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Introduzione

1 INTRODUZIONE

1.1 La Dieta Mediterranea

La Dieta Mediterranea - intesa come “stile di vjtafoe come insieme delle
pratiche, delle rappresentazioni, delle espressi®iie conoscenze, delle abilita,
dei saperi e degli spazi culturali con i quali lepplazione del Mediterraneo
hanno creato e ricreato nel corso dei secoli ungesitra 'ambiente culturale,
I'organizzazione sociale, nel 2010 e stata iscrdtdl’'Unesco nella lista del
patrimonio culturale immateriale del’'umanita.

La Dieta Mediterranea rappresenta un insieme di pebemze, conoscenze,
pratiche e tradizioni che vanno dal paesaggiotallala, includendo le colture, la
raccolta, la pesca, la conservazione, la trasfooonaz la preparazione e, in

particolare, il consumo di cibo.
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Figura 1-1: Piramide della Dieta Mediterranea con la distribozi in frequenza e quantita di tutti
gli alimenti

La Dieta Mediterranea € caratterizzata da un modalitrizionale rimasto
costante nel tempo e nello spazio, costituito pedmente da olio di oliva,
cereali, frutta fresca e secca, verdure, una meaep@antita di pesce, latticini e
carne, molti condimenti e spezie, il tutto accomyzdg da vino o infusi, sempre in

rispetto delle tradizioni di ogni comunita (Figurel).
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Un posto privilegiato nella dieta mediterranea eupato dai cereali integrali, e

dai suoi derivati. Questa classe & generalmenfgaapntata da pane, pasta e riso,

ma anche da altri cereali spesso poco considarali gpais, orzo, farro, avena...

Immediatamente sopra ai cereali si trovano frvigagura e legumi. Indubbi sono

i vantaggi apportati da frutta e verdura, qualiseedi sazieta, a fronte di un

ridotto potere calorico, apporto di acqua, vitam@aNon bisogna dimenticare

anche l'importanza dei legumi in quanto ricchi drtmidrati a lento assorbimento

(basso indice glicemico), sali minerali, vitamin&lga alimentare, ma soprattutto,

se comparati con altri cibi vegetali, ricchi di fme che, insieme a quelle fornite

dai cereali, forniscono all’organismo tutto lo gpmminoacidico necessario.

La Dieta Mediterranea si basa poi su un consunpesice e carne. Il consumo di

pesce € maggiormente consigliato soprattutto gedeottime quantita proteiche

che fornisce, alla presenza di acidi grassi esakrezidi alcuni sali minerali. Per

quanto riguarda la carne si tende a preferire gueihnca (ricca in proteine,

vitamine e sali minerali) a quella rossa.

Infine, molto importanti soprattutto per I'apporth proteine, sono le uova e i

latticini.

Attualmente questa dieta viene raccomandata perché:

. assicura un apporto adeguato di nutrienti;

. e basata su cibi naturali, poco elaborati;

. riduce il rischio per numerose malattie quali adenagio quelle
cardiovascolari (poiché tale dieta apporta pochsgirsaturi, che aumentano
i livelli di colesterolo LDL, e ricca di fibre alientari che riducono
'assorbimento intestinale dei lipidi, di acido ole che abbassa il
colesterolo LDL senza influenzare quello HDL e fece acidi grassi
omega-3 che hanno spiccate proprieta antitrombajtich

. riduce il rischio di sviluppare il diabete di tidb poiché é ricca di fibre
alimentari che rallentano la velocitd di assorbitneimtestinale degli
zuccheri, prevenendo cosi i picchi glicenici.

Entrando nello specifico in alcuni settori di qaedieta, per quanto riguarda pane,

pasta, patate, farro, orzo, cereali, etc., ess gmfispensabili in un’alimentazione

equilibrata in quanto sono fonte dei principali bzadrati semplici (glucosio,
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fruttosio, saccarosio, maltosio, lattosio,..) e pteasi (amido e fibra alimentare)
che, insieme a proteine, lipidi e alcool servorsmddisfare i fabbisogni energetici
dell’organismo per lo svolgimento dei processi bgiti che hanno luogo nelle
cellule?

La fibra alimentare, pur non potendosi considetareutriente, esercita effetti di
tipo funzionale e metabolico molto determinante tEhéanno cosi ritenere una
importante componente della dieta umana. La fitiraemtare & per definizione
resistente alla digestione e all’assorbimento maitd superiore dell'intestino
umano ma puo andare incontro a fermentazione adaogella microflora
residente nel colon, per questo, oltre allaumed# senso di sazieta, al
miglioramento della funzionalita intestinale e desturbi ad essa associati (stipsi,
diverticolosi), si e visto che I'assunzione di &bcon gli alimenti puo portare ad
una riduzione del rischio di malattie cronico - €egrative, in particolare dei
tumori al colon-retto, del diabete e delle malattediovascolaf’.

Un altro elemento determinante nella Dieta Medieea €& I'olio doliva,
composto da una frazione saponificabile (triglidgrie da una frazione in
saponificabile (sostanze anti-ossidanti quali iofere altri componenti minori
qguali steroli, idrocarburi e alcoli terpenici). [Bssostituisce una buona fonte
alimentare di acidi grassi essenziali e ha divg@reprieta benefiche soprattutto
per quanto riguarda i livelli di colesterolo, laepsione sanguigna e, essendo ricco
di fenoli previene I'arteriosclerosi e rallentankiecchiamento cellularé.

Infine, una particolare attenzione va rivolta aloviche pur nella necessita di un
suo moderato consumo (& consigliata un’assunzieheido pari a un bicchiere
scarso a pasto), € un elemento importante, peoiicantenuti, da utilizzare nel
ruolo che la nutrizione ha assunto negli ultimi efed nella prevenzione dei
problemi sanitari e nella riduzione del rischiantlattie croniche. Il vino infatti e
un prodotto complesso, contenente numerosi composititi dei quali vantano
particolari funzioni fisiologiche, talora anchesimergismo con altri.

Di particolar interesse, oltre ai vari studi sudianinuzione del rischio di malattie
cardio-coronariche con I'assunzione moderata dilafc® ? & il ruolo protettivo
che possono svolgere alcuni costituenti non alcolé vino, quali i composti

fenolici. Numerose sostanze fenoliche (flavonoidnan, flavonoli, antociani e
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tannini solubili, ecc.) presenti nel vino ros¥b(oltre che nella frutta e nella
verdura®) possono svolgere un ruolo protettivo nei confratitvarie malattie
cronico - degenerative (dall’arteriosclerosi a vaipi di tumore, fino
allaccelerazione dei processi di senescE)zéacilitate dai radicali liberi
dell'ossigeno. Molto recentemente é stato dimosirsifa in vitro sia in vivo, che
I'assunzione di vino rosso (piu ricco in fenolip&tto a quello bianco) aumenta
Iattivitd antiossidante del siero del sandtie inibisce I'ossidazione delle LDL e
attenua la tendenza alla trombbsi

Visti i molteplici effetti benefici che si possomicavare dai fenoli presenti in vari
alimenti tipici della Dieta Mediterranea, ma nortgwo abusare nel consumo di
alcuni di essi come per esempio olio d’oliva e vinpreferendo a volte un tipo di
alimento non integrale a uno integrale ricco dirdibsi pud oggi procedere
all’estrazione dei fenoli di interesse da varie noatdi partenza vegetali o
addirittura da scarti di lavorazione agro-industriae introdurli poi
successivamente in una molteplice gamma di prodatimentari finiti,
permettendo cosi I'assunzione dei vari fenoli, comseguenti benefici per la

salute, in modo semplice e quotidiano.

1.2 | polifenoli

| polifenoli, insieme ad altre centinaia di molezoimportanti si trovano
naturalmente nelle piante, in quanto esse, a diffex degli animali, non possono
sfuggire, scappare da minacce esterne, assumeanz®Ehimiche curative oltre
a quelle che sono in grado naturalmente di sirtatez e quindi, 'unico modo
possibile che hanno per proteggersi da fattorireisttannosi, come per esempio
radiazione UV, inquinamento, aggressioni patogengyello di sintetizzare tutte
le centinaia di molecole necessarie alla loro sopvanza. Il mix di molecole
contenute nelle piante ha una complessa composiziba massimizza l'effetto
protettivo delle singole molecole grazie ad atéi\dinergiche e integrate.

Questo mix di molecole, in particolar modo i biadén(specifici fito-composti
con attivita antiossidante), adeguatamente estiali¢ piante, ma anche ricavati
dagli scarti di lavorazione dell'industria agroraéintare, hanno recentemente
riscosso un grande interesse nel mercato come fhradtiossidanti che possono
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essere impiegati in vari settori industriali che cgicupano di plastica e di
elastomeri, di lubrificanti, di oli e di additivigp i combustibili e di alimentare.
Particolare interesse € legato alla loro applicgazioel mercato dei prodotti per la
salute dell'uomo sia come nutraceutici che comenezgutici.

| composti fenolici rappresentano una delle priakipclassi di metaboliti
secondari dei vegetali, che comprende un ampiotrepeli sostanze molto
eterogenee, ma tutte caratterizzate dalla presénzaanello aromatico con uno o
piu sostituenti ossidrilici. La loro estesa presenmel regno vegetale e
indispensabile per la pianta in quanto svolge uafa protettiva contro
I'irraggiamento UV, gli attacchi di patogeni e dbevori. L'attivitd antiossidante
dei fenoli risiede nella capacita di essere faaiteessidati, in condizioni blande,
sia dai comuni ossidanti presenti in natura, comadicali liberi, 'ossigeno e i
perossidi, sia dalle radiazioni ultraviolette. thata antibatterica e antifungina
dei fenoli € dovuta all'azione sinergica del potemtiossidante e del potere
chelante dei gruppi ossidrili dell'anello fenoliche formano i legami ad idrogeno
con le proteine della parete cellulare dei microrgai'.

| composti fenolici si caratterizzano per una geuddversita della loro struttura
chimica. Tali composti compaiono in una forma ldeppure legati ai composti
come saccaridi e acidi organici: sono stati ides#tf oltre 800 agliconi e circa
4000 sono presenti sottoforma di glicosidi, estealtre combinaziof.

Nel regno vegetale i fenoli sono variamente disitibe possono essere
idrosolubili, liposolubili oppure legati covalentemte a vari costituenti della
parete cellulare. Gli esteri solubili hanno generite funzioni antiossidanti e
antimicrobiche, mentre i fenoli liposolubili e glidegati alla parete cellulare
svolgono prevalentemente una funzione strutturalerass-linkingdelle catene
polisaccaridiche che la costituiscono. | compostiulsili sono generalmente
costituiti da gruppi fenolici funzionalizzati comacheri o acidi organici. Esempi
di questi composti sono gli acidi idrossicinnamd®| glucosio, della colina,
dell'acido chinico, malonico e tartarico, gli estgallici dell’'epicatechina e gl

esteri p-cumarici degli antociani.
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| composti fenolici insolubili si originano prin@mente dall'instaurarsi di

legami covalenti di tipo estere tra composti feripli prevalentemente

idrossicinnamati e loro derivati, e composti cositti la parete cellulare.

I composti fenolici lipofilici sono generalmente stituiti da idrossicinnamati

legati a steroli, alcoli terpenici o triterpeni en® comunemente associati alla

membrana cellulaté

In base alla struttura dell’anello benzoico, i casip polifenolici possono essere

suddivisi in tre sottogruppi:

 C6-C1l acidi fenolici, derivanti dall'acido benzojcaome ad esempio i
protocatecuici e I'acido gallico;

» C6-C3 acidi propenolici; derivanti dall’acido cirmaco come I'acido ferulico
e l'acido caffeico;

» C6.C3-C6 fllavonoidi di cui fanno parte ad esempialvidina, quercitina e la
classe degli antociani.

| piu importanti gruppi di polifenoli che incidorsulle proprieta “sensoriali” del

cibo sono gli antociani, responsabili del coloresm di molta frutta e specie di

fiori e gli acidi fenolici catechine e i proantogiache, come i precursori dei

tannini, sono responsabili del colore, gusto agéite e odore di ntid prodotti

alimentari.

| flavonoidi, invece, sono i piu conosciuti grazka loro funzione di protezione

contro le malattie cardiovascolari, principalmerstecausa della loro attivita

stabilizzante sulle pareti dei vasi capillari.

Non si riscontra nessun effetto tossico dovutoaifgnoli ricavati dai vegetali

presenti nella alimentazione umana, anche se d lowolo nel metabolismo

dell'organismo umano & tuttora oggetto di studirafgnditi 2.

1.3 Polifenoli da sottoprodotti dell'industria agro-alimentare

I derivanti fenolici, in conseguenza della lorofasione nel regno vegetale, si
ritrovano naturalmente anche nella composiziongdwmotti di scarto, sia liquidi
che solidi, di numerosi impianti di lavorazione @a@gtimentare.

| fenoli, quindi, oltre che venire direttamenteratit dalle piante, possono venire

estratti anche dagli scarti dell'industria agravaintare andando cosi a valorizzare
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questi scarti e riducendo cosi problema un grossblgma ambientale dato dallo
smaltimento di questi scarti e riducendo il fabbisom di risorse naturali grazie
all'allungamento del ciclo di vita del prodotto wlgppando allo stesso tempo un
nuovo mercato, piu sostenibile.

L’industria agro-alimentare ed i suoi prodotti gem® un’elevata quantita di
scarti, in massima parte non pericolosi, solitameavviati ad operazioni di
recupero ai sensi dell’art. 7 del D.lgs.22/97.

In Europa la produzione di scarti agro-alimentaene stimata intorno ai 250
milioni di ton/anno e in Italia la maggior parte gliesti rifiuti sono sottoprodotti
dell'industria di lavorazione dei cereali (11 miliodi ton/anno), della vite (2,3
milioni di ton/anno) e delle olive (1,2 milioni thn/anno}®.

Per quanto riguarda i residui derivanti dalla lazone dei cereali, il 40-60%
viene utilizzato come lettiera per animali e peptaduzione della carta in vari
compartf’, invece degli scarti di lavorazione enologici eiviobli viene
riutilizzato solo il 25%.

Il problema della gestione e dello smaltimento ai scarti ha una notevole
ricaduta sulla comunita in termini di costi e dijinnamento dell’ambiente, tanto
che negli ultimi anni le aziende operanti nei pamedustrializzati hanno rivolto
un'attenzione sempre maggiore alla valutazionengpaito ambientale e alla
produzione di prodotti di qualita.

La valorizzazione di tali materie di scarto, atgeso varie tecnologie di recupero
(biotecnologie bianche per la produzione di biomalie naturali, processi
catalitici eco-compatibili per la conversione dbimasse in combustibili e prodotti
ad alto valore aggiunto, digestione anaerobicalaegioper la produzione di
biocombustibili da biomasse di diversa originél),.possono generare una vasta
gamma di composti organici ad alto valore aggiuntdizzabili in tutti i settori
risolvendo quindi un problema ambientale e riduceidabbisogno di risorse
naturali grazie all’allungamento del ciclo di videl prodotto e sviluppando allo
stesso tempo un nuovo mercato.

Questa valorizzazione integrata degli scarti, preespero una debole sostenibilita
economica, legata sostanzialmente ad un difettdodnanda di mercato delle

frazioni chimiche ad alto valore aggiunto ottenilapplicando trattamenti fisici,
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biochimici e cromatografici per la liberazione skeparazione ed il recupero delle
componenti fitochimiche. La domanda di componeitdichimiche purificate nel
settore cosmetico o alimentare sono interessantd@ségsamente scarse rispetto
alla potenziale offerta derivante dagli scarti ahplicano volumi enormi. Questo
eccesso di offerta, se venisse esercitata, caumerab rapido abbassamento del
valore aggiunto sul lato della domanda. Risultai @msdente la necessita di
implementare la domanda aprendo l'accesso al nuercygli ingredienti
funzionali che, nel settore alimentare, sarebbemgrado di assorbire il potenziale

dell’'offerta.

1.3.1 Polifenoli da crusca

| cereali rappresentano la base dell'alimentaziopadiale e le loro coltivazioni
sono tra le maggiori nel mondo. Si stima infattiectirca i due terzi della
superficie coltivabile sulla terra siano dedicdtadoro produzione. A livello
italiano i cereali (mais, grano duro e tenero, 8oegyorzo) costituiscono una
produzione di circa 21 milioni di tonnellate.

La lavorazione di tali cereali porta alla produzati scarti fino ad una quantita di
11 milioni di tonnellate all'anrfd.

| prodotti derivanti della trasformazione dei cdireappresentano da sempre gli
alimenti di base per 'uomo essendo un’ottima foateergetica ed una ricca
risorsa di vitamine e sali minerali. | cereali pms3 essere inoltre trasformati in
un’ampia gamma di prodotti, soddisfacendo le almiuel le tradizioni alimentari
piu diverse.

Nelle popolazioni mediterranee il pane é l'alimerib base; in Italia viene
consumato dal 96% della popolazione, mentre indtada percentuale si abbassa
all'85% a favore pero di altri prodotti da forrfo

Attualmente i consumatori cercano un buon panegoele I'apporto energetico
sia unito ai fattori nutrizionali tipici del paneatizionale, sia esso integrale che
arricchito per via naturale con i componenti tigieilla crusca, utili per favorire
un maggiore benessere.

E’ noto che l'uso di farine a basso tasso di alamaento, con 'eliminazione
pressoché completa della crusca, porta ad un innposeto di sali minerali (fino

al 80%), oligoelementi (fino al 90%), vitamine @inal 60%), diminuendo Il

10
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valore nutrizionale del prodotto finale. E’ sempgmi& evidente che quello che
tradizionalmente veniva considerato uno scartorheealta importanti proprieta
nutrizionali che possono risultare interessanfired di una valorizzazione di tale
prodotto.

La crusca (Figura 1-2) e costituita dalle partiuregntali del chicco, dove si
ritrovano cellule con una grossa parete cellul&ge.cellulosa, tra i principal

costituenti della parete cellulare delle cellulgumentali, € un polimero costituito
da solo glucosio, ma le singole unita sono intatessé un legame diverso da
quello tipico dellamido e, percio, non idrolizzébida parte dei sistemi
amilolitici. Questa macromolecola € completamens®iubile in acqua e assicura
rigidita alla parete cellulare. Essa rappresenta fumzione importante di quella
che viene comunemente chiamata fibra alimentaresudié stato largamente

illustrato I'effetto positivo sulla peristalsi irggnale.
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Figura 1-2: Struttura dellacrusca

Un altro interessante componente delle pareti legllle rappresentato dalla
frazione dei pentosani, polimeri assai complessné&i da zuccheri diversi dal
glucosio (pentosi) che vanno a costituire partéadédra non cellulosica presente
nei sottoprodotti dell'industria del cereale (2544Gul seccd} ai quali & stato

riconosciuto, negli ultimi anni, un ruolo attivo llze formazione dell'impasto,

dovuto all’elevata capacita di legare acqua.

Un altro gruppo di composti molto importanti presenella crusca sono i

polifenoli. Questi vengono localizzati in prevalangulle pareti cellulari degli
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strati esterni. Una minima parte & rappresentatigdma?®, mentre pitl frequenti
sono i fenoli semplici. Alcuni di questi, come indri dell'acido ferulico,
influenzano le caratteristiche meccaniche delletpa, di conseguenza, anche il
comportamento durante la macinazione.

L’acido ferulico (Figura 1-3) € un fenolo della s$& degli acidi idrossicinnamici
ed e il principale costituente della frazione fécmldelle crusche. E’ presente in
elevate quantita nelle crusche di frumento e dsrdaive puo rappresentare sino al

4 % del peso secco della matrice vegétale

OH,C N

OH

HO

Figura 1-3: Acido ferulico

Tabella 1-1: Composizione della crusca in termini di carboidrditynina e acidi cinnamici

: 41-44 %
glucosio (20% cellulosa, 80% amido)

Monosaccaridi xilosio 13-17 %

arabinosio 3-4 %

galattosio 2-3 %

Lignina 3-4 %

Acidi cinnamici acido ferulico 0,4-0,5 %
acidop-cumarico 0,014 %

Diversi studi hanno recentemente dimostrato gétefpositivi sulla salute umana
dell’acido ferulico, cosi come di molti altri biafeli.

Oltre ad un elevato potere antiossidante legaéocaltatteristiche di scavenging di
questa molecola nei confronti dei radicali libezidenziata anche in sistemi
biologici*’, I'acido ferulico ha mostrato attivita inibitorigei confronti di diverse
specie microbictf& tra cui diversi ceppi dListeria monocytogenesin batterio
patogeno capace di crescere su derrate alimemtarn'®ttima capacita di filtro
nei confronti dellirraggiamento U¥ sulla cute. Ampiamente studiati sono gli
effetti antinfiammator®, di protezione del sistema cardiocircolatdts e di
difesa delle cellule neurondli
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1.3.2 Polifenoli da acque di vegetazione d'oliva

L’olivo € una pianta conosciuta fin dall’antichitea coltivazione dell’olivo ha
sempre avuto una notevole importanza economicacileonei paesi come la
Spagna, I'ltalia o la Grecia, dove si registra laggior parte della produzione
mondiale di olive (circa 989}, stimata intorno ai 10 milioni di tonnellate.

In Italia, per la produzione dell’'olio, vengono lirizati circa 2.500.000 ton di
olive. Purtroppo l'olio rappresenta appena il 18420ella pasta oleosa, il resto
costituito da due sottoprodotti noti come sansaqi@ reflue, meglio conosciute
come acque di vegetazioria.

La sansa, anche se con qualche difficolta dovdtaraalto livello di umidita, e
stata impiegata nella produzione di compost e r@kaluzione di energia (per
combustione o per pirolisi).

Per quanto riguarda le acque di vegetazione, qusesie caratterizzate da un
elevato carico inquinante e da una conseguentiealiff di smaltimento anche in
ragione dei grandi volumi prodotti. In Italia siloala una produzione di acque di
vegetazione di circa 4 milioni di ton/anno, di saio 2 milioni nella sola regione
Puglia.

Le acque di vegetazione derivano dallacqua di icastne della drupa e
dall’acqua impiegata per la diluizione della pastHie olive e per il lavaggio delle
macchine.

Il problema del trattamento e smaltimento delleugcdi vegetazione deriva dal
loro elevato contenuto di sostanze organiche cooeheri, pectine, grassi,
sostanze azotate, polialcoli, poliacidi, fosformtgssio e magnesio. Molte di
gueste molecole possiedono spiccate proprieta mntibiche e fitotossiche e
conseguentemente risultano anche resistenti alradazione biologica, in
particolare di tipo aerobico. La legislazione vigeD.M. n. 574, 11/11/98)
permette lo spargimento sul terreno delle acquesgetazione considerandolo un
mezzo economico per smaltire un indesiderato saittmito dell'industria olearia.
Tale processo, seppur controllato e regolato deatve, non risolve il problema
dello smaltimento, ma si limita a tentare di coetenle possibili ricadute
negative, quali I'impoverimento dei suoli a lungermine e la possibile

contaminazione delle falde idriche del sottosudimltre in questo modo si
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abbandona una grande opportunita di recuperarsariedi composti molto attivi
come i polifenoli, concentrati nelle acque di scafi.

Nonostante i benefici resi dall'olio d'oliva comdemento base della dieta
mediterranea, le quantita di polifenoli presentjlneli sono generalmente basse.
Infatti circa il 99% della frazione polifenolicatiai, si ritrova nelle acque di
vegetazione.

Negli ultimi anni sono stati molti i progetti pegritare di valorizzare questi scarti
o renderli piu facilmente smaltibili utilizzandoasiprocessi di tipo fisico e
chimico-fisico (processi di concentrazione dei uefhttraverso distillazione ed
evaporazione, filtrazione su membrana, osmosi sajechiari-flocculazione e
combustione) sia filiere di natura biologica (presiedi depurazione sia aerobici,a
fanghi attivi e a filtri percolatori, che anaerdff

Il compostaggio delle acque di vegetazione é statsiderato solo recentemente
come una pratica utile per umidificare la sostamzganica in essa contenuta. Si
stanno sviluppando ricerche rivolte all’utilizzogliescarti oleari come base di
partenza per ottenere compost di quélita

Nonostante questi trattamenti si siano dimostratgiado di abbattere il potere
inquinante delle acque di vegetazione e delle samfi@atto pratico sono
difficilmente sostenibili dal punto di vista econimm per la quasi totalita dei
frantoi. D’altra parte, strutture cosi onerose, IPW$SON0 essere concepite per
impieghi su base stagionale, condizione inadegp@atda stessa efficienza degli
impianti. Anche la possibilita di trattare con sesso le acque di vegetazione
mediante co-compostaggio, benché la qualita dedqgttiofinali sia buona, e
nonostante sia meno onerosa dal punto di vistaaimtigtico, risulta difficilmente
attuabile visti i lunghi tempi necessari e, ancona volta, il carattere stagionale
della produzione.

Negli ultimi anni molti stud® di natura chimica hanno indicato che alcuni
composti polifenolici presenti nelle acque di vegéine, svolgono una serie di
funzioni importanti, come per esempio la proteziated!irraggiamento UV,
I'attivita antimicrobica nei confronti di una vasgamma di batteri, ecc. Pertanto,
sempre piu spesso le acque di vegetazione vengomgiderate non come un

scarto di produzione, ma come un prodotto agridalovalorizzare per essere poi
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impiegato in settori diversi. Sono stati gia utiiti con successo nella produzione
delle vernici ecologiche ad acqua, nell’agricolfuiaibendo la crescita di
patogeni, ed anche nell'industria cosmetica, preddo cosmetici in grado di
proteggere la pelle dai radicali liberi.

Le acque di vegetazione rappresentano un’importbontee per I'estrazione di
antiossidanti naturali come i fenoli tra i quapiti abbondanti sono l'oleuropeina,
un derivato dell'idrossitirosolo, I'idrossitirosolstesso, il tirosolo, e una grande
varieta di antociani, catechine e altri composticlii composizione e fortemente

influenzata dalla varieta di oliva e dalla stagidaa

T xe HO/L(/
0. OH

(b)

. H
HO\J/Q-.

*‘\j/*\“\,f OH
- | -"/
HO

(c)
Figura 1-4: Oleuropeinga), idrossitirosoldb) e tirosolo(c)

Recentemente molti studi si sono concentrati statatsull’idrossitirosolo una
molecola polifenolica presente in maggior quantigdle acque di vegetazione,
ottenuta attraverso l'idrolisi di oleuropeina. Lrassitirosolo deriva dall’idrolisi
chimica o enzimatica del glucoside oleuropeinan(ppio amaro presente in
notevole quantita sia nelle drupe che nelle fogdligivo) e, a causa della sua
idrofilicita, e rilasciato principalmente nei reflacquosi di frantoio e, in piccole
quantita, nell'olio dove agisce come stabilizzardatro I'irrancidimento.

Sia l'idrossitirosolo che i suoi derivati, come pesempio il tirosolo, sono le
molecole presenti in maggiori concentrazioni néi¥extravergine d'oliva' sia
in forma libera che in forma esterificata, dovetitoscono il 70-80% del totale
della frazione fenolica (Figura 1-5). Le conceniwazd’idrossitirosolo e tirosolo,

variano ampiamente in oli d’oliva differenti: daal40 ppm il primo e da 2 a 70
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ppm il secondo, in base a vari fattori agronomité@ologici come la varieta del
frutto e le procedure di estrazidhe

60
50 |
40 A
30 A
20 1
10 -

Contenuto percentuale (%)

=
&
)

Figura 1-5: Distribuzione percentuale dei biofenoli nell'olimtiva*®

1.3.3 Polifenoli da vinacce di uva rossa

La produzione globale di vino risulta essere dcai67 milioni di ettolitri, in
dettaglio quella dell’'Unione Europea e di 155 milia@i ettolitri mentre quella
italiana costituisce il 20% di quella mondiale e38% di quella Européa

(Tabella 1-2) i cui costi all'ingrosso variano direo in anno (Tabella 1-3).

Tabella 1-2 Scarti dell'industria vitivinicola a livello naninale per I'anno 2004

Tipologia iligosrsaorl;op/r%dLu\iilr?g)e Quantita (tonn)
Vinacce 18 925.000
Raspi 4 205.700
Solidi e fecce 6 308.600
Reflui della vendemmia 116 6.000.000
Fanghi 1 51.000

Tabella 1-3: Prezzi in €/tonn dei sottoprodotti vitivinicoli peannata 2002-2003 nella regione
Emilia-Romagn®’

Sottoprodotti Minimo Massimo

Vinaccioli 8,78 13,94
Vinacce 25,82 103,29
Fecce 30,99 309,87
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Nell’'uva, e quindi nei suoi scarti, sono presenstanze polifenoliche per lo piu
localizzate nelle frazioni solide dell’'uva. Poicteé formazione dei polifenoli é
strettamente collegata alle condizioni climaticlae,seconda delle condizioni
metereologiche, il contenuto di biofenoli nell’upad variare sensibilmente.

Le sostanze polifenoliche delle uve possono essedelivise in due clagdi
derivati del flavone e derivati dell'acido galliap acido protocatechico (Figura
1-6).

OH
OH

HOOC OH
(b)

(@)

Figura 1-6: Nucleo di favonda), acido gallico(b)

| polifenoli gallici sono generalmente costituita dnolecole glucosidiche (es.
glucosio) esterificate con acido gallico o con oisderivati, ad esempio acido
meta-digallico, e sono composti facilmente idradilzii per via chimica o
enzimatica. Questi glucosidi possono venire ideatiz dagli acidi a caldo o da
enzimi dando origine ad una o piu molecole di glacied alla molecola

polifenolica libera che viene denominata “aglicofleigura 1-7) .

Figura 1-7: Aglicone della Malvina tipico antociano delle baatuva

| polifenoli flavonoidici, invece, sono poli-idrasslerivati del flavone e si
differenziano per il numero e la posizione dei giugssidrilici presenti sul nucleo

B, i pill comuni sono il kaempferolo, la quercetinka miricetind®.
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Nelle uve sono presenti anche derivati polimerizeid flavano, prodotti di
struttura assai complessa che prendono il nomeradaptocianidine che sono
costituite da unita di (+) —catechina e di (-)-ocgppechina legate fra loro.

Altri composti polifenoli localizzati prevalentemen nella buccia, sono dli
antociani, i coloranti rossi delluva. Si dividorna due gruppi, caratterizzati
dallavere o meno una molecola di glucosio legatagauppo ossidrilico
dell'anello centrale: antocianine (con molecola@ldicosio) e antocianidine (senza
molecola di glucosio).

Un'utilizzazione di notevole interesse per le viemaosse € l'estrazione del
pigmento antocianico attraverso processi di esirgziche utilizzando anidride
solforosa, macerazione e successiva defecaziommeemtrazione sotto vuoto a
bassa temperature.

| tannini, presenti soprattutto nei raspi, nellecdr (quelli ad alto peso
molecolare) e nei vinaccioli (quelli a basso pesyerolare), sono antiossidanti e
sono raggruppati in due classi: idrolizzabili (fetioli gallici, tannini che hanno
carattere di estere e possono essere idrolizzatvipeacida ed enzimatica) e
condensati (costituiti da due o piu unita flavaeich catechina, epicatechina,
epigallocatechina ,gallo catechina - unite fra ldeolegami C-C che non sono
idrolizzabili). Nelle uve e nei vini sono presestiprattutto i tannini condensati.
La maggior parte delle sostanze tanniche passarsmluzione nel mosto, nel
corso della fermentazione in presenza delle vinagmecce ma soprattutto
vinaccioli), per la maggior permeabilita delle a&l in ambiente asfittico e per
azione solubilizzante dell’alcool favorita dall’aento di temperatura che
accompagna il fenomeno fermentativo. Di norma st@naive piu ricche in

sostanze polifenoliche colorate quelle a maggioteuto in tannir?.

1.4 Biocatalizzatori industriali per l'idrolisi dei tes suti vegetali

Attualmente le tecniche di estrazione di polifert@lle matrici vegetale si basano
principalmente sull'utilizzo di solventi organicismluzione a forte carattere acido
o basico. Questo avviene, ad esempio, nel casestedizione polifenolica dalle

vinacce, dove vengono utilizzati i solventi orgawcieme il metanolo o I'acetone o

come nel caso della crusca, in cui i processiwiligi acida o basica, consentono
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di ottenere il rilascio, in soluzione acquosa, @labstanze fenoliche. Queste
tecniche per0 presentano varie problematiche com#izzo di sostanze
pericolose, le alte concentrazioni di sali nei ttidneutralizzati, dal punto di
vista industriale risultano di difficile applicazie® e con esse si riescono a
recuperare solo in parte le sostanze di interesgeanto riescono a rompere solo
alcuni legami chimici che le legano alla parerdutate del vegetale.
Un’alternativa molto interessante nell’idrolisi el strutture vegetali e
I'applicazione dei biocatalizzatori enzimatici asfiche attivita idrolitiche.

| biocatalizzatori enzimatici sono sempre piu langate impiegati in molti settori
dell'industria chimico-farmaceutica e delle trasghazioni agroalimentari grazie
alla loro stereo-selettivita, e al loro potenzialeme efficienti catalizzatori
alternativi per la chimica verde. | principali vaggi tecnologici dell'impiego dei
biocatalizzatori consistono nella possibilita dife@iare processi ad elevata
efficienza in ambiente acquoso e in condizionirapee (pH, temperatura,
pressione etc.) generalmente blande. Esistono ativeiisi prodotti commerciali
utilizzati, per esempio nell'industria della pao#zione, della produzione di
succhi e conserve e in enologia, a base di endralitici di diverso tipo. Molti
microrganismi utilizzano infatti questi biocatal@eri come strumenti per
“aggredire” tessuti vegetali al fine di procurarssubstrati di crescita di cui
necessitano per il proprio sostentamento.

In questa prospettiva la continua sfida tra micaaigmi e piante, tra sistemi di
aggressione e di difesa, ha fatto si che un anmpbsgamma di enzimi sia stata
selezionata dall’evoluzione ed oggi possa veningiegata dall’'uomo in specifici

processi tecnologici.

1.5 Idrolizzati di crusca, di acque di vegetazione dedl olive e di vinacce

| biofenoli comunemente presenti nella dieta umanan sono sempre
necessariamente e facilmente biodisponibili nejémismo. La letteratuta
sostiene che anche una dieta relativamente ricdanioli possa apportare asse
concentrazioni di tali molecole nel sangue e paeeaod possa essere dovuto alla
limitata capacita di assorbimento da parte de#$tino. Inoltre e accertato che
spesso i biofenoli vengono metabolizzati in frettbespulsi rapidamente. La gran
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parte dei polifenoli presenti nei prodotti alimemtai trova sotto forma di esteri,

glicosidi, o polimeri che non sempre riescono askees assorbiti nella loro forma
nativa.

In questo senso l'utilizzo di biocatalizzatori enatici con specifiche attivita

enzimatiche, in particolare carboidrasiche, puoerssun valido aiuto nella

preparazione di prodotti idrolizzati a partire datriti di scarto come crusca ed
acque di vegetazione delle olive, e ricchi in tufteelle componenti chimiche ad
alto valore nutrizionale altrimenti non assimilalbn la normale dieta. Per le
diverse tipologie di vegetali € necessario con@stercaratteristiche della parete

cellulare vegetale da smantellare al fine di libeidenoli di interesse.
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Figura 1-8: Rappresentazione di una parete cellulare vegetatmsaria con in evidenzia
porzioni arabinoxilaniche cross linkate da ponfiedilici e loro strutture

Ad esempio per la crusca ricca di acido ferulic@raano necessarie
maggiormente attivita enzimatiche di tipo xilanasicdal momento che tale
componente si trova legato a strutture di xilangyFf 1-8), mentre per una
matrice come quella delle acque di vegetaziondrdssitirosolo verra liberato
grazie all'utilizzo di attivita pectinasiche.

Utilizzando inoltre enzimi di grado alimentare dévate attivita carboidrasiche e
possibile ottenere idrolizzati assolutamente siperi la salute umana in quanto
durante il processo di lavorazione non viene usassun solvente o agente

chimico aggressiv8, dal momento che I'idrolisi avviene in acqua.
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1.6 Alimenti funzionali e fortificati

Tra gli scopi primari della dieta c'e quello di fre nutrienti sufficienti a
soddisfare le esigenze nutrizionali dell'individUsono sempre di piu le prove
scientifiche a sostegno dell'ipotesi che alcunmainti e componenti alimentari
abbiano effetti benefici, fisiologici e psicologiathe vanno oltre I'apporto dei
nutrienti di base. La moderna scienza dell’alimeiotae € andata oltre i concetti
classici, consistenti nell’'evitare carenze di ranti e nelladeguatezza
dell'alimentazione di base, passando al concettalidientazione "positiva" od
"ottimale". La ricerca €& oggi incentrata sull'idéicazione dei componenti
alimentari biologicamente attivi potenzialmente gmado di ottimizzare |l
benessere fisico e mentale e di ridurre anchechro di contrarre malattie. Si e
scoperto che molti prodotti alimentari tradizionaipici della dieta mediterranea,
come ad esempio frutta, verdura, cereali integradditte, contengono componenti
potenzialmente benefici per la salute.

Oltre a questi pero oggi, si stanno sviluppandovhatmenti che rafforzano o
incorporano tali benefici grazie all'inserimentoi wéi di componenti utili per i
loro effetti positivi sulla salute o per i favordieffetti fisiologici>.

L’interesse nello sviluppo di cibi funzionali &€ gpero ed e spinto a gran forza dal
potenziale mercato per i cibi destinati a miglierda salute e il benessere dei
consumatori. Un alimento puo essere definito funaie se, al di |a delle proprieta
nutrizionali, & scientificamente dimostrata la sapacita di influire positivamente
su una o piu funzioni fisiologiche contribuendo &liorare o preservare lo stato
di salute e di benessere e/o ridurre il rischimmdorgenza delle malattie correlate
al regime alimentar®’

Diversi tipi di prodotti funzionali di ottima quadi progettati per ridurre l'alta
pressione sanguigna, il colesterolo, lo zucchetosargue e I'osteoporosi sono
stati introdotti nel mercato. La ricerca in quesenso si € progressivamente
mossa verso lo sviluppo della integrazione diedetiotroducendo il concetto di
probiotici e prebiotici, che possono incidere sutlamposizione microbica
dell'intestino e I'attivita dello stomaco. Per egagmi cereali offrono molteplici
effetti benefici e quindi possono essere sfruitatiifferenti modi conducendo alla
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concezione di nuovi cibi o di nuovi ingredienti daesti ottenuti per puntare al
soddisfacimento alimentare di specifiche popolazion

E possibile anche accrescere maggiormente le ptéaptienefiche dei cibi
introducendo composti fenolici: I'industria alimaneé si sta recentemente
dirigendo anche verso l'inserimento dei polifenalipreparati alimentari proprio
come ulteriore valorizzazione dei prodotti alimentatessi. Specialmente i
biofenoli stanno attirando l'attenzione delle arierche lavorano nel settore dei
nutraceutici, vale a dire quelle sostanze che hamaarattere nutrizionale che
farmaceutico.

Per le industrie alimentari e farmaceutiche, i acgutici, contenenti un’elevata
qguantita di antiossidanti, stanno riscuotendo @mgde interesse come alimenti per
la “tutela della salute”. Le reazioni ossidativel deetabolismo umano, infatti,
generano una produzione di radicali liberi che dessere controbilanciata da una
serie di molecole definite antiossidanti. Su taksedy nei sistemi biologici, i
biofenoli, poiché associati ad attivita antiossiila costituiscono uno degli
esempi piu studiati. Precisamente, il ruolo di ¢udgo di antiossidanti viene
enfatizzato in relazione alla salute umana edarigolare alla prevenzione ed
alla cura di alcune forme tumorali

Alla luce di queste ricerche, e delle piu receatidenze del mercato mondiale
degli aditivi alimentari dotati di azioni protetdvsulla salute, sulle peculiari
proprieta dei biofenoli degli scarti agro-alimeitaruovi prodotti contenenti tali
molecole incontrerebbero il favore dei consumaridi dell'industria nella
produzione di cosiddetti alimenti fortificati ovseprodotti alimentari tradizionali
ai quali vengono aggiunte le molecole dalle prdprigrotettive precedentemente
descritte.

Attualmente nell’Unione Europea non vi € una legigine specifica su questa
categoria di alimenti e sulla sua etichettaturaloSalcune nazioni estere
possiedono una precisa legislazione sulla defingio etichettatura e
commercializzazione degli alimenti funzionali. Ina@pone, per esempio tali
alimenti sono riconosciuti e commercializzati can digla FOSHU (Food for
Specific Health Use) e le proprieta funzionali socmmprovate da indagini

scientifiche in vivo sulla popolazione.

22



Scopo

2 SCOPO

Il lavoro di tesi, finanziato da Phenbiox s.r.|zjeaal premio nazionale assegnato
da UNIONCAMERE quale “Miglior Giovane Impresa Inragiva 2007”7, €
focalizzato allo studio e allo sviluppo di nuovinaénti fortificati partendo da
idrolizzati di matrici vegetali gia presenti sul rogto come ad esempio i bio-
liquefatti acquosi di crusca di grano, vinacce guacdi vegetazione preparati da
Phenbiox s.r.| attraverso una tecnologia enzimdtiezettat2’.

Lo studio delle funzionalita si € basato principahte sulla valutazione del
mantenimento del potere antiossidante dei bio-faftieaggiunti anche dopo i vari
processi di trasformazione per produrre i prodottli. Si € inoltre fatto un esame
preliminare delle caratteristiche di accettabil{tasiva e sensoriale) dei vari
prodotti ottenuti attraverso confronto con prodaottienuti allo stesso modo ma
non contenenti ingredienti funzionali.

La scelta degli alimenti da funzionalizzare e sfatta sulla base delle analisi di
mercato, delle esigenze e richieste di Phenbioxlla possibilita di utilizzare
estratti acquosi nella formulazione del prodottmahtare finito.

Da un’analisi di mercato sulla distribuzione dedlgesa per grandi aggregati di
prodotti (Figura 2-1) si e visto che, le voci desp maggiori dopo carne, salumi e
uova sono quelle del latte e derivati dove si cotreeil 18% della spesa (di cui

I’11% riguarda i formaggi), dell’ortofrutta e deedvati dei cereali con il 15%.

Olatte e derivati

B prodotti ittici
DOortofrutta

Bolio e grassi

O zucchero, sale

caffe e the B carne, salumie

uova
B bevande

analcoliche O derivati dei cereali

Obevande alcoliche

Figura 2-1: Distribuzione della spesa alimentare per grandieggi di prodottifonte: Ismea
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Andando ad analizzare piu nel dettaglio il compal¢o derivati dei cereali e del

latte e derivati, settori di maggior consumo e rieégse nel campo della

funzionalizzazione alimentare, si € visto che:

e per quanto riguarda la spesa per i derivati degalel(Figura 2-2), la fetta
maggiore e ricoperta dalla panetteria (40%) seglaigporodotti per la prima

colazione e la pasta (con pasta di semola e fresca)

O prima colazione

O panetteria

O pasta Briso

Figura 2-2: Composizione della spesa per derivati dei ceréaiié: Ismean

» per il comparto del latte e derivati (Figura 2-8yece la spesa piu importante

e quella dei formaggi (61%).

DO dessert di latte

Olatte

Oformaggi
B yogurt

Figura 2-3: Composizione della spesa per latte e derifatité: Ismey
E’ evidente che per veicolare i principi attivi cloevono essere assunti
regolarmente nella dieta, € necessario selezionareeicolante diffusamente
utilizzato giornalmente. Il pane e la pasta risutaquindi i veicolanti

maggiormente presenti facendone cosi i principbiettivi di questo lavoro di
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tesi: da qui, I'interesse verso lo sviluppo di stedla fortificazione di prodotti da
forno come il pane, la pasta e i biscotti.

In seguito si &€ passati ad un alimento facenteepdelia categoria latte e derivati
cioe il formaggio, fresco e stagionato, ed in udtinn alimento particolare ma
sicuramente di grande diffusione e importanzaahdtquale il gelato.

Le matrici analizzate sono rappresentate da divgusdita organolettiche e varie
tipologie strutturali con un diversificato conteoutli acqua sia durante la
preparazione dell'alimento che a prodotto finiter juesta ragione il lavoro di
tesi si e sviluppato secondo diverse strategiepciiessero tener conto di queste
differenziazioni. | principi attivi sono stati vaati sia in solventi acquosi, per
quegli alimenti che in fase preparatoria potevapstenere quantita significative
di acqua, che in polvere, nelle matrici in cui laagtita di acqua era limitata o si

preferiva integrarle nella fase solida (Figura 2-4)

IDROLIZZATO MId}:T(EI)]I),?V?XLiZUZViTO IDROLIZZATO
di CRUSCA . pens di OLIVA
liofilizzato

PANE PASTA FORMAGGIO GELATO

ALL’TOVO

Figura 2-4: Utilizzo dei vari idrolizzati di crusca, oliva eaiin diverse matrice alimentari

E’' stata anche studiata la possibilita di utilizzagstratti glicerici da piante
officinali in quelle matrici in cui era necessarion apportare significativi volumi
di acqua ma neppure di solido in polvere. A questposito alcuni estratti idro-
enzimatici, ottenuti da diverse piante di interedaé punto di vista salutistico,
sviluppati da Phenbiox per una linea erboristicdga), una volta aggiunti in

vari prodotti da forno (Figura 2-5).
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elde
TIGLIO e WHITANIA

ele
RIBES, NOCE e PROPOLI

ed.e
TIGLIO e WHITANIA

PASTA

BISCOTTI

PANE AZZIMO

Figura 2-5: Funzionalizzazione di diversi prodotti da forno ginestratti idro-enzimatici
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3 PARTE SPERIMENTALE

3.1 Caratterizzazione bio-liquefatti acquosi

| 3 idrolizzati enzimatici usati sono prodotti dadhbiox attraverso una tecnologia
enzimatica brevettata di titolarita dell’AteneoRblogna e licenziata in esclusiva
alla societ® partendo da scarti industriali di crusca, acquevelietazione e
vinacce, sono stati caratterizzati attraverso anapettrofotometriche in termini
di polifenoli totali fnetodo di Folin-Ciocaltegy potere antiossidantengtodo del
DPPH), carboidrati totali tfhetodo fenolo/solforigp zuccheri riducentinhetodo
del’ADNS e pentosaninietodo con floroglucino)o

| risultati riportati in Tabella 3-1 mostrano, corageso, composizioni diverse per

le tre diverse matrici in esame.

Tabella 3-1: Risultati analisi dei vari idrolizzati

Bio-liquefatto di Bio-liquefatto Bio-liquefatto di
crusca di grano d'uva oliva
Po“fe(g;ﬂ')mta" 0,20 + 0,04 0,60 +0,01 1,2 40,02
Potere antiossidante
(ORACIL) 950 + 50 5700 + 280 16000 + 800
Carboidrati totali 46 + 4 9.4+0,7 19+ 1
(mg/ml)
Zuccheri riducenti 2241 69403 135407
(mg/ml)
Pentosani 15+1 29402 40+03
(mg/ml)

3.2 Pane con idrolizzato di crusca di grano

Nel mercato italiano sono gia presenti diversi tipipane funzionale, quali per
esempio ilPancor prodotto da Molino Vigevano, pane fresco che, igrazuna
specifica miscela di fitosteroli & indicato perrlduzione del colesterol6 e il
Pane ai Cereali Alixir Cordella Barilla che, grazie alla combinazione dnpipi
attivi quali betaglucani, omega-3 e folati, garacgi un controllo dei livelli di
colesterolo LDL e dei triglicerid?>%®°

Visto quindi che attualmente i consumatori cercamobuon pane, nel quale
I'apporto energetico sia unito ai fattori nutrizadntipici del pane tradizionale, sia

esso integrale che arricchito per via naturaleicodmponenti tipici della crusca,
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utili a favorire un maggiore benessere, si € decisoe prima cosa di aggiungere
ad un pane lidrolizzato di crusca che permettaghiiungere all’alimento tutti i
polifenoli presenti normalmente nella crusca mana forma piu bio-disponibile
e maggiormente assimilabile.

Per la preparazione dei pani utilizzati come mitda funzionalizzare con
I'idrolizzato di crusca, si € utilizzata una prooea suggerita dalla macchina per il
pane utilizzata (paragrafo 5.1)

Un primo pane é stato preparato esattamente comeetta pane 100% acqya
ed e stato successivamente usato come “bianco’altélipani sono stati invece
funzionalizzati sostituendo parte dell’acqua o Ua sotalitd con l'idrolizzato di
crusca. Si sono quindi preparati diversi pani tittpgmente con il 33,3 %, il 50 %
e il 100 % di idrolizzato (Figura 3-1).

(b) o ()
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(d) (e)

Figura 3-1: Pagnotta di pane prodotto con una comune macckingatie(a) con diverse
percentuali di idrolizzato di crusca di grano aggiu(b) 0%; (c) 33,3%(d) 50%,(e) 100%
Il pane funzionalizzato ottenuto presenta caratiehie visive abbastanza simile
in termini d’aspetto dell'impasto, mentre per lalotazione, si nota una
colorazione un po’ piu tendente al marrone aumelatala percentuale di
idrolizzato di crusca aggiunto, infatti la colorazé piu tendente al marrone e
bene evidente nel pane con il 100% di idrolizzato..
Per quanto riguarda le caratteristiche organoledtita presenza di idrolizzato non
si percepisce se non leggermente nel pane col 1diG#olizzato di crusca in
sostituzione all’acqua.
Sui vari pani sono state svolte alcune delle anptiscedentemente svolte sugli
idrolizzati (polifenoli totali e potere antiossidan carboidrati totali e zuccheri
riducenti e pentosani) per vedere come l'idroliazdit crusca all'interno del pane
si comportava a seguito del processo di panificezia cui sono previste una fase
di lievitazione e una di cottura che potrebberoaaed modificarlo.
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== sperimentale

—oO—teorico

0 T T T T T 1
0 50 100 150 200 250

g di idrolizzato di crusca

Figura 3-2: Determinazione dei polifenoli totali (PF) espraasj per peso fresco di pane

1000 + : ;
@ sperimentali
P y = 161,83¢% %"
o 800 - O teorici
g
2 600 -
2
O 400 4 ©
<
04
O 200
O T T T T T 1
0 50 100 150 200 250
g idrolizzato di crusca

Figura 3-3: Determinazione del potere antiossidante espresO&®RMC per peso fresco di pane

Gli estratti dal campione di pane additivato dilipjeefatto hanno presentato una
maggiore concentrazione di polifenoli totali rigpeta quelli teorici che si
sarebbero dovuti recuperare per effetto dell’adaiei allimpasto (Figura 3-2).
Tale incremento, tuttavia, non sembra proporzioadfe quantita di bioliquefatto
aggiunto in quanto la concentrazione di polifenmliali tende ad un valore
costante per quantita di bio-liquefatto superiosioeg.

L’aumento dei polifenoli si riflette sui valori debtere antiossidante determinato
in-vitro tramite l'indice di ORAC. Il potere antisglante mostra valori ben al di
sopra di quelli teoricamente calcolati e dovutiagiyjiunta della quota di potere
antiossidante derivante dalla quantita di bio-ligtte aggiunta (Figura 3-3).
L’indice di ORAC nel pane additivato sembra incremaee in maniera
esponenziale con 'aumento della quantita di bodifatto aggiunto all’impasto
(Figura 3-3). Questo andamento lascia ragionevdiengiotizzare ad un effetto
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sinergico tra il potere antiossidante del bio-ligt® e la matrice del pane.
L’aumento del potere antiossidante non deriva cajuarda quello derivante da
farina o lievito, infatti i valori di ORAC (misurasperimentalmente) per questi
ingredienti si possono considerare trascurabili.

La mancanza di potere antiossidante negli ingrédieam fatto ipotizzare che
lincremento dellORAC potesse essere dovuto dited del lievito
sullidrolizzato di crusca.

Tramite analisi in HPLC & stata poi determinatactmcentrazione di acido
ferulico nell’estratto rispetto a quella teoricaridante dall’aggiunta del bio-
liquefatto nell'impasto. La quantita di acido fécal recuperato € direttamente
proporzionale alla quantita aggiunta nellimpastoftavia risulta recuperato

soltanto il 40% di quello effettivamente aggiunkagira 3-4).

Conc reale Conc. teorica
. ACIDO i RECUPERO
Campione EERULICO A. FERULICO %
nel pane
nel pane
33,3% idrol. 0,0054 0,013 41
50% idrol. 0,0081 0,020 41
100% idrol. 0,015 0,039 38

0,016

y = 6E-05x + 0,0008

0,012 ~

0,004 -

acido ferulico nel pane
(g/géane)
o
o
[e5]

0 T T T T 1
0 50 100 150 200 250

g di idrolizzato di crusca

Figura 3-4: Determinazione della quantita di acido ferulico pa&ni con diverso contenuto di
idrolizzato di crusca

3.2.1.1 Prove aerobiche e anaerobiche

Per cercare di spiegare I'andamento riscontratde nahalisi del potere
antiossidante dei pani e studiare piu dettagliatdenke interazioni tra idrolizzato

di crusca e lievito si sono eseguite prove di fertaeione a diversa
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concentrazione di idrolizzato e con una quantitéedito proporzionale a quella
presente nel pane.

Le prime prove di fermentazione sono state eseguiteondizioni aerobiche e
anaerobiche su un campione di 25 ml di idrolizzditerusca idrolizzatq usato
come bianco) e uno contenente 25 ml di idrolizzat5 g di lievito(idrolizzato
+ lievito) posti sotto blanda agitazione orbitale a 37 °C.

Di questi campioni si e determinato, a precisi rvaéli di tempo, il potere

antiossidante.

2800 - =—&—idrolizzato
=&—idrolizzato+lievito

2400 ~
2000 -

—

S 1600 -

%

o) 1200 -

800 -
400

0 20 40 60 80 100 120 140 160 180 200 220 240
tempo (min)

Figura 3-5: Determinazione del potere antiossidante di un cangpcontenente soldrolizzato e
di uno condrolizzato e lievito durante una fermentazione aerobica

2000 -

1600 ~
= 1200 4
2 == |drolizzato
% 800 - Idrolizzato + lievito

o —l— =]
400 5
0 T T T T T T T T T T T T T T T T T
0 20 40 60 80 100 120 140 160 180 200 220 240 260 280 300 320 340
tempo (min)

Figura 3-6: Determinazione del potere antiossidante di un cangpcontenente soldrolizzato e
di uno con durante una fermentazione anaerobica

| risultati ottenuti (Figura 3-5 e Figura 3-6) mmasto, in entrambe le prove, che in
presenza di lievito il potere antiossidante € mpltoelevato rispetto al campione

in assenza. Il potere antiossidante e stato qdiei@irminato su tutti gli ingredienti
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della fermentazioneliévito, idrolizzato e idrolizzato+lievitg cosi come su un
campione a 0,5 g lievito in 25 ml tampone citraisfato a pH = 5,8 (pH
dellidrolizzato di crusca) con in aggiunta 0,5dgcomune zucchero da cucina
(zucchero+lievitd.

Si nota come il potere antiossidante del lievitbetlievito+zucchero sia inferiore
rispetto a quello dell'idrolizzato e soprattuttospetto all'idrolizzato+lievito
escludendo quindi un fenomeno di additivita deiepotantiossidanti degli

ingredienti . (Figura 3-7).

—e&—idrolizzato —o— idrolizzato+lievito
—e— lievito lievito+zucchero

ORAC/L

—- >
% o

0 20 40 60 80 100 120 140 160 180 200 220 240

tempo (min)

Figura 3-7: Determinazione del potere antiossidante dei varieidienti presenti nel pane
(idrolizzato, idrolizzato+lievito, lievito ) durante una prova di fermentazione

3.2.1.2 Prove di fermentazione a diversa concentrazione idrolizzato di

crusca con e senza zucchero

Il potere antiossidante sembra essere legatoastretite alla crescita del lievito in
presenza di idrolizzato di crusca come dimostran@rove effettuate su due
campioni sia in assenza che in presenza di zuccheoal 50% di idrolizzato di
crusca in tampone citrato/fosfato a pH S@dlizzato 50% e l'altro al 25% di
idrolizzato (drolizzato 25% (Figura 3-8). Si nota che in presenza di zucchiero
potere antiossidante € maggiore, ma gli andament snolto simili, quindi per
semplificare il sistema si € deciso di eliminarelachero nelle prove successive
(Figura 3-8).
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400 A
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200 -
== 50% idrolizzato+zucchero 50% idrolizzato+zucchero+lievito
0 T T T T T T T T T T T T T T T T T
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(a)
== 25% idrolizzato === 25% idrolizzato+lievito
== 25% idrolizzato+zucchero 25% idrolizzato+zucchero+lievito
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|
= 600
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(b)
=@=—"50% idrolizzato+lievito ==4==50% idrolizzato+lievito+zucchero
200 - == 25% idrolizzato+lievito 25% idrolizzato+lievito+zucchero
350 +
300 +
250 7 v
X 200
150 e
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Figura 3-8: Confronto tra il potere antiossidante (ORAC/L) diuzioni con e senza zucchero a
diverse percentuali di idrolizzato: 25%) e 50%(b) con e senza lievito durante una prova di
fermentazione e confronto percentuale tra il poasteossidante del campione con lievito con e

senza zucchero per le due concentrazioni in e¢gme
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3.2.1.3 Fermentazione dell'idrolizzato di crusca a divergmncentrazione in

assenza zucchero

500

idrolizzato 10%

—&—idrolizzato 25% idrolizzato 25% + lievito|

—— idrolizzato 10% + lievito 800
400
600
300 2
O 400
200 5
CJ.)OO Q200
o 0 T T T T T T |
100 0 50 100 150 200 250 300 35 200 § 50 100 150 200 250 300 350
tempo (min) tempo (min)

800 —@—idrolizzato 35% idrolizzato 50%

700 —®@—idrolizzato 35% + lievito 1000 —@—idrolizzato 50% + lievito
B 600 800
O 500 =
< O 600
x 400 =
O 300 o 400 4

200 200 “

100 —0 : : . )

— 0 : : : : 50 50 150 250 350
-50 50 150 250 350 tempo (min)
tempo (min)
idrolizzato 75%
idrolizzato 75% + lievito

1400 1500

1200 —E’E_'E___B\E'_'B\E
_ 1000 O
S 800 g 1000
S 600 o4 idrolizzato 100%

400 © 500 —8— idrolizzato 100% + lievito
200
—b . . . : ——0 . . . )
-50 50 150 250 350 -50 150 . 250 350
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10% idrolizzato == 25% idrolizzato =8 35% idrolizzato
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Figura 3-9: Determinazione del potere antiossidante di camm@ddiversa percentuale di
idrolizzato (10, 25, 35, 50, 75 e 100 %) con e adivito durante una prova di fermentazione

Lo screening di potere antiossidante (PAO) in preaali varie concentrazioni di
idrolizzato di crusca ha mostrato un incrementonificativo dell’indice in

presenza di lievito (Figura 3-9). Il valore di PAxrementa proporzionalmente
con l'aumentare della concentrazione di idrolizzdiocrusca in assenza e in
presenza di lievito (Figura 3-10). Tuttavia, laigaone dell'indice PAO risulta
maggiore a bassa concentrazione di idrolizzateetispa quando il lievito agisce
direttamente sul bio-liquefatto al 100%, coerentet®e con I'andamento

convergente riportato in Figura 3-10.
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1400
1200
1000
800
600
400
200

0
-20010% 20% 30% 40% 50% 60% 70% 80% 90% 100%

ORACI/L

Xidrolizzato X idrolizzato+lievito

% idrolizzato crusca

Figura 3-10: Potere antiossidante dei campioni con e senzadi@vifunzione della percentuale di
idrolizzato in soluzione

Se si grafica la differenza tra il potere antiogsté del campione con lievito e
quello senza sulla percentuale di idrolizzato presen soluzione(Figura 3-11), si
nota come questo valore aumenti linearmente almdima della percentuale di

crusca nel campione.

400
350 - L J
300 +

250

AORAC/L

200 - y = -229x + 392,66

150 + *

100 T T T T T T T T T 1
0% 10% 20% 30% 40% 50% 60% 70% 80% 90% 100%
% idrolizzato di crusca

Figura 3-11:Differenza tra il potere antiossidante dei campimom idrolizzato+lievito e quello
con solo idrolizzato in funzione della percentudil@rolizzato in soluzione

3.2.1.4 Determinazione acido ferulico durante le prove @rfentazione

La concentrazione di acido ferulico in soluzionade a diminuire durante la
reazione di fermentazione sia in assenza che sepea di lievito (Figura 3-12).
La maggiore variazione riscontrata in presenza ieitb lascia ipotizzare

un’'eventuale biotrasformazione dell’acido ferulico.
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& media idrolizzato t=0 & media idrolizzato t=120'
media idrolizzato+ievito t=120"
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Figura 3-12: Determinazione della concentrazione acido ferutiamite analisi in HPLC di un
campione contenente solo idrolizzato a inizio fertagione idrolizzato t = 0) e dopo 120 minuti
di fermentazioneidrolizzato t = 120") e del corrispondente campione ma in preseniiavitio
dopo 120 minuti di fermentaziongi( )

Studi effettuati attraverso prove di fermentazioc@n soluzioni modello a
concentrazione nota di acido ferulico hanno permedsserificare I'evoluzione di

guesto composto durante le prove di fermentaziondldievito.

=20 ppm ==fr==50 ppm ==@==100 ppm
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Figura 3-13: Determinazione del potere antiossidante di soluAtandard di acido ferulico a 20,
50 e 100 ppm durante una prova di fermentazione
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In generale 'andamento del potere antiossidantanmione della concentrazione
dei campioni contenenti acido ferulico in presedibevito € maggiore rispetto a
quello dei campioni con solo ferulico (Figura 3-1gl)questo risulta essere in
accordo con quello visto nelle prove di fermentagigull’idrolizzato di crusca

svolte precedentemente e questo aumento € linearerdando la concentrazione

di acido ferulico in presenza o in assenza ditiee(figura 3-14).

800 ~ @ MEDIA (PAO acido ferulico)
700 + B MEDIA (PAO acido ferulico+lievito)

600 -
500 -
400 -
300 - [ |
200 +
100

y =2,761x + 151,09

ORACI/L

y =2,782x + 13,647

-100 60 70 80 90 100

concentrazione acido ferulico (ppm)

Figura 3-14: Potere antiossidante di campioni con sadido ferulico e conacido
ferulico+lievito in funzione della concentrazione di acido ferulida 0 a 200 ppm) presente in
soluzione

Il contributo del lievito allincremento del poterantiossidante per le varie
concentrazioni di acido ferulico, espresso dalffeténza tra i valori di PAO in
presenza e in assenza di lievito, (Figura 3-1®s@mta un andamento lineare solo
per ogni set di misure. Questo potrebbe pero eskenato a differenze nei lieviti
commerciali usati nelle diverse prove.

In generale vi € comunque una differenza con quasservato nelle prove con
I'idrolizzato di crusca in cui si € osservato unggare incremento di PAO a
basse concentrazioni di idrolizzato in soluzionegntre in queste prove il
contributo del lievito sembra essere abbastanzatamies per le varie

concentrazioni di acido ferulico.
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Figura 3-15: Contributo del lievito in funzione della concenim®e di acido ferulico in soluzione

L’ analisi in cromatografia liquida ad alte prestem (in collaborazione con la Dr.
Bernardi e il Prof. Medici dell’'Universita di Fereg del mezzo di reazione ha
evidenziato la presenza di un nuovo picco incognébprofilo cromatografico in

presenza del lievito (Figura 3-16).
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Figura 3-16: Cromatogrammi relativi: a un campione di soluzistendard di acido ferulico a fine
fermentazionda) e a un campione alla stessa concentrazione d &sidlico, sempre a fine
fermentazione ma con anche lievit)

Si e altresi osservata una diminuzione dell’ac&talfco nei campioni con lievito

conseguente probabilmente alla comparsa del nuawpasto (Figura 3-17).
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Figura 3-17: Concentrazione dell'acido ferulico, determinat#iALC, in un campione a 20 ppm
di acido ferulico senza e con lievito a diversi pewhi fermentazione

Tale diminuzione dell’acido ferulico nei campiomrclievito e la comparsa di un
nuovo composto si riscontra in tutte le soluziondigersa concentrazione di
ferulico e 'aumento dell’area del picco del camm@oincognito sembra inoltre
essere proporzionale alla diminuzione del piccaigpondente all’acido ferulico
(Figura 3-18).
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Figura 3-18: Area dei picchi relativi all'acido ferulico ed a anmposto incognito nei campioni
senza e con lievito delle prove di fermentaziod® 220, 30, 40, 50 e 100 ppm di acido ferulico
Seppure la differenza del potere antiossidanteetraoluzioni di ferulico con
lievito e quelle senza, aumenta allaumentare a®d e quindi della
concentrazione del composto incognito (Figura 3-#6lfanto all'interno del
singolo set di prove (questo potrebbe essere dosaitimente a differenze nei
lieviti usati), questo andamento avvalora ulteriemte I'ipotesi che 'aumento del
potere antiossidante possa essere legato alla Zmnea di questo nuovo

composto avente probabilmente un valore di PAO moaggli quello dell’acido

ferulico.
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Figura 3-19: Differenza del potere antiossidante delle soluz&oh0, 20, 30, 40, 50 e 100 ppm di
acido ferulico con e senza lievito in funzione @e#a del nuovo composto incognito presente
nelle soluzione con lievito

Huag et al (1993} hanno riportato un meccanismo di trasformaziorkadilo

ferulico in 4-idrossi-3-metossistirene ad operaSieCerevisia¢Figura 3-20).
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OCH OCH

(1)

Figura 3-20: Trasformazione dell'acido feruli¢a) in 4-idrossi 3 metossistirerfg) in presenza di
S. Cerevisiae

Tale composto presenta un alto potere antiossitfantmfermato anche dalle
prove in vitro con il metodo del DPPH, in cui il teee antiossidante di uno
standard di 4-idrossi 3-metossistirene é risultatito elevato rispetto a quello

dell’acido ferulico (Tabella 3-2).

Tabella 3-2: Potere antiossidante acido ferulico e 4-idrossieassistirene

ORAC/ppm
Acido ferulico 3,2+0,2
4-idrossi 3-metossistirene 600 £ 30

La conferma della possibilita di questa trasforroagidell’acido ferulico e stata
dimostrata anche da una prima prova preliminareHRLC: I'analisi di uno

standard di 4-idrossi 3 metossistirene e di un ¢anepdi fermentazione di acido
ferulico + lievito, ha mostrato che il tempo dientzione dello standard coincide
con quello del picco del composto incognito delfeve di fermentazione del

campione con acido ferulico + lievito.
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Figura 3-21: cromatogramma di un campione di fermentazione diasiuzione di acido ferulico
+ lievito (riga rosa) e di una soluzione standard di 4 idrossi 3 métts=ne (iga blu)

Al giorno d'oggi il 4-idrossi 3-metossistirene, urtei composti responsabili
dellaroma naturale del grano saraceno, € una r&sstaromatica classificata
come agente aromatizzante da un incontro FAO/OM$sgerti sugli additivi
alimentari.®® Questo dato sperimentale risulta quindi aggiungerémportante
valore commerciale all’'utilizzo di idrolizzati acahiti di acido ferulico in quanto
precursori di uno degli aromi di riferimento per ganificazione. L'alto potere
antiossidante di questo composto lo rende poi iatteente interessante per
conferire funzionalita all'alimento oltre che ungsificativo miglioramento

organolettico.
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Tabella 3-3: Riassunto delle valutazioni effettuate dal Joint#F@MS di esperti sugli additivi
alimentari

2-METHOXY-4-VINYLPHENOL

COE No.: 1177

FEMA No.: 12675

JECFA No.: ‘ 725

Chemical names: | 2-METHOXY-4-VINYLPHENOL

Synonyms: 4-HYDROXY-3-METHOXYSTYRENE; p-VINYLCATECHOL-0-

METHYLETHER,; p-VINYLGUAIACOL

Functional class: ‘ FLAVOURING AGENT

Latest evaluation: ‘ 2000

ADI: | ACCEPTABLE

Comments: No safety concern at current levels of intake when used as a
flavouring agent

Report: | TRS 901-JECFA 55/44

Specifications: \COMPENDIUM ADDENDUM 8/FNP 52 Add.8/172

Tox monograph:  |FAS 46-JECFA 55/165

3.3 Pane con mix di idrolizzato d’'uva e oliva

Se da una parte I'aggiunta di idrolizzato di crusgapresenta un approccio logico
e fisiologico per fortificare il pane, dall’altréagiunta di idrolizzati derivanti da
uva e olive possono rappresentare interessantrtpipelementi funzionali tipici
di ingredienti che si possono trovare nel panesspoO essere accompagnati con
€sso.

L’aggiunta di ingredienti attivi su base acquosatéta eseguita attraverso la
sostituzione di parte del contenuto d’acqua cairdlizzato. Tale operazione é
possibile quando il contenuto in principi attivillidrolizzato € sufficientemente
concentrato. Inoltre, il passaggio su scala indalstrdi questa applicazione
potrebbe necessitare una movimentazione considerevosolumi acquosi che
implica costi di trasporto e stabilita dell’ingredie per un’eventuale
conservazione in magazzino. Per queste ragioniiliZzo dei principi attivi
sottoforma di polveri puo rispondere parzialmentaddirittura completamente a
queste esigenze.

Per queste prove é stato utilizzato un mix di asiaanti proveniente da bio-

liquefatti di vinacce di uve rosse e di acque djatazione di olive.
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3.3.1 Valutazione sperimentale del mix d'uva e oliva: siargia di effetto
antiossidante

Sono stati miscelati i principi attivi in forma acepa e analizzati per valutarne
eventuali effetti sinergici.

Per quanto riguarda la sinergia di ogni singolol@be visto come i pool fenolici
degli idrolizzati d’oliva e d’'uva presentino un edo potere antiossidante in vitro
rispetto ad alcuni estratti o molecole pure notpresenti sul mercato (Figura
3-22).

Acido p-cumarico 7|:|
Estratto secco di uva ursina 7\:|
Enocianina 7\:|
Flavonoidi per microcircolazione ]
Mirtillo nero per visioneetono venoso [ 1]
Mirtillo nero per visione T

Mirtillo +Vitamina C per cistite ]

Estratto glicolico di thé ]

Quercitina ]

Catechina ]

Vitamina C | |

IDROLIZZATO D'UVA —

IDROLIZZATO D'OLIVA I |

0 1000 2000 3000 4000 5000 6000 7000 8000 9000 10000
ORAC/g

Figura 3-22: Confronto tra il potere antiossidante dell'idroliza d'oliva e d'uva e soluzioni di
altre sostanze antiossidanti commerciali

Le miscele a diversi rapporti di concentrazionebimaliquefatto di uva e quello di
oliva hanno mostrato comportamenti non additivil'd#tivitd antiossidante

rispetto al PAO dei singoli componenti (Figura 3-23
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Figura 3-23: Confronto tra 'andamenteorico ereale del mix di idrolizzato d'oliva in uva

Questa differenza risulta molto evidente (Figura33-nella miscela con circa |l
50% di idrolizzato d'oliva e il 50% di idrolizzatd’'uva nella quale l'effetto

sinergico porta ad un aumento dell’attivita radadel 32%. Tale incremento si
puo attribuire ad una sorta di super attivita detepe antiossidante del bio-

liquefatto di olive che non & ancora chiare e nataesli ulteriori approfondimenti.

3.3.2 Test in uso del mix di idrolizzato d’'oliva e uva

Il mix di idrolizzato d’oliva e uva ha un contenudd polifenoli fino a 50 volte

superiore rispetto ad un olio extravergine di olevahe i polifenoli dell’oliva

“possono contribuire a beneficio della salute, momgindo la protezione contro i
maggiori fattori di rischio per le malattie cardascolari®”.

Uno dei principali fattori di rischio per questgdlogia di problematiche e il
livello colesterolemico, in particolare i livelli @olesterolo HDL o “buono”, che
ha effetti positivi sulla circolazione, e di colesilo LDL o “cattivo” che invece
tende maggiormente a depositarsi nei vasi sanqumentando il rischio di
disturbf®.

Negli anni sono stati eseguiti molti studi sul patiale effetto protettivo degl

antiossidanti fenolici rispetto ai fattori di rigolper i disturbi cardiocircolatori. In
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particolare nel 2006 é stato dimostrato come l'as®une di polifenoli da uva
rossa, generalmente presenti nella dieta Mediteargmazie all’apporto dovuto al
consumo di vino rosso, porti a una significativdugione della concentrazione
sanguigna di colesterolo LDL ed ad un altrettantevante aumento della
concentrazione del colesterolo H®SLUn’analoga ricerca, condotta in Europa su
vasta scala, ha dimostrato come l'utilizzo di @itravergine d’oliva ad elevato
contenuto di polifenoli causi un significativo aume del colesterolo HDY.

Alla luce di queste ricerche risulta quindi molboportante seguire una dieta sana
e che apporti una quantita appropriata di anti@sgidspecifici per prevenire
I'insorgenza di problemi cardiocircolatori. Per ifdare e integrare I'assunzione
di antiossidanti nella dieta e nella vita quotidiatiuso di un mix di idrolizzato
d’oliva e uva, come integratore 0 come ingrediefiotezionalizzante, potrebbe
essere molto importante e utile in quanto conseltassumere e assimilare
facilmente una buona quantita di polifenoli antidasti.

Al fine di valutare I'efficacia di tale mix nella @dulazione del colesterolo e nella
riduzione dei fattori di rischio per il sistema decircolatorio, si e effettuato un
test in uso di tale mix su 19 volontari di amb@$s di etd compresa trai 25 e i
64 anni (media 39,5 = 15). Il test prevedeva l'agsone, 2 volte al giorno
(mattina e sera) per 4 settimane di 0,16 gramnmidi (0,32 grammi/giorno).
Prima di iniziare il trattamento ed al termine detdesimo sono stati misurati i
livelli sanguigni di colesterolo LDL, HDL e i rappo colesterolo totale/HDL,
parametri predittivi per il rischio cardiocircolaio.

Al termine di tale studio si & osservato che ungolae assunzione di fenoli
derivanti da uva e olive puo aiutare a rimodulasifvamente il profilo
colesterolemico del sangue: si e visto infatti tleelesterolo LDL, “cattivo”, si e
mediamente ridotto del 6% (Figura 3-24), mentrellquéiDL, “buono”, €
aumentato del 10,6% (Figura 3-25).
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Figura 3-24:Colesterolo LDL (cattivo) prima e dopo il trattanberwon mix d'oliva e uva
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Figura 3-25: Colesterolo HDL (buono) prima e dopo il trattameocém mix d’oliva e uva

Durante questo test si & anche vista una diminezaeil'11,3% del rapporto
(IRC) tra colesterolo totale/colesterolo HDL (Figl8-26).

Essendo stato dimostrato che un elevato IRC é uwsofattori di rischio
maggiormente collegati alla possibile insorgenza giroblematiche
cardiovascolari, tale rapporto, soprattutto in wndlii che presentano altri fattori
di rischio (fumo, sovrappeso, vita sedentaria, )ecovrebbe essere il piu basso
possibile e comunque inferiore &4Quindi, la diminuzione di tale rapporto con
I'assunzione del mix d'uva e oliva riafferma il ¢obuto che esso puod dare in
termini di prevenzione dellinsorgenza di complice del sistema

cardiocircolatorio.
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Figura 3-26: Rapporto CT/HDL (IRC) prima e dopo il trattameotin mix d'oliva e uva

3.3.3 Mix in polvere nel pane

Visti i buoni risultati ottenuti dal test in usoldaix d'oliva e uva assunto sotto
forma di integratore, si € pensato di provare adiuagerlo anche in alcuni
alimenti.

Un’azienda produttrice di farine e prodotti da forifVarvello) ha provato
I'utilizzo di questo mix all'interno delle propriarine e quindi dei prodotti da
forno finiti. Per addizionare perd questo mix diolizzati alle farine, era
necessario avere il prodotto in forma solida (payeSi € cosi eseguito un
processo di liofilizzazione del mix di oliva e uea una volta ottenuto, & stato
aggiunto alle farine e utilizzato per la preparaeidi pani funzionalizzati.

Su entrambi i prodotti (liofilizzato del mix e pariernitoci da Varvello) si e
eseguita la determinazione del potere antiossidaneedere se tale funzionalita
rimaneva anche in seguito al processo di liofilzaae e al processo di
produzione del pane.

La liofilizzazione & un processo tecnologico chernpte ['eliminazione
dellacqua da una sostanza organica con il minteradegamento possibile della
sua struttura e dei suoi componenti.

Il processo consiste in una prima fase di congefmneella soluzione per far
passare I'acqua a ghiaccio e successivo essiccama#draverso la sublimazione
del ghiaccio.

In questo caso si € liofilizzata una soluzione costg per il 75% da idrolizzato
d’uva in oliva e il 25% di farina di kamut (come t@@ale di supporto) ottenendo

cosi un solido che poi si € andato a macinare psgre addizionato alla farina
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(Figura 3-27) utilizzata per la preparazione diivarodotti da forno (pane,

pizza,...).

4 75% R

MIX idrolizzato uva e oliva
+

25%
farina di supporto

l

congelamento

J

i 1. Sublimazione softovuocto
LIOFILIZZAZIONE 2. Evaporazione softovuoto
l 3. Rottura del vuoto
macinazione
+ farina
FARINA
FUNZIONALIZZATA

Figura 3-27: Schema a blocchi di un processo per ottenere wima feunzionalizzata con un mix
di idrolizzato d’oliva e uva liofilizzato

3.3.3.1 Controllo del mantenimento del potere antiossidantelopo

liofilizzazione e panificazione

Il potere antiossidante misurato sperimentalmeote it metodo del DPPH del
mix d’uva e oliva liofilizzato é risultato pari @00 ORAC/L.

Sapendo la composizione di partenza della soluzamdiofilizzare (75% mix
d'uva e oliva + 25% farina di kamut), avendo primasurato il potere
antiossidante dello stesso mix ma in forma di idesito liquido (17000
ORAC/L), della farina di kamut (100-200 ORAC/L), ¢ui contributo risulta
essere non significativo rispetto a quello del reivendo ottenuto un liofilizzato
secco finale del 28% si puo calcolare il poteréoasidante teorico del mix
liofilizzato di uva e oliva che risulta essere nica 45500 ORACI/L, in linea con il

valore trovato sperimentalmente.

3.3.3.2 Pane con mix d’oliva e uva liofilizzato

Dimostrato il mantenimento delle proprieta antidasti del mix d’idrolizzato
d’'oliva e d’'uva anche dopo liofilizzazione, essostato usato (da Varvello,
importante azienda di farine) per la preparazioneurd pane funzionalizzato

attraverso miscelazione con le normali farine.
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Dall’analisi di un pane preparato solo con fariredizionale e uno con aggiunta
di mix liofilizzato, si evidenzia un’elevata diffenza, in termini di potere

antiossidante, tra le due formulazioni (Figura 3-28
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8000 +
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4000 -
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0

pane tipo 0 pane con mix d'oliva e uva liofilizzato

Figura 3-28: Potere antiossidante di upane con farina normale (tipo O)e di unpane con
aggiunta di mix d’oliva e uva liofilizzato

Il potere antiossidante di questo pane funzionatzconfrontato con le analisi
effettuate su un altro pane funzionalizzato coresinatto sempre proveniente da
olive e uva ma prodotto diversamente, risultano manabili avendo ottenuto per

qguesto pane un ORAC/Kg pari a 16000.

3.4 Pasta all'uovo, formaggio e gelato con idrolizzatdi oliva
Per quanto riguarda il pool completo dei poliferadi olivo si sono trovati vari
riferimenti che mettono in luce le sue importambgrieta salutistiche:
- gruppi di volontari hanno mostrato un miglioramedtse dipendente dei
marker di stress ossidativo assumendo giornalngenote di polifenoli
e idrossitirosolo da frutto di oliva (I'idrossitisolo presente nel pool
fenolico di oliva naturale viene assorbito in maaielose dipendente
dall'uomo)®®:
- altri hanno mostrato una minore suscettibilita pielprio DNA al danno
ossidativo assumendo giornalmente dosi note digralli e idrossitirosolo
da oliva (DNA danneggiato — 309%)
Alla luce di questo, alle analisi di mercato chea@o una gran richiesta di latte e
derivati e pasta, e visto I'interessamento di diveroduttori, si & introdotto tale

estratto in pasta alluovo e formaggio e si e veaib il mantenimento delle

52



Parte sperimentale

proprieta antiossidanti dell’idrolizzato tal quadeche all'interno del prodotto
finito, quindi dopo vari processi di lavorazione.

Infine, vista il buon mercato occupato dal gelgimdotto italiano riconosciuto in
tutto il mondo per la sua qualita, e la nuova lih lanciata da FUGAR (uno
dei piu grossi produttori e distributori italianilthsi per gelato) in cui tutti i grassi
dei gusti crema sono stati sostituiti con olio tVal per puntare sull'utilizzo di
grassi “piu buoni” nella Dieta Mediterranea, oltree per estendere il prodotto
agli intolleranti al lattoso e vegani, si sono $gd@lcune prime prove preliminari
anche sulla funzionalizzazione di tale matrice Bioinolizzato d’oliva. Visto che

il bio-liquefatto prodotto da Phenbiox ha fino a 9%0lte i fenoli dell'olio
extravergine d’oliva ed e a base acqua potrebbenthve un buon ingrediente per
la formulazione di un gelato antiossidante foréf@ sia nei gusti crema che in

quelli frutta, che non prevedono l'utilizzo di gsas

3.4.1 Pasta all'uovo

Per analizzare questo campione, dopo cottura eeaegrullatura del campione
(paragrafo 5.8.1), in cui gia si notava una diffeza tra il campione con aggiunta
di idrolizzato e quello senza (Figura 3-29), peovare a vedere meglio il
contributo dell’idrolizzato, si € eseguito un teattento enzimatico per disgregare

meglio la matrice e liberare cosi l'idrolizzato geate all'interno.

700 -

DOpasta secca
600 ~ B pasta cotta e seccata
Oacqua di cottura

500 -

400 -

ORACI/L

300 -

200 +

100 -

0

pasta senza idrolizzato pasta con idrolizzato

Figura 3-29: Potere antiossidante della pasta all'uovo con easelnolizzato d’oliva prima della
cottura pasta secch dopo cotturap{asta cotta e secca)ee dell’

Dal trattamento enzimatico si € rilevata una défera di potere antiossidante pari
a 847 ORAC/Kg tra la pasta senza estratto e queltaestratto (Figura 3-30).
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Questo risultato dimostra il mantenimento dellezfanalita dell’estratto dopo il

processo di ottenimento e cottura del cibo fundianato.
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Figura 3-30: Potere antiossidante pasta all'u@emzae conidrolizzato d'oliva dopo trattamento
enzimatico

3.4.2 Formaggio fresco e pecorino

Sono stati analizzati anche campioni di formaggesdo e pecorino prodotti con e
senza idrolizzato d'oliva sempre dalla Fattoriechisto.

Le analisi sono stata eseguite sul prodotto taleggahanno mostrato, anche in
questo caso (Figura 3-31), il mantenimento dellezienalita dell’idrolizzato
d’'oliva visto che il formaggio fresco con idrolizmaha un potere antiossidante
maggiore di 20131 ORAC/Kg rispetto a quello normalenvece, per quanto

riguarda il pecorino, la differenza tra prodottmZionalizzato e non € pari a 2589

ORAC/Kg.
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Figura 3-31: Potere antiossidante formaggio fresco e pecorinpase con idrolizzato d'oliva
aggiunto
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3.4.3 Gelato

Per quanto riguarda il gelato, si sono addiziomatein gelato artigianale diverse
percentuali (1, 3, 5 e 7 %) di idrolizzato doliyger vedere se il potere
antiossidante dell'idrolizzato veniva mantenutotennel prodotto finale.

Il gelato con l'idrolizzato d’oliva aggiunto nongsenta visivamente differenze a
seguito delle varie percentuali inserite ed anchgusto non si riscontrano
cambiamenti di sapore. Questo € un aspetto imgertan previsione della
possibilita di introdurre tale idrolizzato in bgsér gelato per la produzione di
diversi gusti perché non va ad alterare il tipicalstuale gusto, ma introduce
solamente proprieta positive intrinseche all'idzoéito e, se usato come sostituto
di altri grassi presenti nel gelato, va ad appertsnefici anche dal punto di vista
calorico e salutistico.

L’analisi del potere antiossidante ha mostrato umento proporzionale alla
quantita di idrolizzato aggiunta (Figura 3-32).

1600 + m sperimentale teorico ‘

1% 3% . . 5% 7%
% idrolizzato d'oliva

Figura 3-32: Potere antiossidante gelato con idrolizzato d'oliva

3.5 Estratti idro-enzimatici glicerici (e.i.e.)

Lo scarso contenuto di acqua nell'impasto per tadpzione di pasta secca o di
prodotti da forno come i biscotti impedisce I'##b di idrolizzati acquosi non
sufficientemente concentrati. Allo stesso mododiagta di farine funzionali in
quantita eccessive puo alterare le qualita org#icile degli impasti e la loro
consistenza. Per questo motivo sono stati utilizsttatti idro-enzimatici (e.i.e.),
ad alta concentrazione di principi attivi, prepanaizialmente per una linea

erboristica partendo da una ricerca bibliograficaata sulle possibili proprieta
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benefiche delle varie piante. Questi estratti Soatbo di trattamenti enzimatici di
bioliquefazione eseguiti sul vegetale in acqua ti@specifici enzimi naturali che
sfibrano il vegetale e lo rendono solubile in acqua successiva aggiunta di
glicerina (di origine vegetale) massimizza l'esivae portando all’ottenimento
dei nuovi e.i.e. (paragrafo 3.5) nei quali la gitardi pianta officinale e quindi di
principi attivi & assolutamente massimizzata.

Alcuni di questi estratti hanno poi trovato impiegmme ingredienti funzionali in
vari alimenti da forno (pasta secca, biscotti eepanzimo) fornitici dalla ditta
Adama.

Anche per questi alimenti, si e studiato il mantemto del potere antiossidante

dopo il processo di preparazione del prodottodinit

3.5.1.1 Pasta di semola di grano duro con e.i.e. di tiggavithania

Il primo prodotto analizzato e stato una pastaaeomdotta tramite essiccazione
a bassa temperatura (55/60 gradi) in modo da lasciaalterate tutte le proprieta
attive e nutritive, funzionalizzata con I'1% di et idro-enzimatici di tiglio e
withania. Poi é stata esaminata una pasta, otteountéo stesso procedimento, ma
senza nessun estratto aggiunto.

Le piu rivelanti proprieta terapeutiche del tiglia;co di flavonoidi e di cumarine
e contenente anche acidi caffeico, clorogeniconeatico, vitamina C e una certa
quantita di tannini, sono l'azione sedativa a liwekerebrale e I'azione
antispasmodica visceral&’2 Studi recenti sulla withania, composta da un& ser
di lattoni steroidei detti withanolidi e da withafea A, oltre che da alcuni
alcaloidi (withanina, withaninina nicotina e tracdescopoletind), riscontrano
invece una sua attivita antistress e quindi il sitiizzo come energetico. La
withania, inoltre, agisce su molteplici distretélidorganismo ed in particolare é
molto attiva sul sistema nervoso, sull’apparato aolase, respiratorio e
riproduttivo. Il fitocomplesso della radice, caesitzato prevalentemente da
alcaloidi e saponine, ha infine dimostrato inteaess proprieta ipnotiche e
sedative, soprattutto in presenza di stati anéfosi.

Attraverso la determinazione del potere antiosselagei due estratti idro-

enzimatici (Tabella 3-4) e possibile calcolareoltgre antiossidante teorico nella
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pasta che, contenendo I'1% dei due e.i.e dovrebbeain potere antiossidante di
170 e i 200 ORAC/Kg (Tabella 3-4).

Tabella 3-4: Potere antiossidante e.i.e. di tiglio e withanRA©O della pasta calcolato
teoricamente sapendo che & stato aggiunto I'1%.di €i tiglio e withania

ORAC/Kg
Tiglio 34000 - 40000
PAO teorico
(1% e.i.e nella pasta) 170-200

Per verificare se l'attivita antiossidante deglirasi idro-enzimatici non veniva
influenzata dai processi di produzione e di cotuleglla pasta, ed arrivava quindi
intatta al consumatore, si sono svolte misurazbelepotere antiossidante di un
campione di pasta di semola di grano duro e una dedssa pasta ma con estratti
aggiunti prima della cottura e dopo.

Nelle analisi dei campioni secchi (cioé prima detlattura) e di quelli dopo
cottura (campioni di pasta e acqua), si € notaeol@stratto non viene rilasciato
nell’acqua di cottura (i valori di potere antiossnle dell’acqua di cottura per la
pasta senza e con estratti risultano uguali), @pgrezzata una differenza tra il
potere antiossidante della pasta con e senzateafygiunti, ma non si € riusciti
ad evidenziare in maniera rilevante tale differenZagura 3-33). Questo
probabilmente & dovuto ad una non completa liber&zi e conseguente
determinazione di tutti gli estratti incorporatfiatero della pasta, che provoca la

mancata determinazione del potere antiossidantatti I'idrolizzato realmente

aggiunto.
400 - O pasta secca
350 | @ pasta cotta e seccata
Oacqua di cottura
300 -
o 250 4
<
®) i
< 200
o
O 150 A
100 +
50 A
0

pasta senza estratto pasta con estratto
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Figura 3-33: Potere antiossidante pasta senza e con e.i.endggirima della cotturgp@sta
seccd e dopo cotturap@sta cotta e seccataacqua di cottura)

Anche le successive analisi, dopo prove di estn&ziovolte a liberare
maggiormente l'idrolizzato incorporato nella pastagpn hanno comunque

permesso di apprezzare completamente la differeada pasta funzionalizzata e

quella no (Figura 3-34).

O pasta secca estratta B pasta cotta, seccata ed estratta

5,00 ~

4,00 ~
3,00 -

2,00 -

ORAC/Kg

1,00 -

0,00

pasta senza estratto pasta con estratto

Figura 3-34: Potere antiossidante pasta senza e con estratboptopesso di estrazione prima
della cotturafasta secca estratfpe dopo cotturap@sta cotta, seccata ed estratfa

Il modo migliore per liberare maggiormente |'ediwatiro-glicerico nella pasta, e
quindi ad apprezzare completamente I'attivita dstfatto e stato il trattamento
enzimatico della pasta (Figura 3-35).

Dopo tale trattamento si € rilevata una differedzgotere antiossidante tra la
pasta con estratto e quella senza pari a 200 ORGIKrfettamente compreso

nel range calcolato teoricamente (Tabella 3-4).

500 -

400 -

300 -

200

ORAC/Kg

100 -

0
pasta senza estratto pasta con estratto

Figura 3-35: Potere antiossidanfmsta senza estratt@ pasta con estrattoaggiunto dopo
trattamento enzimatico
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3.5.1.2 Biscotti con e.i.e. di ribes, noce e propoli

Altri prodotti analizzati sono stati dei biscottrdenenti il 2% di un mix di estratti
idro-enzimatici di ribes, noce e propoli.

Il ribes & noto per le sue proprieta antiflogistiaghantiallergiche. Inoltre, essendo
ricco di antocanosidi e flavonoidi, € un validoagunista dei radicali liberf7®

Il mallo di noce, ricco di juglone, tannini e vitam, € conosciuto per le sue
proprieta antisettiche, antiinfiammatorie, astrimgjee depurative, ma il suo
impiego non € raccomandabile per uso interno .Lglioperd, contenenti
naftochinoni, juglone, tannini, minerali, vitamiGae caroteni, sono di aiuto nelle
affezioni quali diabete, obesita, gotta, insuffide venoso. Nello specifico lo
juglone ha proprieta antibatteriche e .funghicide.

La propoli infine, formata da resine e balsamiqadssenziale ricco di terpeni,
acido benzoico, cinnamico, caffeico, ferulico, cuic@ e loro esteri), cera
(caratterizzata da acidi grassi, aminoacidi, intipalare arginina e prolina),
vitamine, flavonoidi (galangina flavonoide caratteante), polline e minerali, &
stato invece dimostrato universalmente, in vivonevitro, avere proprieta
batteriostatich€. Recentemente si sono effettuati studi sulle petir
antiinflammatorie di propoli, fenetil estere dalldo caffeico (uno dei principi
attivi contenuti nella propoli) e galangina (il ngggr costituente della propoli e
l'attuale riferimento per la titolazione) nei quai € evidenziato un’azione
antinflammatoria maggiore per la propoli con pitoatontenuto di derivato
dell'acido caffeico’® e si & sottolineata la ormai comprovata attivitticssidante
della propoli che risulta maggiorata in presenzardi piu alta concentrazione di
tale derivato . La propoli oltre alle suddette proprietd ha ancitévita
antiviralé® e cicatrizzanté”.

Per questo tipo di prodotto € importante valutagel'sstratto idro-enzimatico
mantiene intatta la sua attivita rimanendo attiveeta forma non ossidata anche
in seguito al processo di cottura ad alte tempegaitu forno a cui & sottoposto
durante la preparazione.

Dopo la determinazione del potere antiossidante siegoli estratti idro-

enzimatici (Tabella 3-5) si e effettuata I'anald®l potere antiossidante su un

campione di biscotti secco e macinato con il 2%.de. e senza estratto aggiunto.
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Tabella 3-5: Potere antiossidante e.i.e. di ribes, noce e preg@AO dei biscotti calcolato
teoricamente sapendo che é stato aggiunto il 29tixddei tre e.i.e. di ribes, noce e propoli

ORACI/Kg
Ribes 30750 - 69800
Noce 20000 - 38000
Propoli 65000
PAO teorico
(2% e.i.e nei biscotti) 700 - 1100

La differenza in termini di potere antiossidanteitbiscotti contenenti gli estratti
idro-enzimatici e quelli senza é risultata essea g circa 826 ORAC/Kg (Figura
3-36), valore concorde col valore calcolato teameate sulla base dei poteri

antiossidanti dei singoli estratti (Tabella 3-5).

2500 -

2000 -

1500 -

ORACI/Kg

1000 -

500 -

biscotti senza e.i.e. biscotti con e.i.e.

Figura 3-36: Potere antiossidante biscotti

3.5.1.3 Pane azzimo con e.i.e. di noce e astragalo

Altro prodotto analizzato, sempre funzionalizzatm @stratti idro-enzimatici, in
guesto caso noce e astragalo al 2%, é stato unegaimao.

Anche in questo caso, come per i biscotti, impdetas valutare se, durante la
preparazione, il processo di cottura ad alte teatper in forno altera I'estratto
idro-enzimatico.

L’'astragalo, grazie alla presenza di alcaloidi imdinici, saponine,
isoflavonoidici e polisaccaridi ha azione immunostiante, epatoprotettiva e
antiradicalic?,®®

L’analisi viene fatta su un campione di pane azzé®oco macinato analizzato nel

suo valore di potere antiossidante. Come per iokise la pasta la procedura
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viene ripetuta per entrambe le tipologie di campipane azzimo senza estratto e

pane azzimo col 2% di estratto.

2000 A
1800
1600 4
1400 4
1200 4
1000
800 ~
600 -
400 ~
200 -

ORAC/Kg

pane azzimo senza e.i.e. pane azzimo con e.i.e.

Figura 3-37: Potere antiossidante pane azzimo

Anche in questo caso il metodo impiegato ci ha epoti® di rilevare una
differenza di valori di potere antiossidante trangpaazzimo tal quale e pane
azzimo con estratti e.i.e di noce e astragalo p&63 ORAC/Kg (Figura 3-37).
Valore che, anche in questo caso, risulta esseli@eéa con il valore calcolato
teoricamente dal potere antiossidante degli estrdtb-enzimatici tal quali
(Tabella 3-6).

Tabella 3-6:Potere antiossidante e.i.e. di noce e astragaftCed®l pane azzimo calcolato
teoricamente sapendo che é stato aggiunto il 284.di di noce e astragalo

ORACIKg
Noce 20000 — 38000
Astragalo 2250
PAO teorico
(2% e.i.e nel pane azzimo) 210 - 400
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4 CONCLUSIONI

Si e dimostrato come determinati bio-liquefattipgwtti a partire da piante o
anche da scarti dell'industria agro-alimentare agtirso specifiche tecniche
enzimatiche che permettono I'estrazione dei patifecontenuti in esse, possano
essere utilizzati come ingredienti in vari prodo#tiimentari per conferire
determinate funzionalita agli stessi mantenendaldirigtura rinforzando le loro
funzionalita durante il processo di produzione.

Analisi svolte su un pane fortificato di idrolizeadi crusca di grano hanno messo
in luce 'aumento del potere antiossidante del pttadfinale fino al 200% rispetto
ai valori teorici. Tale aumento si e dimostrato neconducibile ai singoli
ingredienti, ma all'azione del lievito in presergsll’idrolizzato, come dimostrato
tramite test di fermentazione. Tali prove hannotnads che durante il processo di
panificazione avviene un processo di biotrasforomaziin grado di convertite
I'acido ferulico in un composto dalla capacita assidante molto piu elevata.
Analisi preliminari suggeriscono che tale prodoptossa essere il 4-idrossi-3-
metossistirene (2-metossi-4vinilfenolo), un notoerstg aromatizzante che
potrebbe conferire ulteriore valore aggiunto ailizzo di idrolizzati contenenti
acido ferulico nei processi di panificazione, coefelo oltre alla funzionalita
antiossidante un miglioramento delle proprieta nodettiche.

Per quanto riguarda gli altri bio-liquefatti utifiati, si € visto che, introdotti in
svariati alimenti, pane, pasta, formaggio, gelaemtengono le loro funzionalita
anche dopo i vari processi per I'ottenimento dedptti finiti.

Si é inoltre studiato il comportamento in terminicdpacita antiossidante di una
miscela di idrolizzato di oliva e uva si € visto emmportamento sinergico dei due
pool fenolici molto rilevante soprattutto quandtuie idrolizzati sono al 50% nella
miscela: in questo caso si riscontra infatti un anoto dell’attivita radicalica del
32%. L'utilizzo di tale mix di oliva e uva ha poraa risultati molto interessanti
per la modulazione del colesterolo: dopo 30 gidirtrattamento con questo mix
infatti si & valutata una riduzione media del ctdeso “cattivo” (LDL) pari al
6%, mentre quello buono (HDL) é aumentato di citcd0,6% e soprattutto il

rapporto IRC tra colesterolo totale e colesteralorto e diminuito dell'11,3%.
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Si é dimostrata inoltre la possibilita dell’utilizzli tale mix di idrolizzato non solo
in forma acquosa ma anche in forma solida in quaupiacesso di liofilizzazione
non va ad alterare le caratteristiche in terminpdiere antiossidante del mix.
Questo risultato € interessante nell'ottica deliz#o di tali idrolizzati anche in
alimenti che non prevedono l'aggiunta di acqua b geare a funzionalizzare
svariati tipi di farine per I'ottenimento di diversrodotti.

Anche i risultati ottenuti sul gelato in cui l'idipzato di oliva aggiunto non va ad
alterare né le caratteristiche visive né quelleanajettiche del prodotto finito
sono interessanti nell’ottica di introdurre taleoldzzato in basi per gelato per la
produzione di diversi gusti sia per le sue caratieche “benefiche” sia come
sostituto di altri grassi normalmente utilizzati gelati.

Infine, anche per quanto riguarda la funzionaliznae attraverso estratti idro-
enzimatici di quelle matrici in cui € necessariam rapportare significativi volumi
di acqua ma neppure di solido in polvere si é dimts che i metodi di
preparazione dei vari prodotti da forno in cui sastati utilizzati tali estratti
(pasta, biscotti e pane azzimo) non vanno ad a#téedoro funzionalita, infatti il

loro contributo € evidente in tutti i prodotti finin cui sono stati aggiunti.
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5 MATERIALI E METODI

5.1 Preparazione e trattamento pane
Il pane su cui sono state eseguite le prove & gi@parato con una comune
macchina del pane (“ALICE” della ditta DPE elettoogestici) attraverso un |
programma base costituito da utilizzato prevedasd (impasto, lievitazione e
normale cottura) e con i seguenti ingredienti:

- 410 g di farina di grano duro “07;

- 235 g di acqua di rete;

- 5 g dilievito di birra commerciale liofilizzato ppane e pizza,

- 5 g di zucchero.
Una volta finita la cottura, la pagnotta (Figurd)3e stata raffreddata e pesata. Si
e poi tagliata una fetta e si € posta in stufa a fstb ad essiccamento per
determinarne il contenuto in umidita.
Il pane cosi essiccato e stato macinato, tramitenacina caffe, sino ad ottenere
una polvere fine ed omogenea. 10 g di tale polsen® stati poi estratti attraverso
100 ml di una miscela di acetone/acqua 60:40 (fasseelta dopo diverse prove
svolte in una tesi precederfelasciata sotto costante agitazione orbitale ger 2
ore.
Trascorso tale periodo, i campioni sono statidiltsu carta (filtri Whatman) e il
filtrato ottenuto é stato concentrato sotto vudtmtavapor previa determinazione
del peso di estratto ottenuto. A fine concentragiene determinato, sempre per

pesata, I'estratto residuo, poi utilizzato perralsi successive.

5.2 Determinazione della quantita di polifenoli totalicon il metodo del Folin
Ciocalteu®

Si preparano 5 soluzioni di catechina (Sigma),iaziita come polifenolo di
riferimento, in metanolo a concentrazioni compreae20 e 300 mg/l. In matracci
da 20 ml, ad 1 ml di ciascuna soluzione, sono aggi@ ml di metanolo, 5 ml
d’acqua, 1 ml di reattivo di Folin-Ciocalteau e pdds minuti, 4 ml di carbonato
di calcio 10% w/v. Si porta a volume con acquailthsa e si legge I'assorbanza a
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700 nm dopo 90 minuti d'incubazione a 30°C. La emi@zione di polifenoli in

soluzione e calcolata tramite la seguente rettardtura (Figura 5-1).

y =0,0047x + 0,0986 )
R%0,9945 = e -~
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Figura 5-1: Retta di taratura per la determinazione dei patifietotali a 30°C.

Da questa retta di taratura, la concentrazionepdéfenoli totali presente nel
campione in esame si calcola attraverso la segembeila:
[Polifenoli] (mg/l) = (AbS700 nm— 0,0986)/0,0047

Per I'analisi sui campioni, al fine di eliminarestanze organiche che possono
interferire nella lettura, si effettua un passagmiocartuccia C-18 end-capped,
Phenomenex-Strata, 1.0g/ 6ml, secondo il metodoritkesdi seguito: si lava la
cartuccia con 2 ml di metanolo e si condiziona &anl di acido solforico 0,01 N.
Si adsorbe 1 ml di campione, opportunamente diinitacido solforico 0,1 N, e si
aggiungono 2 ml d’acido solforico 0,01 N. Si colidg cartuccia ad un matraccio
da 20 ml e si eluisce con 2 ml di metanolo e 5 ‘atgua distillata. Al contenuto
del matraccio si aggiunge 1 ml di reattivo di Falirocalteau e, dopo 4 minuti, 4
ml di carbonato di calcio 10 % p/V portando poi@uwne con acqua. Dopo 90
minuti si legge I'assorbanza a 700 nm, avendo dureentrifugare il campione
per allontanare il precipitato di carbonato ch®sna, contro un bianco preparato
in un matraccio da 20 ml contenente tutti i reager? ml di metanolo, ma non

contenente fenoli.

5.3 Determinazione del potere antiossidante totale (metlo del DPPH)
Per la determinazione del potere antiossidanteniLl5di DPPH (0,1 mM in

metanolo) vengono inseriti in provetta e aggiunti 05 mL di campione
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opportunamente diluito. Il controllo é costituita 4,5 mL di DPPH (0,1 mM in
metanolo) e 0,5 mL di acqua distillata. Il biancocastituito da 1,5 mL di
metanolo e 0,5 mL di ¥ distillata. Preparati i campioni in provette, st
vanno tappate immediatamente (al fine di limitaesdporazione del solvente),
agitate vigorosamente per pochi secondi e poste embiente buio per un tempo
di reazione di 60 min.

Infine si eseguono letture allo spettrofotometta kinghezza d’onda di 517 nm.

5.4 Determinazione del contenuto di carboidrati totali (Metodo
fenolo/solforico)

La procedura si basa sul metodo fenolo/solféritbche & stata ricavata da una

metodica di analisi dei carboidrati totali attras@eanalisi spettrofotometrica.

I metodo e quindi basato su di una retta di taeatcostruita con soluzioni

standard di D(+)-glucosio alle concentrazioni coasgertra 0,01-0,1 mg/ml.

A 200 pL di standard, posti in un tubo di reazigr&@ aggiungono 200 pL di

soluzione acquosa di fenolo 5%wl/v (soluzione #&abnel tempo).

Successivamente si aggiunge 1 ml di acido solforeomc.( 98%w/w) e

rapidamente si chiude il tubo di reazione. Dopo energica agitazione si lascia

sviluppare la reazione per 30 min a 30°C e sucecasgnte si fanno le letture di

assorbanza alla lunghezza d’onda di 490 nm comttmanco costituito da 200 pL

di H,O distillata quindi a concentrazione di zucchertianu

Dai valori di concentrazione degli standard e dioalsenza a 490 nm si costruisce

la retta di taratura (Figura 5-2, Figura 5-3 e Fagb-4).
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Figura 5-2: Retta di taratura per la determinazione dei caratiitbtali con il metodo
fenolo/solforico e operando il raffreddamento a@@®i tubi dopo aggiunta di acido solforico
conc.
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Figura 5-3: Retta di taratura per la determinazione dei caratiitbtali con il metodo
fenolo/solforico non operando il raffreddamento i dopo aggiunta di acido solforico conc.

La retta in Figura 5-2 e stata costruita operandaaffreddamento a 30 °C dei
campioni all’interno dei tubi ma come si pu0o osseevtale operazione non
garantisce la linearita che si e invece ottenufattefindo il saggio senza un

raffreddamento dei campioni (Figura 5-3).
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Figura 5-4: Retta di taratura per la determinazione dei caratiitbtali con il metodo
fenolo/solforico non operando il raffreddamento i dopo aggiunta di acido solforico conc.
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Figura 5-5: Spettri di assorbimento (350-700nm) dei campiorstdndard trattati con il metodo
fenolo/solforico

Come si puo osservare in Figura 5-5 gli spettrasborbimento dei campioni di
standard di glucosio dopo il saggio fenolo/solforibanno un massimo di
assorbimento a lunghezze d’onda di 490 nm e ingitdea una proporzionalita
diretta tra assorbanza e concentrazione di glumgio € in linea con i risultati
ricercati in letteratuf¥,

La retta di taratura di Figura 5-4, relativa aglketri di Figura 5-5, verra utilizzata
per le determinazioni sui campioni reali di estratli fibra di frumento.
Un’aliquota di estratto viene centrifugato e il satiante, opportunamente diluito
per ottenere concentrazioni pari a quelle delle réit taratura, viene sottoposto al
saggio nelle quantita di 200 ul. Attraverso il Saggi hanno valori relativi alla
quantita di carboidrati totali espressi come cotregione di glucosio proveniente
dall'idrolisi delle catene polisaccaridiche.

5.5 Determinazione degli zuccheri riducenti (Metodo d¢lADNS)

La procedura & basata sul metodo di Baiktyal. 1997% e consente la
determinazione spettrofotometrica degli zuccheduceenti liberati tramite
reazione ossidativa con acido 3,5-dinitrosalicili@DNS)Y. La reazione che

1 75¢ di sodio potassio tartrato vengono sciol@ml di NaOH 2M , portando a volume di circa
100 ml di acqua distillata. A questa soluzioneggiangono 0,25 g di Acido Dinitrosalicilico (la
dissoluzione di ADNS €& lenta ma non bisogna risma@d e nemmeno ricorrere al bagno
ultrasuoni). Quando ADNS & perfettamente sciolt@aita a volume fino a 250 ml con,®l
distillata e si conserva a 4°C e al riparo daltzelu
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awviene tra il reattivo ADNS e uno zucchero all@édael metodo e riportata in

Figura 5-6.

HO. .0 GHo ho o CocH
—1—CH e
oH + RO—T— oH 4+ HO—/—
S —=
o 4-C oH - —oH
I I —H b MH ——oH
o o] CH,OH 4 CHCH
2
3, 5-dritrosalicylic acd % amino-S-nitrasalicy
glucoze -armino-S-nitrosalicdic .
(el acid (red-brow) gggﬂnlc

Figura 5-6: Reazione ossidoriduttiva fra glucosio e acidodbtrosalicilico (giallo) con
formazione di acido gluconico e acido 3-ammino-{esalicilico (rosso)

Per determinare la concentrazione degli zucchducanti di interesse presenti nei
campioni si utilizza la retta di taratura preparatgartire da soluzioni di D(+)

glucosio riportata in Figura 5-7.

1 .
0,8 - y=1,073x-0,077
R®=0,9988
5 0,6 1
g 0,4 -
0,2 A
0] T T T T T T T T ]
0] 0,1 0,2 0,3 0,4 0,5 0,6 0,7 0,8 0,9
conc. glucosio (mg/ml)

Figura 5-7: Retta di taratura per la determinazione dell’agiwilanasica

Glucosio rilasciato [mg/ml] = (Absonmt 0,077) / 1,073

Per la determinazione degli zuccheri riducenti ganpioni si aggiungono a 400
ul di campione 600 ul di ADNS e si pone il tuttoacqua bollente per 7 minuti.
Dopo raffreddamento e centrifugazione (13000 rpmbp®in) si esegue la lettura
spettrofotometrica a 550 nm contro un bianco ppawna soluzione di 1,8 ml di
substrato e 0,2 ml di acqua distillata e da qusslazione 400 pl vengono

prelevati e aggiunti a 600 pl di ADNS.
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5.6 Determinazione dei pentosani (Metodo con fluorogluoolo)
La procedura utilizzata si basa su un metodo cuktrico rapido e riproducibile
con floroglucinolo come reattivo per la determimmezd dei pentosani nelle farine
di frumentd®.
Come tutti i saggi nella messa a punto si fannmardelle prove preliminari per
constatare la fattibilita e la riproducibilita demetodo impiegato, poi
successivamente si passa alla costruzione di Wt@adietaratura con un substarto
di riferimento che nel nostro caso & D(+)-xilosio.
Si preparano quindi soluzioni acquose di D(+)-xdosalle concentrazioni
comprese tra 0,025 e 0,5 mg/ml . In un tubo diiceez(nel nostro caso si e scelto
una capsula eppendorf) a un aliquota di standai@aliml si aggiunge 1 ml di
reattivo fresco preparato al momento. Il reattivocastituito dai seguenti
composti:

- 11 ml di acido acetico glaciale;

- 0,2 ml di acido cloridrico conc. 37%

- 0,5 ml di soluzione di floroglucinolo 20%w/v in etalo

- 0,1 ml di soluzione di D(+)-glucosio 1,75%w/v inqa@.

| tubi di reazione, una volta chiusi e agitatingeno messi in bagno di acqua a
100°C per 25 min . Allo scadere del tempo si rafifl@no rapidamente i campioni
e si effettuano le letture di assorbanza a duehlezwe d’'onda, rispettivamente
510 e 552 nm, contro un bianco costituito da 0,2imH,O distillata e 1 ml di
reattivo.

Il campione con il bianco e leggermente giallinantne quelli con gli standard
assumono una colorazione viola- rosso/arancio.

La curva di taratura si costruisce riportando illova della differenza tra
assorbanza letta a 552 nm e a 510 nm in funzie® doncentrazione

corrispondente e si ottiene la retta riportataigufa 5-8.
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Retta pentosani
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Figura 5-8: Retta di taratura per la determinazione dei peniosan il metodo che utilizza il
reattivo floroglucinolo
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Figura 5-9: Spettri di assorbimento (400-600nm) dei campiorstdindard trattati con il metodo
che utilizza il reattivo floroglucinolo

In Figura 5-9 sono riportati gli spettri di assonieinto dei campioni e come si puo
osservare si ha un massimo a 552 nm e un minimoca 510 nm. La retta di
taratura si costruisce quindi con un valore diedtghza di assorbenza e non un

valore diretto.

5.7 Determinazione del contenuto in acido ferulico trante HPLC
E stata preparata una soluzione madre di aciddidera 1000 ppm, utilizzando
come solvente metanolo per HPLC con uno 0,5% dlocaeicetico glaciale. La

soluzione é stata poi opportunamente diluita nstEsso solvente in modo da
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ottenere soluzioni contenenti concentrazioni ddaderulico pari a 2,5-5-10-15-
20 ppm.
Le soluzioni cosi ottenute sono state sottopostaradisi HPLC, con detector
UV-Vis alla lunghezza d’onda di 280 nm.
Il volume di campione iniettato e di 20, le fasi mobili, la colonna utilizzata ed il
metodo HPLC utilizzato vengono descritti di seguito

» fase Mobile A: acqua per HPLC con uno 0,5% di a@detico glaciale e

un 2% di acetonitrile per HPLC,;
» fase Mobile B: acetonitrile per HPLC con uno 0,5%adido acetico

glaciale;
 colonna: Luna 5u Phenyl-Hexyl 150x3.0 mm 5.00+0.30n
(PHENOMENEX);

» velocita di flusso: 1ml/min.
Il gradiente utilizzato é riportato in Tabella 5iltempo complessivo di analisi e

di 25 minuti piu 5 minuti per il ricondizionamendella colonna.

Tabella 5-1: Gradiente utilizzato per I'analisi HPLC

STEP % FASE A % FASE B TEMPO (min)
0 96 4 /
1 96 4 10
2 70 30 20
3 0 100 25
4 96 4 30

Per ogni soluzione di acido ferulico & stato regist il corrispondente

cromatogramma dal quale si & potuta determinared’del picco ed il tempo di
ritenzione dell’acido (21 minuti circa), in modo gater costruire una retta che
mettesse in relazione area del picco del ferulimn da concentrazione
corrispondente.

In questo modo si ottenuta la retta di taraturartgia in Figura 5-10.
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Figura 5-10: Retta di taratura dell'acido ferulico

Per la determinazione dell’acido ferulico in cammpioreali, si diluisce
opportunamente il campione in metanolo per HPLC aoo 0,5% di acido
acetico glaciale. | campioni diluiti vengono filtrau filtri di carta tipo Whatmann

n.1, ed iniettati seqguendo la procedura precedesrtendescritta.

5.8 Preparazione campione di pasta all'uovo

5.8.1 Cottura, estrazione e analisi

La pasta all'uovo senza e con idrolizzato d’oligmianto, e stata analizzata tal
guale (cioe cruda) dopo essicazione in stufa ad0&b e macinazione; e anche
dopo cottura. Per fare cio si € simulata una naroattura della pasta e si sono
cosi cotti 10 g di pasta in 80 ml di acqua bollezde aggiunta di 0,1 g di sale. La
pasta € stata cotta 5 minuti (fino a cottura), ateoé sull'acqua di cottura tal quale
sono state eseguite le analisi per la determinazidel potere antiossidante,
mentre la pasta cotta € stata seccata in stufanataed analizzata.

Dopo questa prima analisi, per migliorare la diggmone della matrice
alimentare e quindi per aumentare il rilascio deiifenoli dell'idrolizzato
aggiunto alla pasta e quindi presenti all'intern@ska, dopo la cottura la pasta é
stata frullata e si € eseguito un trattamento eatzom (simile a quello utilizzato
da Phenbiox per la produzione dei bio-liquefa®igr cui, sia sulla pasta senza e
con idrolizzato aggiunto, si € andati ad aggiungaranix di enzimi che si sono
lasciati agire tutta la notte e dopo tale trattatmesi € determinato il potere

antiossidante della pasta.
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5.9 Estratti idro-enzimatici (e.i.e.)

5.9.1 Preparazione estratti idro-enzimatici

Gli estratti idro-enzimatici vengono preparati fade bollire la pianta di interesse
in acqua bollente e, dopo lattuazione del trattaimeenzimatico in acqua
brevettato da Phenbiox per sfibrare il vegetalenelerlo in parte solubile in acqua
si esegue un’aggiunta di glicerina (di origine v per massimizzare
I'estrazione e, dopo filtrazione, si ottiene I'esto glicerico idro-enzimatico che

puo essere utilizzato tal quale o introdotto in paeparati.

5.9.2 Preparazione campione di pasta di semola di grancudo

5.9.2.1 Campioni di pasta secca e cotta

Le analisi effettuate sono state eseguite su urpicara di pasta di semola di
grano duro senza estratti idro-enzimatici aggiwntuno di pasta di semola di
grano duro con I'1% di un mix di e.i.e. di tigliorgthania.

Le analisi sono state condotte su un campionedgeirtipologia di pasta — senza
e con e.ie.) secco, cioe tal quale, prima delléucat solamente macinato e uno
dopo cottura. Per la cottura si € simulata una ateroottura con 10 g di pasta in
80 ml di acqua bollente con 0,1 g di sale. La passtata fatta cuocere circa 15
minuti (fino a cottura). La pasta cotta, prima @elalisi, viene separata dall'acqua
di cottura (analizzata poi tal quale), essiccatatufa a 30-40 °C e, una volta

macinata si analizza nel suo valore di potere asitilante.

5.9.2.2 Prove di estrazione della pasta secca e cotta

Per cercare di estrarre maggiormente I'estrattia aahtrice e verificare meglio il
mantenimento della sua attivita anche nel prodftito, sia sul prodotto secco
prima della cottura che su la pasta dopo cottuseasatura della stessa, si €
eseguito un processo di estrazione con una missélaente acetone/acqua 60:40
messa a punto e usata precedentemente per lei &udlisgane (paragrafo 5.1)
consistente nel lasciare per 24 ore 10 g di past@nata in 100 ml della miscela
estraente sotto agitazione orbitale. Trascorso gal&do, i campioni vengono
filtrati su carta (filtri Whatman) e il filtrato &&nuto concentrato sotto vuoto al

rotavapor previa determinazione del peso di estrasttenuto. A fine
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concentrazione si determina, sempre per pesasdrai®o residuo, poi utilizzato

per le analisi successive.

5.9.2.3 Trattamento enzimatico della pasta cotta

Per cercare di disgregare maggiormente la matricpadta si € eseguito un
trattamento enzimatico (simile a quello utilizzaka Phenbiox per la produzione
dei bio-liquefatti). Per cui, sia sulla pasta seezeon idrolizzato aggiunto, si
andati ad aggiungere un mix di enzimi che si s@stiéti agire tutta la notte e
dopo tale trattamento si & determinato il potet@asidante della pasta.

5.9.3 Preparazione campione biscotti e pane azzimo

Le analisi su queste due matrici e stata effettgaiacampioni, senza e con
estratto aggiunto, semplicemente macinati, in quyaadifferenza della pasta essi
non subiscono nessun processo di cottura primaitledzo e probabilmente, per

il diverso modo di preparazione ottenimento deldptto finale, la disgregazione

della matrice risulta soddisfacente anche conrg$iee macinazione.
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