossidica degli estratti ricavatll’endocarpo dell’'oliva, seppure
scarsa, € risultata migliore di quella degli estrdi mandorla. 1 composti fenolici
dell’endocarpo si sono rivelati particolarmente icdinti, manifestando un’attivita
antiossidante superiore a quella di tutti gli seaddpuri analizzati (velocita di inibizione:
1.3, 1.7, 2.5 e 2.6 volte superiore a quella, tis@anente, del BHA, BHT, trolox a-
tocoferolo). Pertanto, la superiore attivita aetgssidica manifestata dagli estratti di
endocarpo appare legata non solo alla superioreeoctrazione fenolica, ma anche ad

una maggiore capacita antiossidante della comperienolica in essi contenuta
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Figura 41. Efficienza antiperossidica (test AAPH) degli etird
ottenuti dai sottoprodotti di oliva (1), della frame fenolica
contenuta negli estratti (2) e di antiossidanti puriferimento (3).
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Lettere diverse all'interno dello stesso gruppocdmpioni identificano differenze significative
(p£0.05).

=
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4.2.3 SPETTRI UV DEGLI ESTRATTI E TANNINI TOTALI

Come si puo osservare Higura 42, a parita di concentrazione fenolica (89
di AGE/ml) gli spettri UV degli estratti ottenutiatla stessa materia prima con i diversi
solventi sono risultati sostanzialmente simili. frgti spettri hanno manifestato un picco
nei dintorni di 279-280 nm (caratteristico dellenzioni fenoliche ed, in particolare, di
guelle tanniche) ed una gobba vicino a 330-350inrayi assorbono i derivati dell’acido
cinnamico (quali ad esempio gli acidi p-cumaricerufico e sinapico Kig. 42 e,

tipicamente, i flavonoidi (Rice-Evans et al., 1995)

Figura 42. Spettri UV degli estratti (36g di AGE/mI) ottenuti dai sottoprodotti
della ‘oliva con diversi solventi e di composti fdisi puri (15ng/ml).
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E stata rilevata una discreta presenza di compasinici negli estratti di
endocarpo (variabile, a seconda del solvente méilizz da 13 a 15 mg di ATE/g di
estratto, pari al 16-21% dei fenoli totali). La qoonente tannica degli estratti ottenuti
dalla mandorla e risultata modesta (1-2 mg di ATdi/g@stratto, pari al 3-5% dei fenoli
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totali). In Tabella 13si riportano i contenuti in tannici degli estraitienuti da entrambi i

sottoprodotti, in relazione ai solventi utilizzati.

Tabella 13 Fenoli totali e Tannini Totali degli estratti attéi dai sottoprodotti

dell’ oliva.
Fenoli totali Tannini totali Tannini

Estratto Solvente (mg ATH) (mg ATE/Q) / Fenoli tot
Ma M80 52.1+15a 2.3+ 0.07b 0.04
Ma E80 51.2+ 0.2a 2.2 +0.07 ¢ 0.04
Ma M 416+ 1.1b 1.25+0.05 a 0.03
Ma E 354+ 03¢ 1.20 £+0.04c 0.03
El M80 91.9+28a 13.0+ 0.3a 0.14
El E8O 90.7+ 2.1a 132+ 04 a 0.15
El M 93.9+30a 15.1+05b 0.16
El E 76.2+ 09b 144+03a 0.19

Acido tannico equivalenti.
Media = d.s. (h3). Lettere diverse all'interno di ogni gruppo dnepioni identificano differenze significativef.05).

In sintesi, dalla sperimentazione condotta suiopobddotti dell’oliva e risultato

guanto Segue:

Mandorla di oliva Le rese massime in estratto grezzo sono statiecdi il 30%.

Il contenuto fenolico degli estratti grezzi € ristib, nel migliore dei casi, intorno
ai 45 mg di AGE/g. | solventi piu adatti si sonondistrati I'etanolo 80% ed il
metanolo 80%, che pur dando rese di estrazionetewnte inferiori a quelle del
metanolo puro, hanno fornito estratti grezzi capiul elevato patrimonio fenolico
ed i migliori risultati in termini di attivita artssidante.

Endocarpo di olivaLe due miscele idroalcoliche (MeOH 80% e EtOH 3@l
metanolo puro, indifferentemente, hanno consedititittenere le rese piu elevate
(circa il 4 %) e gli estratti piu ricchi di fendbtali (80 mg di AGE/g). La miglior
attivita antiossidante, invece, e stata manifesdali estratti crudi ottenuti con
Metanolo 80%. La componente fenolica dellendocaépaisultata possedere
un’attivita antiradicalica ed antiperossidica migd rispetto a quella dei fenoli
estraibili dalla mandorla.

Il contenuto fenolico degli estratti grezzi ottenutilizzando i sottoprodotti di

oliva e risultato in linea con quello rilevato istetti di altri frutti e semi (Soong

84



e Barlow, 2002), che hanno manifestato anch’essa ulebole attivita
antiossidante. Al fine di ricavare efficienti prepia ad attivita antiossidante dalla
mandorla e dall’endocarpo di oliva, sarebbe dungeeessario procedere ad
ulteriori stadi di arricchimento e purificazionegtieestratti ottenuti con solventi.
Tuttavia, considerando le deboli rese di estrazienka scarsa concentrazione
fenolica degli estratti grezzi, tale evenienza appa nostro avviso di scarso

interesse commerciale.
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4.3 ULTERIORI PROPRIETA E CATATTERISTICHE DELL'EST RATTO
PELLICOLARE DI NOCCIOLA OTTENUTO CON ETANOLO 80%.

La prima fase della ricerca ha dimostrato che topobdotti pellicolari della
nocciola sono stati in grado di fornire, con eleviase, estratti fenolici eccezionalmente
ricchi, dotati di ottima attivita antiradicalicaliona attivita antiperossidica. E inoltre
emerso che la notevole presenza di frammenti diogmerma nel sottoprodotto
pellicolare ha portato ad estratti meno ricchi endli totali e con una capacita
antiossidante ridotta.

Per questi motivi, gli ulteriori studi finalizza#id approfondire le proprieta e le
caratteristiche degli estratti fenolici che avessemnostrato le migliori potenzialita
applicative sono stati condotti sottoponendo adraegine con etanolo 80% i
sottoprodotti pellicolari di provenienti dallo shi@mamento delle nocciole intere,
effettuando preventivamene un’accurata rimozionauake di tutti gli elementi estranei
(costituiti, nello specifico, da minuti frammenti endosperma rimossi dagli aspiratori
industriali assieme al materiale di scarto).

Dopo alcuni tentativi, la tecnica di maceraziontemperatura ambiente e stata
affinata e ridotta ad unicstep di 20 ore, accorciando cosi notevolmente i tempi d
ottenimento dell’estratto grezzo. Con questa nymeaedura, il quantitativo massimo di
residuo pellicolare lavorato, ripulito dai frammiemli endosperma e sgrassato, ha
raggiunto circa i 100 grammi. Come solvente & stétizzato etanolo acquoso all’'80%,
che fra tutti i solventi testati ha fornito i risati migliori sia in termini di resa che di
attivita antiossidante degli estratti. In questodmai e riusciti ad ottenere, con una resa
di estrazione vicina al 32%, un estratto pellicelar nocciola dal contenuto fenolico
notevolmente piu elevato (743,5 mg di AGE/qg) rispet quello ottenuto nella prima fase
dello studio (circa 500 mg di AGE/g) 4bella 14).

Tabella 14 Caratteristiche principali del residuo pellicelar

Percentuale di olio nel residuo

pellicolare
(%) 10.3 0.1
Resadi estrazione
(% del campione sgrassato) 31.7s0.7
Contenuto fenolico dell’estratto 743.557.8

(mg AGE/qg)
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Figura 43. Estratto ottenuto dalle pellicole di nocciola:filiazato (A) e sciolto in
etanolo B).

4.3.1 POTERE RIDUCENTE

La valutazione della capacita di donare elettronatomi di idrogeno in una
reazione di ossido-riduzione rappresenta un indieasignificativo della potenziale
attivita di un antiossidante, in quanto é legala pbssibilitd di convertire i radicali liberi
generati dalle reazioni ossidative in prodotti naeattivi (azione chain-breaking.
Generalmente tutti i composti appartenenti allasgadei flavonoidi vengono considerati
degli ottimi riducenti (Cren et al., 2002).

Il potere riducente di un antiossidante puro o iiscela pud essere misurato
seguendo la riduzione diretta del complesst/fegricianuro alla forma ferrosa (F.

La successiva aggiunta diBdibero ai prodotti di reazione porta alla formamodi un
intenso complesso blu, noto come “Perl’s PrussiteB( Fe”[Fe2(CN)]® ) che pud
essere monitorato a 700 nm (Chung et al., 20023gdibri valori di assorbanza a della
miscela di reazione indicano pertanto un maggiteneariducente.

Il test ha dimostrato che I'estratto pellicolaredcciola & stato in grado di donare
elettroni e, quindi di agire come riducente. Rigura 44 sono riportati i grafici dei
risultati ottenuti analizzando I'estratto pellicadadi nocciola e gli antiossidanti di
riferimento (BHA, BHT, Troloxa-Tocoferolo ed acido ascorbico).

In tutti i casi, i valori dell'assorbanza a 700 soaresciuti linearmente con
'aumentare della concentrazione, ma il divers@rabei coefficienti angolari (massimo
per I'acido ascorbico, minimo peraFtocoferolo) ha fatto si che i risultati assumesser

un significato leggermente differenziato a secotelda concentrazione, come osservato
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anche da altri Autori (Bamdad et al., 2006) Figura 45 si riportano i valori del potere
riducente alle concentrazioni rappresentative 6500.10 e 0.15 mg/ml di estratto
pellicolare di nocciola, posti a confronto con djueltenuti analizzando gli antiossidanti
puri, a pari concentrazioni.

L’analisi statistica ha evidenziato come alla coniczione piu bassa (0.05
mg/ml) il potere riducente dell’estratto sia risidt equivalente a quello del BHA e
dell'acido ascorbico. Gli altri standard hanno maitst una minore capacita riducente
(nellordine: BHT > Trolox > -tocoferolo). Da notare come, a tale concentrazidne
potere riducente degli estratti di nocciola siallteto oltre 3 volte superiore a quello
dell’a-tocoferolo, che tra tutti i composti di riferimenta manifestato la minore capacita

di donare elettroni, nelle condizioni del saggio.

Figura 44. Potere riducente dell’estratto pellicolare di ciota e degli antiossidanti di
riferimento, in funzione della concentrazione.
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Figura 45. Potere riducente dell’'estratto pellicolare diciota e degli
antiossidanti di riferimento, a parita di concenimae.
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Prendendo in esame le concentrazioni piu alte (@1@.15 mg/ml), emerge
significativamente l'elevata attivita dell’acido casbico, che e risultata tra tutte la
migliore in assoluto (si ricorda che I'acido asdodbé noto per essere un ottimo agente
riducente il F& (Niki, 1991)). L’estratto pellicolare ha dato congue ottimi risultati,
in quanto il suo potere riducente si € mantenutdcgo a quello del BHA e superiore a
quello di tutti gli altri antiossidanti di riferinrmo. Da notare come, anche alla
concentrazione piu elevata (0.15 mg/ml), le magglidferenze tra estratto pellicolare e
composti puri si sono avute a carico delftocoferolo, la cui efficienza antiossidante in

qualita di donatore di elettroni € risultata o8& volte piu scarsa di quella dell’estratto.

4.3.2 CAPACITA’ CHELANTE IL FERRO (II)

La chelazione viene definita come l'incorporaziatieun metallo-ione in una
struttura eterociclica ad anello. Si formano caasi @bmplessi, in cui il metallo-ione e
coniugato con legami covalenti di coordinazionedaearole neutre e/o negative (leganti),
le quali posseggono almeno un paio di elettroni wondivisi capaci di formare il
legame.

La capacita chelante i metalli & una misura chetadlefficienza di un insieme di
componenti o di un antiossidante puro di chelaabikhente i metalli di transizione;
sottraendoli al sistema, I'antiossidametal-scavengingvita la formazione di radicali
liberi, che accelerano e perpetuano la catena dedizioni ossidative (Halliwell, 1991).
Data l'alta reattivita, il ferro e il piu potentegossidante tra i metalli di transizione
(Halliwell et al., 1984).

Il metodo piu utilizzato per valutare I'efficienzi un antiossidante di chelare |l
Fe'? & quello di Decker et al. (1990), che sfrutta #arita della ferrozina (FZ) di
formare complessi stabili con il Pe In presenza di agenti chelanti, parte del ferro
contenuto alla miscela test €& sottratto alla foioree del complesso [Fe-FZ],
caratterizzato da un colore rosso violaceo cherlassa 562. Pertanto, maggiore e
l'attivita chelante di un campione, minore é l'atsmento a 562 nm che si registra
aggiungendo FZ ad una miscela contenenté é&antiossidante.

I metodo originario (Decker et al. (1990) prevede calcolare la capacita
chelante in ferro come percentuale di scolorimelaita una soluzione di Fe e FZ dopo I
aggiunta di campione. Gli spettri ottenuti, vidibil Figura 46, mostrano un risultato

apparentemente paradossale, in quanto I'assorbineeB62 nm di campioni contenenti
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quantitativi fissi di F& e FZ, anziché diminuire, aumentava al crescerda del
concentrazione. In effetti il campione di estraitdlicolare di nocciola, sciolto nel solo
solvente di reazione (metanolo acquoso), presensavaolore rossastro che poteva
incrementare i valori di assorbanza a 562 nm. dsfezma di tale ipotesi si € avuta
verificando la D.O. di soluzioni preparate con camtcazioni crescenti di estratto sciolto
in MeOH acquoso, i cui spettri sono visibili irfFigura 47. L’estratto di nocciola
mostrava effettivamente a 562 nm un discreto asseriio, che incrementava al
crescere della concentrazione (fgfalla massima concentrazione testata (1.0 mg/ml):
0.123).

Figura 46. Spettri di assorbimento di | Figura 47. Spettri di assorbimento
concentrazioni crescenti di estratto+fefrq dell’estratto, sciolto a concentraziohi
(FeChbx4H,0O, 0.6 mM, 10@)+ferrozina crescenti in MeOH-ED.
(5mM, 150m) e della sola ferrozina+ferro
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In un primo momento si € pensato che fosse sufieiesottrarre al calcolo dei
risultati I'assorbimento di fondo del campione,nraniera da annullare I'effetto dovuto
alla presenza di agenti cromogeni interferentitdw&, nel momento in cui si andava ad
aggiungere il ferro alla soluzione contenente ib ssampione, si otteneva un evidente e
repentino cambiamento di colore della massa, chestn-mattone diventava grigiastra.
In letteratura si rileva che i complessi metallavfinoidi sono spesso colorati (Malesev
et al., 2007).
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In Figura 48 si possono osservare gli spettri registrati acoadei campioni
aggiunti di solo F&. Nella stessa figura & riportato anche il grafitienuto plottando i
valori di concentrazione degli estratti (aggiuntifetro) vs la D.O. registrata a 562 nm,
da cui emerge chiaramente che la crescita di amspalbin funzione della concentrazione

di estratto e risultata di tipo lineare.

Figura 48. Spettri di assorbimento di concentrazioni crescdntestratto + ferro
(FeCbx4H,0, 0.6 mM, 10&) e valori di D.O. registrati 8=562 nm al crescere della
concentrazione.
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Per verificare se lincremento di assorbanza regst aggiungendo ferro al
campione fosse dovuto alla formazione di compl¢Bsi®antiossidanti], sono stati
acquisiti gli spettri di soluzioni estratto+ferrmmb aggiunta di EDTA. LEDTA € un
chelante del ferro cosi potente che riesce a digeére non solo i complessi [Fe
ferrozina] Fig. 49, ma anche i complessi che la ferrozina formaicoymposti fenolici
(Tang et al., 2002).

Dal confronto degli spettri riportati irigura 47, 48 ed50 e emerso che, se alle
soluzioni contenenti estratto+ferrd=ig. 48 si aggiungeva EDTA Hig. 50, gli
assorbimenti tornavano a valori pressoché analagiuelli caratteristici del campione
privo di ferro Fig. 47). Tali risultati hanno dimostrato che, nell’'estivatli nocciola, il

Fe? si & complessato formando cromofori che interfen® nella valutazione
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guantitativa del saggio. Aumenti di assorbiment662 nm dovuti alla formazione di
complessi si sono avuti anche aggiungendo quasscenti di ferro ad una quota fissa

di estratto Fig 51).

Figura 49. Spettri di assorbimento di| Figura 50. Spettri di assorbimento di
concentrazioni crescenti di EDTA+ferro| concentrazioni crescenti di estratto+ferro
(FeCbx4H,0, 0.6 mM, 10@&i)+ferrozina | | (FeCbx4H,O, 0.6 mM, 1001)+EDTA
(5mM, 150M) e della sola ferrozina+ferro (30mg/ml).
0.6 0.6
0.5 - 0.5
0.4 - 0.4
' 0 0.3/
Q 034 o \\ 562nm |
0.2 0.2 7=
0.0 M 0.0 ' : ‘
400 450 500 550 600 650 400 450 500 550 600 650
I
——15ug/ml  ——3.0 ug/ml I
_4'5”9;"‘: 6'0”9;"‘: ——0.1mg/ml  ——0.2mg/ml
7.5 ug/m 9.0 ug/m ——0.3mg/ml  ——0.5mg/ml
?6mwml 18.1mg/m ——0.7mg/ml  ——10 mg/m
errozina

D.O. (562 nm)

0.08

0.06

0.04

0.02

0

Figura 51. Assorbimento a 562 nm di quantitativi figsi
di estratto (0.6 mg/ml) aggiunto di FegkAH,O (0.6
mM) in quantita crescenti.

0 50

100 150 200 250 300 350 400 450

Ferro aggiunto (mh)

93



Dai risultati delle prove condotte emerge pertantte:
a) I'estratto pellicolare di nocciola possiede cagacielanti il F&, con cui forma
complessi cromofori che assorbono nel visibile;
b) il saggio della ferrozina, ampiamente utilizzato letteratura, pud portare a
risultati quantitativamente errati nel caso in cebmposti ad attivita chelante presenti
nel campione formino essi stessi dei complessi oforncon il ferro, che assorbono alla
lunghezza d’onda di lavoro (562 nm). Pertanto, cored'analisi senza effettuare un
bianco-campione (come comunemente si procede) pgere causa di alterazione
grossolana dei risultati.
C) Il bianco-campione non puod essere costituito ded sampione privo degli altri
reagenti (come riportato ad es. da Hinneburg et28l06), ma deve essere preparato
impiegando soluzioni di campione+ferro, in manideatener conto della presenza nella
miscela di reazione di eventuali complessi di chielze cromofori, il cui assorbimento
va sottratto nel calcolo utilizzato per determiniatisultati del saggio.

In (Fig. 52) si riportano gli spettri ottenuti sottraendo, al@uzioni contenenti
campione+ferro+FZ, I'assorbimento del campionetfefovvero: spettri visibili in

Figura 46, sottratti degli spettri visibili ifrigura 48).

Figura 52. Spettri di assorbimento deg|i

estratti a concentrazioni crescenti, aggiunti
di ferro e di ferrozina, dopo aver sottrafto
'assorbimento dell'estratto aggiunto di
ferro.
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Dalla Figura 52 risulta evidente come l'estratto pellicolare dcaiola sia stato in
grado di interferire nella formazione dei complesai ferro e ferrozina, dimostrando
capacita chelanti il F&

| valori della capacita chelante % manifestati desoentrazioni crescenti di
estratto pellicolare di nocciola e di EDTA sono orgati in Figura 53. Alla
concentrazione di 1 mg/ml, l'estratto & stato imdgr di chelare il 35% del ferro
complessabile con la ferrozina. Dall'andamentoadelirva si denoterebbe una incapacita
da parte dell'estratto pellicolare di giungere @0% di inibizione. Un simile andamento
asintotico al di sotto del 100% é stato rilevatahena carico di altri estratti fenolici
vegetali, come ad esempio quelli ricavati da Siegal. (2004), con bucce di patate.

Per ottenere un pari effetto chelante del 35%.enetindizioni di saggio, sono
stati sufficienti 0.0024 mg/ml di EDTA, ovvero quaativi oltre 400 volte piu bassi
rispetto a quelli necessari impiegando I'estratttlignlare di nocciolaSi rammenta che
L’EDTA e un chelante del ferro particolarmente paée(Tang et al., 2002), rispetto al
guale gli estratti fenolici naturali si sono spessanifestati molto meno efficienti (Le et
al., 2007; Yen et al., 2005). BHA, BHT, Trolox a&tocoferolo, saggiati fino alla
concentrazione di 1 mg/ml, non hanno manifestataore capacita chelante. La mancata
interferenza di questi composti nella formazioneaenplessi ferro-ferrozina e visibile

in (Fig. 54).

Figura 53. Capacita chelante dell’estratto pellicolare dcciola e del’lEDTA a diverse
concentrazioni crescenti.
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La capacita chelante dimostrata dall’'estratto palire di nocciola contribuisce a

rendere le sue caratteristiche antiossidanti angior&fficienti, in quanto oltre a fungere
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da spegnitore di radicali liberi (aziomadical-scavengingé evidentemente in grado di

immobilizzare metalli pro-ossidanti (aziomeetal-chelating, rendendoli inefficaci. Da

notare che la formazione di complessi con il femmn blocca l'attivita riducente dei

flavonoidi ma, al contrario, la potenzia. Infatticomplessi metallo-flavonoide hanno

manifestato attivitaradical-scavengingconsiderevolmente piu elevata dei flavonoidi

liberi, siain vivo chein vitro (Mira et al., 2002; Anafas’ev et al., 2001).
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Figura 54. Spettri di BHA, BHT, Trolox ea-Tocoferolo (1 mg/ml), aggiunti di ferrg
(FeCbx4H,0O, 0.6 mM, 10@1i) e di ferrozina (5mM, 15), nei confronti del controllo
(ferrozina+ferro).
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La capacita dei flavonoidi e dei tannini di chelarenetalli € ampiamente
dimostrata (Rice-Evans, 1995; Andrade et al.,, 2006pkhar et al., 2003). E’ stato
rilevato che le proprieta chelanti sono legate pliesenza di siti potenziali di attacco,

quali i gruppi ossidrilici in posizionerto dell’anello B, i duemetaossidrili localizzati

96



nell'anello A ed il gruppo carbossilico dell’anel®. Tra questi, la struttura catecolica
(caratteristica di flavonoidi quali catechina e ipeédina) sembra essere il sito piu reattivo
(Mira et al., 2002). L'importanza della strutturalecolare nell'influenzare I'efficienza
chelante é stata messa in risalto anche da Khakher (2003), i quali hanno osservato
come un gran numero di gruppi ossidrilici sulla ewnla fenolica ne incrementi la
capacita di legare il ferro.

Data I'elevata quantita di tannini posseduta dasgfratti pellicolari di nocciola,

e probabile che questi giochino un ruolo chiave detierminare la capacita chelante
osservata. | tannini condensati piu comuni (polingiercatechine/epicatechine) sono in
effetti caratterizzati da una notevole presenzaodo-difenoli catecolici; i tannini
idrolizzabili, d’altro canto, sono poliesteri (alte polimerizzati) degli acidi gallico o
ellagico, aventi tre ossidrili fenolici vicinali ha loro struttura molecolare.

Gli antiossidantimetal-scavengingsono guardati con interesse dall'industria
alimentare, in quanto i cibi sono spesso contamuoat ioni di metalli di transizione
introdotti nel corso dei processi di trasformazioArche dal punto di vista biologico, la
capacita di un antiossidante di sottrarre ioni ftetaalla reazione di Fenton
rappresenterebbe un’importante prerogativa di urossidante, in quanto aiuterebbe a
preservare l'organismo dallaccumulo di radicalcasilici, particolarmente dannosi.
Tuttavia, non & ancora chiaro se la chelazione Ihoatssia effettivamente un’attivita
antiossidante rilevante vivo, in quanto nei sistemi biologici gran parte deitaiiedi
transizione sono legati a proteine, e quindi napaiibili alla chelazione.

Dal punto di vista nutrizionale, l'attivittnetal-scavenging invece guardata
con sospetto, in quanto un’elevata capacita diactheélmetalli potrebbe avere un impatto
negativo sulla qualita nutrizionale di un alimentigucendo la biodisponibilita di
micronutrienti essenziali come ferro e zinco. Tuta gli effetti dietetici di molecole
chelanti assunte con la dieta non sono a tutt'@ggora del tutto noti. Ad esempio, in
uno studio condotto utilizzando fagioli a bassoaéid tenore di acido fitico (composto
con forte attivitd chelante), sorprendentemente @wtata trovata alcuna relazione tra
biodisponibilita del ferro e livelli di acido fita o proantocianidine (Welch et al., 2000).
D’altronde, i composti fenolici contenuti nell’estro pellicolare di nocciola sono
risultati dotati di capacita sequestranti il femon molto spiccate, se confrontate con

guelle di molecole potentemente chelanti quali MAD
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4.3.3 ATTIVITA’ ANTIOSSIDANTE IN-VIVO

Numerosi studi hanno messo in risalto che i potifiepresenti nelle piante sono i
piu abbondanti antiossidanti della nostra diet&, mioteggendo i costituenti cellulari dai
danni ossidativi, limitano i rischi di varie malattdegenerative associate allo stress
ossidativo (D’Archivio et al., 2007). Tuttavia, ddfenorme variabilita strutturale delle
frazioni fenoliche trovate in natura, € spesso issfgule riconoscere le componenti
biologicamente attive all'interno di un dato cockth fitochimici fenolici, anche perché
i singoli composti, modulandosi gli uni con glirglpossono dar luogo ad effetti sinergici
che ne potenziano I'attivita.

L’obiettivo degli studi di biodisponibilita €& queldi determinare quali sono i
composti assorbiti, quali sono i loro metaboliticolanti nel plasma e quali di questi
sono biologicamente attivi. Tuttavia, a causa dgliettiva difficolta di misurare
lattivita di singoli antiossidanti e dei loro meétliti, nonché le interazioni tra
componenti di miscele complesse, per accertarigtisponibilitd sono stati sviluppati
dei metodi indiretti, che valutano l'impatto globatlegli antiossidanti sul siero o sul
plasma. Tra questi, i piu utilizzati sono i saggAIC (Miller et al., 1996), ORAC (Cao et
al., 1993) e FRAP (Benzie et al., 1996). Questiultifornisce una misura della capacita
antiossidante totale del plasma, determinata dsi€me dei sistemi riducenti non
enzimatici (Cao et al., 1998) che sono in gradddiirre lo ione ferrico (F€) a ferroso
(Fe'?), formando nella miscela di reazione un complesiso[Fe>TPTZ] che va ad
increm entare I'assorbimento a 539 nm.

Dai risultati di questo studio, € emerso chiaramentte I'estratto pellicolare di
nocciola ha manifestato un’elevata attivita anfaemste contro vari sistemi antiossidanti
in vitro. Questi test costituiscono un’importante proval'aktivita antiossidante per
eventuali applicazioni nell'industria alimentare,ammon sono sufficienti a provare
I'efficacia sui sistemi biologici. Infatti, non sgure i testin vitro riflettono gli effettiin
vivo, sia perché la biodisponibilita delle molecole diiche differisce fortemente in
relazione alla loro struttura chimica, sia perchéomposti attivi che raggiungono il
sangue e i tessuti possono essere diversi dalieefoative studiaten vitro, trasformate
dall’'organismo in metaboliti difficili da identifere (Kroon et al., 2004; Manach et al.,
2004).
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Per valutare gli effetti dell'assunzione di eswafiellicolare di nocciola sui
sistemi biologici, sono stati condotti esperimertn ratti cui € stata fornita una singola
dose di estratto, pari a 71.4 mg/Kg corporeo, aggiad un comune biscotto. | risultati
del FRAP-test Figura 55) mostrano che, dopo 1.5 ore dall'assunzione, teqpmale
antiossidante del plasma nei ratti che hanno ricebestratto € incrementato del 14.2 %
rispetto al controllo che ha assunto il biscottovgordi estratto A distanza di 3 ore
dall'assunzione, la capacita antiossidante delnpdagiei ratti ha subito un ulteriore
incremento del 9.3%, pari ad un aumento globadeetto al controllo misurato a 1.5 ore,
di circa il 25 %. Simili risultati sono stati otteth da Busserolles et al. (2006), che hanno
rilevato incrementi dei valori del FRAP nel plasdiaratti cui erano stati somministrati
estratti vegetali di semi di uva, di corteccia digpe di corteccia di pino arricchiti in
proantocianidine altamente polimerizzate, ma wdimlo dosi di estratto molto piu
elevate (500 mg/Kg di peso corporeo) di quelle agpie nella presente ricerca. Si
rammenta che anche l'estratto di nocciola utiliazat questo studio di dottorato e
caratterizzato da un alto tenore in polimeri tapmari a circa il 63% della componente

fenolica totale.

Figura 55. Influenza dell’estratto pellicolare di nocciola
sulla capacita antiossidante del plasma di ratibdh5 e 3.0
ore dall'assunzione.
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| risultati dei testin vivo hanno chiaramente dimostrato che nell’estratto
pellicolare di nocciola sono contenuti compostiattivita antiossidante che, come tali o

sotto forma di metaboliti, hanno raggiunto il ci@sanguigno, ove sono stati in grado di
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incrementare il potenziale redox del plasma néi. fatestin vivo ha anche evidenziato,
nei ratti, un pronto assorbimento ed una rapideit@ttbiologica degli antiossidanti
presenti nell’'estratto pellicolare, che hanno impdatato le naturali difese del plasma
dagli stress ossidativi gia dopo 1.5 dal’assunzione, tempo oltre il quale il loro efet
non e esaurito, ma e apparso in piena crescita.

Si puo pertanto affermare che gli antiossidantiteouti negli estratti crudi

ottenuti dalle pellicole di nocciola si sono rivielsiodisponibili e prontamente attivi.

4.3.4 TEST DI CONSERVABILITA’

Per valutare la stabilita a lungo termine, carsiea importante ai fini di una
qualsiasi utilizzazione industriale, e stata segli#voluzione fenoli totali e dell’attivita
antiradicalica nel corso della conservazione a tgatpra refrigerata (4°C e —18°C) ed a
temperatura ambiente (circa 22°C) dell’estrattdiqudre di nocciola, solubilizzato in
etanolo e mantenuto fino a sei mesi in recipiehtaso ed al buio.

Per quanto concerne i fenoli totaligb. 15 e Fig. 56)., i risultati delle prove non
hanno evidenziato differenze significative tra imgaoni mantenuti a —18°C e 4°C
(p<0.05). Ad entrambe le temperature, infatti, Enaentrazione fenolica & rimasta
inalterata fino al 3° mese, mentre é calata diacii®% al sesto mese di osservazione. |
campioni mantenuti a temperatura ambiente hanneecevmanifestato un calo
progressivo, molto lieve nel corso dei primi tre smé.9%) e successivamente piu
consistente (circa il 10% del valore iniziale, dg@d mesi di conservazione).

Da notare che, al termine dei sei mesi di consémazle differenze tra i campioni tenuti
a temperatura ambiente ed a 4°C non sono risuligi@ficativamente significative

(p<0.05).

Tabellla 15 Fenoli totali dell'estrattg| Figura 56. Fenoli totali dell'estratto
pellicolare di nocciola nel corso dell§ pellicolare di nocciola nel corso della
conservazione. conservazione.
Tempo Temperatura Fenolitotali  Riduzione 1200
(mesi) (°C) (mg AGE/g) % J Otempo zero @3 mesi M6 mesi
1000 |
0 - 7435+7.8a o 2 a Za ab
-18 7429+88a - m 800 ___c— __cd—  d—
3 4 745.1+9.0a ; 2 600
temp.amb. 721.8+6.9Db 2.9 g 400
-18 686.1t51a 7.7 200 ||
6 4 684.0+9.1ab 8.0 0
temp, amb. 666.7+7.5b 10.3 ‘
Media *d.s. (n=4). Lettere diverse indicano dfeze statisticamente -18°C 4°C  temp.amb.
significative (f£0.05).
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L’evoluzione dell’attivita antiradicalica dell’estito nel corso della conservazione

e stata confrontata con quella deltocoferolo, antiossidante naturale noto per lanauo

stabilita alla conservazione (BIBL). | dati ottehsbno riportati inTab. 16, Fig. 57 e

Fig. 58
a-Tocoferolo Estratto
Tempo Temperatura EA riduziong | Tempo Temperatura EA riduzion
(giorni) (C) (mg DPPH/mg) % (giorni) (C) (mg DPPH/mg) %
zero 3.32+ 0.05 zero 12.89+ 0.17
7 -18°C nd nd 7 -18°C nd nd
4°C 3.26+0.06 2.0+1.9 4°C 12.74+0.20 1.2+1.¢
temp. amb 3.120.04 4513 temp. amb 12.640.13 1.9+1.3
23 -18°C nd nd 23 -18°C nd nd
4°C 3.13+ 0.0t 5.6%1.€ 4°C 12.47+0.1¢ 3.2+ 1.€
temp. amb. 3.080.05 7.0£1.4 temp. amb. 12.080.16 6.3+14
36 -18°C 3.22+0.02 3.+0.7 36 -18°C 12.53+0.19 2.8+0.7
4°C 3.09+0.04 6.9+1.2 4°C 12.21+0.14 5.3t1.2
temp. amb. 3.040.03 8.4+1.0 temp. amb. 11.860.18 8.0+1.0
60 -18°C nd nd 60 -18°C nd nd
4°C 3.07+0.03 7.6£1.0 4°C 11.67+0.15 9.51.0
temp. amb. 2.990.03 10.6:1.0 temp. amb. 11.250.20 12.7#4 1.0
90 -18°C 3.11+0.05 6.21.5 90 -18°C 11.88+0.21 7.815
4°C 3.02+0.05 9.0+t1.4 4°C 11.25+0.13 12.74 1.4
temp. amb. 2.960.05 10.815 temp. amb. 11.010.12 14.6t 1.5
120 -18°C 3.05+0.05 8.314 120 -18°C 11.46+0.22 11.0t 1.4
4°C 2.96+0.03 10.A#0.9 4°C 11.18+0.18 13.30.9
temp. amb. 2.91+0.03 12.30.9 temp. amb. 10.81+0.16 16.1+0.9
180 -18°C 3.01+0.03 9.3t 1.0 180 -18°C 11.29+ 0.14 12.4: 1.0
4°C 294+ 0.04 11.61.3 4°C 10.97+0.13 14.9% 1.3
temp. amb. 2.90+£0.04 12.81.3 temp. amb. 10.73+£0.12 16.8: 1.3

Tabella 16 Evoluzione dell’efficienza antiradicalica (EA)Irmrso della conservazione

dell'estratto pellicolare di nocciola e deHtocoferolo.

Nel corso del tempo, tutti i campioni hanno marédas un calo di attivita

antiossidante tanto maggiore quanto maggiore etanfgeratura di conservazione. La

diminuzione di attivita antiradicalica in funziordel tempo € stata rapida nelle fasi

iniziali, per poi rallentare nel corso degli ultimhue mesi di osservazione, probabilmente

per effetto limitante della sempre piu ridotta cemizazione di ossigeno disponibile.

L’ -tocoferolo ha mostrato una buona stabilita: dogionsesi di mantenimento

nelle peggiori condizioni (temperatura ambientey imostrato un calo di attivita

antiossidante di appena il 13%.
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Figura 57. Evoluzione dell’attivita antiradicalia degli edtigellicolari di nocciola e deld-
tocoferolo nel corso della conservazione.
Estratto pellicolare di nocciola s Tocoferolo
16 4.0
—8—-18°C ...9----18°C
~ 15 58— 4°C £ — ...0...4°C
2 —=—temp. amb. = 3.8 ... - temp. amb. |
- 14 -
T T 35
o o 1
@) =) [ .
o)) 3.379 -,
3 o R §‘~~~ Y YIS
®) ® 3.0 = I% ; ,,,,,,,, F
= O ,,,,,,::::!E
2.8
9
8 : : : : : 2.5 : : : : :
0O 30 60 90 120 150 180 0O 30 60 90 120 150 180
giorni giorni

Nonostante la perdita registrata a carico del spondente campione di estratto
sia stata leggermente piu sostenuta (circa il 124garita di concentrazione i livelli di
attivita antiradicalica (EA) dell’estratto si someantenuti in ogni caso estremamente
elevati, superiori di quasi 4 volte di quelli deltocoferolo Fig. 58).

Fig 58 Riduzione % dell'efficienza antiradicalica (EA) diegstratti pellicolari di nocciola &
dell’a-tocoferolo nel corso della conservazione.

Estratto pellicolare di nocciola a-Tocoferolo
30 30
o ——-18°C
§ 251 _9_21152 c 8 25+ _o _4°C
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Sei mesi di conservazione a -18°C hanno provocatocalo di attivita
antiossidante piuttosto contenuto in entrambi i mam ( -tocoferolo: 9%; estratto:
12%); nel caso della conservazione a 4°C, il deergmosservato € risultato intermedio
( -tocoferolo: 12%; estratto: 15%d}iQ. 59).

Il confronto con i dati rilevabili in letteratura carico di altri estratti naturali non
e agevole, a causa della diversita delle condizperimentali adottate dai vari autori.
Nilsson et al. (2005) hanno rilevato un’ottima #ttb degli estratti acquosi di fragola
conservati per 5 mesi a —20°C, ma un calo di #tiwvilucente (FRAP-test) del 40% dopo
due settimane di conservazione a 4°C ed una ridaziel 30% dopo appena quattro
giorni di mantenimento a temperatura ambiente.afistdi foglie e gemme di ribes
ottenuti con tampone glicina (0.2M HCI, pH 3 coitigla) hanno mantenuto appena il 17
e I'l1 % della capacita antiossidante iniziale d@pogiorni di conservazione a 4°C in
forma liofilizzata o liquida, rispettivamente (Tabat al., 2007); al contrario, gli estratti
ottenuti dalla stessa matrice con miscela aceto(Wf&o acetone, 2% di ac. acetico)
hanno manifestato nei primi giorni di conservaziar®C un forte (200%) e inspiegabile
incremento della capacita antiradicalica (DPPH)tedte pur riducendosi nel corso dei
successivi 65 giorni di osservazione, si € mantefui volte piu alta del valore iniziale
(Tabart et al., 2007). Gli stessi Autori hanno andlkevato che a 20°C e 4°C la stabilita
gli estratti conservati in forma liofilizzata e uisata migliore di quella dei corrispettivi
estratti mantenuti in forma liquida. Lun Su et @003) hanno osservato una bassa
stabilita a temperatura ambiente, pH-dipendentide datechine del the verde: dopo un
mese di incubazione nelle migliori condizioni (bag$! = 4.0) hanno mostrato al’HPLC
una riduzione quantitativa del 78%.

| risultati delle prove di stabilita hanno dimostrache I'estratto di pellicola di
nocciola puo essere mantenuto a temperatura aratpentalcuni mesi, conservando una

capacita antiradicalica estremamente elevata.

4.3.5 SCREENING SULLA COMPONENTE FENOLICA

Da un approfondito esame della letteratura scieatif @ emerso che le
caratteristiche chimiche delle frazioni fenolichentenute nella nocciola e nei suoi
sottoprodotti sono note solo in minima parte. |tpodati bibliografici reperibili, non

sempre in pieno accordo tra loro, appaiono alquémaramentari. Non e stato in effetti
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condotto alcuno studio sistematico mirato a vakutanmpiutamente le varie componenti
fenoliche che caratterizzano le differenti parttamiche (guscio/pericarpo/endosperma)
della nocciola. Nel caso dei sottoprodotti pellasole delle nocciole tostate, inoltre, la
problematica si complica per il fatto che, nel codei trattamenti termici industriali,
sicuramente si verificano profonde modificazionicarico delle molecole fenoliche
native, indubbiamente molto difficili da valutar®lell’ambito di questo studio di
dottorato € comunque apparso evidente che, noriest@nocessi termici stressanti che
hanno subito (o forse proprio grazie ad essi)oEpicue frazioni fenoliche recuperabili
dai sottoprodotti pellicolari hanno manifestatocspte proprieta antiossidanti. Kim et al.
(2006) hanno constatato che il trattamento terrdiceemi di uva a temperature elevate
(150°C) per tempi relativamente lunghi (40 min) ywrea un aumento dell’attivita
antiossidante dei rispettivi estratti fenolici. Ratemente, Travaglia et al. (2008) hanno
riscontrato che [Iattivita antiradicalica e chekantelle pellicole di nocciole e
incrementata con la severita del grado di tostadubdgta

In Tabella 17 si riporta uno schema riassuntivo dei dati bibiadigi disponibili
relativamente alla composizione fenolica delleipelé di noccola e dei loro estratti. Si
tratta in tutto di cinque lavori, di cui il primdsale al 1983; e stato condotto a Senter et
al. sulla porzione pellicolare di nocciola sepama@nualmente dal seme (I’Autore non
spiega se previa tostatura) e I'analisi HPLC srisice solo agli acidi fenolici ottenuti
dopo idrolisi acida dell’estratto fenolico. Tre tav(Coisson et al., 2003; Travaglia et al.,
2005; Travaglia et al., 2008) sono stati effettudilo stesso gruppo di ricerca, sulle
pellicole delle nocciole piemontesi. In due di quésvori, tali Autori hanno condotto
solamente un’analisi qualitativa. Infine, anche meglente lavoro di Shahidi et al. (2007)
sono stati quantificati solo gli acidi fenolicitetuti questa volta dopo idrolisi basica.

Nonostante non si osservi pieno accordo tra glioAutquello che sembra
accertato € che gli acidi fenolici della pellicala nocciola sono costituiti da derivati
dell'acido benzoico, quali gallico (rilevato da ttugli Autori), p-idrossibenzoico,
protocatechico, vanillico (sulla cui presenza ndé gieno accordo), nonché derivati
dell’acido cinnamico, quali caffeico, clorogenigncumarico, ferulico, sinapico (anche
sulla presenza di tutti questi acidi fenolici, Lacdo tra Autori non e totale). Cio che
risulta chiaro, comunque, analizzando i dati de2 duitori che hanno condotto I'analisi

quantitativa (Coisson et al., 2003; Shahidi et apD07), € che gli acidi fenolici
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rappresentano nel complesso solo quota estremaipientéa della componente fenolica
totale, per un totale, a seconda degli Autori,.8i®1.2 1.5 mg/g di estratto fenolico. Si
ritiene pertanto poco probabile che l'elevata @#ivantiossidante manifestata dagli
estratti pellicolari sia imputabile in maniera sfgrativa a tale frazione.

Tabella 17. Composti fenolici rilevati nelle pellicole di nciola da vari Autori.
1) 2) 3) 4) (5)
dopo dopo
idrolisi idrolisi
acida tq tq basica tq
ny/g | nglg ng/g | picchi
. . J an_alis_i . maggiori
di estrattddi estratt{qualitativd di estrattd all' HPLC
ac. p-OH benzoico tr 453.6
ac. caffeico tr tr
ac clorogenico 49.4
£ Jac. p-cumarico 6.9 231
g ac. ferulico assente| assente 124
2 lac. gallico tr 472.4 ) 387 @)
ac. protocatechico 0.36 183.5 @) o)
ac. sinapico 124
ac. vanillico tr 11.3
€ |(+) catechina 993.2 o) 0
g (-) epicatechina 342.2 ) )
= |miricetina 91.2 )
% quercetina 52.2 o)
i} kampferolo 66.3 )
é 2 [oligomeri (fino a pentamert @)
gg polimeri (fino a dodecame 0O
Totale 2722 990
(1) Senter et al., 1983 ; (2) Coisson et al.,, 2008 Travaglia et al., 2005 ; (4) Shahidi et al.,
2007 ; (5) Travaglia et al., 2008.

| flavanoli catechina ed epicatechina rappresehbe®, secondo Coisson et al.
(2003), la frazione predominante, rilevata (solalgativamente) anche da Travaglia et
al. (2005); tali Autori hanno anche quantificate ftavanoli (miricetina, quercetina e

kampferolo), per un totale di flavonoli + flavandiipoco superiore a 1.5 mg/g di estratto
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fenolico. Anche queste frazioni, dunque, appai@apmpresentare solo una minima quota

dei composti fenolici presenti negli estratti peilari.

Tabella 1&. Composti fenolici rilevati dall’analisi LC/ESI-M8ell’estratto
pellicolare di nocciola .

STILBENI m/z | FLAVAN-3-OLI m/z

Resveratrolo 229 Catechina 291

Resveratrolo glucoside (piceide) 391 Epicatechina 291

Resveratrolo dimero 45% Epigallocatechina 307
Procianidina dimero (epigallocatechina e

Resveratrolo dimero glucoside 617 gallocatechina) 443

Resveratrolo tetramero 907 Epigallocatechinagallata (EGCG) 4%9
Procianidina B1 574
Procianidina B2 574
Altri dimeri (somma) 579
Dimero gallato 731
Procianidina trimeri (somma) 86[7
Procianidina trimero gallato 1019
Procianidina tetrametri (somma) 1155

ANTOCIANIDINE/ANTOCIANI m/z | FLAVONOLI m/z

Cianidina 287| Quercetina 3073

Peonidina 301 Isoramnetina 317

Delfinidina 303 | Miricetina 319

Petunidina 317| Kaempferolo-3-glucoside e galactoside 449

Malvidina 331 | Quercetina glucoside 46p

Cianidina-3-O-glucoside 449 Isoramnitina-3-glucoside 47P

Peonidina-3-O-glucoside 468 Quercetina glucoronide 479

Delfinifina-3-O-glucoside 465( Isoramnitina glucoronide 500

Petunidina-3-O-glucoside 479 Quercetin-3-( 6"acetyl) glucoside 517

Malvidina-3-O-glucoside 493 Kaempferolo rutinoside 59%

Peonidina-3-O-(6-O-acetil)glucoside 505 Rutina 611

Malvidina-3-O-(6-O-acetil)glucoside 53%

Cianidina-3-O-cumaril glucoside 59b

Peonidina-3-0-(6-O-cumaril) glucoside  6Q9

Cyanidina-3,5-O-diglucoside 611

Delphinidin-3-O-cumaril glucoside 611 FLAVONI m/z

Malvidina-3-O-(6-O-cumaril) glucoside 639 Luteolina 287

Malvidina 3,5-O-diglucoside 655 Luteolina 3,7 diglucoside 611

Malvina 655

Malvidina-3-O-(6-O-caffeill)glucoside 655

Delphinidina-3-O-cumaril glucoside-

acido piruvico 679
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In un recentissimo studio, Travaglia et al. (20068nno rilevato per primi la
presenza di proantocianidine oligomere (fino a peeti) e polimere (fino a decameri),
ma nel loro lavoro non si fa riferimento a dati quiativi, mentre si nota allHPLC la
presenza picchi di natura sconosciuta.

In questo lavoro di dottorato, nell'ultima partelldestudio si € voluto operare uno
screening approfondito, seppure essenzialmenteitajual, sulla frazione fenolica
dell’'estratto pellicolare di nocciola, puntandottéanzione alla ricerca di componenti la
cui presenza finora non é stata indagata. A tabpqsito € stata condotta un’analisi
LC/ESI-MS sul prodotto tal quale, previa solubiizione in metanolo. ITab. 18 si
riporta l'elenco dei composti fenolici cercati, traui una nutrita serie di
antociani/antocianidine, di cui si poteva suppolae presenza data la colorazione
rossastra dell’estratto. Si e ricercata anchedagmza di stilbeni e di alcuni flavoni quali
luteina e luteina-3,7-diglucoside. Inoltre, si &ifieata la presenza di flavanoli oltre la
catechina e I'epicatechina e di una serie di flalioagliconi e glicosidici. Il tutto per un
totale di 51 composti fenolici.

Di tutti i composti cercati, I'analisi LC/ESI/-MSahrilevato la presenza di soli 7
componenti, quali catechina, epicatechina (la primievalente sulla seconda),
procianidina B1, due dimeri un trimero ed un tetetm procianidinici oltre a tracce di
guercetina. Il totale di tutti questi composti laggiunto appena gli 8 mg/g di estratto, a
dimostrazione che, nonostante lo sforzo, le frazi@ppresentative della frazione
fenolica contenuta negli estratti pellicolari dicemla non sono state ancora evidenziate.
Al di la della componente tannica altamente polinzata, per la quale oggettivamente
esistono a tutt’oggi delle difficolta analitichesta il mistero circa la quota non tannica,
probabilmente rappresentata da flavonoidi poco ¢ome quindi di difficile

identificazione.
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CAPITOLO 5

CONCLUSIONI

bY

La ricerca condotta nel’ambito della presente tstottorato si € preposta di
verificare la possibilita di impiegare i sottopratiali lavorazione della nocciola (gusci e
perisperma) e di denocciolatura delle olive (endoza mandorla) quali materie prime
per I'ottenimento di estratti fenolici vegetali atbvata attivita antiossidante, da proporre
all'industria alimentare e/o farmaceutica.

Dalla sperimentazione condotta su tali residuitopatsti a lenta macerazione in
presenza di solventi selezionati, in sintesi sdab sttenuti i risultati di seguito riportati.
Sottoprodotti dell’oliva

Per quanto riguarda la mandorla di oliva, i solvgnii adatti si sono rivelati
etanolo e metanolo all’'80%, che pur dando resesttaeone leggermente inferiori a
guelle del metanolo puro (29-30% della massa sgtassontro il 33%), hanno fornito
estratti grezzi con il piu elevato contenuto feool(45 mg di AGE/g di estratto) ed i
migliori risultati in termini di attivita antiossahte. Anche per quanto concerne
'endocarpo legnoso, le due miscele idroalcolicharto consentito di ottenere, con una
resa di circa il 4%, gli estratti piu ricchi di f@intotali (circa 80 mg di AGE/g di estratto)
e ad attivita antiossidante piu elevata. A caudk dearsa purezza fenolica, gli estratti
crudi ottenuti sia dall’endocarpo che dalla mataldr oliva hanno tuttavia manifestato
nel complesso un’attivita antiossidante alquantadente. Al fine di ricavare efficienti
preparati ad attivita antiossidante da questi potidotti, sarebbe dunque necessario
procedere ad ulteriori stadi di arricchimento eiffjpazione degli estratti ottenuti con
solventi. Tuttavia, considerando il limitato tendeaolico della materia prima e le deboli
rese di estrazione, tale evenienza appare di sgaesesse commerciale.

Sottoprodotti della nocciola.

I gusci di nocciola hanno fornito basse rese diaggine (2.7-2.8%) ed estratti
poveri di sostanze fenoliche (60-70 mg di AGE/gediratto). Tra i solventi testati, i
migliori risultati si sono ottenuti utilizzando d@oaee acquoso all'80%, che a parita di rese
ha solubilizzato piu fenoli. In confronto ai protigdellicolari e agli antiossidanti puri, gli

estratti crudi dei gusci hanno rivelato una caaaittiossidante molto limitata. Anche
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nel caso di questo sottoprodotto, quindi, non svede un proficuo impiego come
materia prima per I'ottenimento di concentrati fliecionaturali.

| residui pellicolari di nocciola, in particolar o quelli privati dei frammenti di
endosperma, hanno invece fornito alte rese di 2stra (30-32%) ed estratti grezzi
particolarmente concentrati in fenoli totali (fimo743 mg di AGE /g di estratto), dalle
ottime proprieta antiossidanti. La frazione fenalie risultata caratterizzata da una
cospicua componente tannica (circa il 60%). Tralventi testati, I'etanolo acquoso
all'80% e risultato il piu efficiente.

Dalla valutazione dell’attivita antiossidaritevitro, a carico degli estratti ottenuti
dal perisperma delle nocciole sono emerse ottiraprigta riducenti ed eccellenti attivita
radical-scavenginggeneralmente superiori a quelle rilevate nei pigneoi antiossidanti
di sintesi e naturali utilizzati dall'industria. éstratto € risultato inoltre dotato di attivita
chelante nei confronti del ferro.

Gli studi condottin-vivo hanno rivelato un’evidente attivita biologica ¢estratto
pellicolare, che é stato in grado di migliorar@dtenziale antiossidante del plasma nei
ratti che se ne sono alimentati.

Le prove di stoccaggio hanno dimostrato che I'¢istraellicolare di nocciola puo
essere conservato a temperatura ambiente per idiness, mantenendo la sua capacita
antiossidante a livelli elevati.

Tale sottoprodotto costituisce dunque la piu proemde tra le materie prime
testate, dimostrando di essere un’ottima fontelp&enimento di concentrati fenolici
naturali ad attivita antiossidante particolarmeputente.

Sulla scorta dei risultati di questo lavoro ditdodto, si pud ipotizzare che il
preparato fenolico estratto dalle pellicole di nolxpotrebbe trovare ampie applicazioni
da parte dell'industria alimentare (addittivo natarper I'industria di trasformazione),
cosmetica (in pillole o aggiunto in formulazioni stoetiche varie) e farmaceutica

(ingrediente per integratori alimentari).
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ABSTRACT (ITALIANO)

In questo lavoro di dottorato é stata verificatgptessibilita di impiegare i residui di
lavorazione della nocciola (gusci e perisperma)i @ehocciolatura delle olive (endocarpo e
mandorla) quali materie prime per 'ottenimentadovi antiossidanti fenolici naturali. La prima
fase dello studio ha riguardato la messa a puntmaliprocedura di estrazione per macerazione a
freddo in presenza di diversi solventi. Sono stetleitate le rese di estrazione e, sugli estratti
grezzi ottenuti, sono stati determinati i fenolitald e tannici, l'attivita antiradicalica e
antiperossidica (test DPPH e AAPH) e gli spettfiUM. Tra i sottoprodotti testati, i residui
pellicolari di nocciola hanno fornito la piu elesatesa di estrazione ed estratti grezzi con un
tenore fenolico eccezionalmente elevato ed attafitdossidante particolarmente potente (simile
0 superiore a quella del BHA, BHT, Trolox etocoferolo). Lo studio € quindi proseguito
concentrando I'attenzione sugli estratti ottenuwllal macerazione con EtOH 80% dei residui
pellicolari di nocciole tostate, con l'intento dalutarne piu a fondo le caratteristiche e le
potenzialita applicative. E stata pertanto deteataifattivita chelante il Fee quella riducente il
Fd", nonché lattivita antiossidanie vivo mediante test condotti su cavie. Sono state moltr
effettuate prove di stabilitd dell’estratto nel mrdella conservazione a diverse temperature (-

18°C, 4°C, temperatura ambiente).

ABSTRACT (INGLESE)

This doctorate study concerns the possibility oingisthe by-products of hazelnut
processing (shell and perisperm) and olive desgp(@mdocarp and seed) as raw materials for
obtaining new natural phenolic antioxidants. Thestfiphase of the study concerned the
optimisation of cold extraction in different solen by evaluating: extraction vyields, total
phenols and tannins of the extracts, antiradicdlamtiperoxyl activity (DPPH and AAPH test);
UV spectra. Among the by-products tested, the hateskin residue supplied the highest
extraction vyield plus raw extracts with the richpbenolic content provided with the strongest
antioxidant activity (similar or superior to BHA,H8, Trolox and -Tocopherol). Research
activity continued by concentrating on the extraolgained through maceration with 80%
ethanol from hazelnut skin residue, discreet ineortb effect a careful study of their
characteristics and pratical potential' lelating and Pereducingactivities were determined,
as well as then vivo antioxidant activity by tests carried out on r&tability of the hazelnut skin
phenolic extract during storage at different terapaes (-18°C, 4°C, and room temperature)

were also effected.
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