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Da Canzoneri ad oggi:

| componenti fenolici degli
oli extravergini di oliva.
Struttura chimica, ruolo e
metodi analitici per la
determinazione

- di Lorenzo Cerretani”, Alessandra Bendini', Domenico Mencarelli®, Giuseppe Caramia?

» Introduzione

| biofenolici, componenti idrosolubili
presente negli oli vergini di oliva, diffe-
renziano questo prodotto dagli altri oli
edibili. Questi composti svolgono
diverse funzioni, in particolare sono
importanti per la conservabilita del
prodotto, intervenendo come antiossi-
danti, svolgono funzioni nutrizionali e
infine lo caratterizzano sensorialmente
conferendogli particolari sensazioni
gustative. Dal 1961 ad oggi sono state
utilizzate numerose tecniche analitiche
sia per la fase preparativa che per la
separazione e quindi quantificazione
dei diversi composti. Per quanto con-
cerne la fase preparativa si utilizzano
diverse tecniche estrattive, in particola-
re liquido-liquido (L/L) con I'impiego di
differenti miscele di solventi, o estrazio-
ne su fase solida (SPE) con varie fasi sta-
zionarie e miscele eluenti. Per questa
fase sono stati messi a confronto diver-
si metodi L/L con piu solventi e SPE con
diverse fasi stazionarie e mobili (Car-
rasco-Pancorbo et al., 2005°. | risultati
hanno evidenziato recuperi elevati e
prestazioni paragonabili per quanto
riguarda il metodo di estrazione L/L
condotto con una miscela metano-
lo/acqua (60/40, v/v) e SPE con fase sta-

zionaria diolica. La differenza principale
nei due metodi e rappresentata dai
costi di estrazione, minore per L/L e nei
tempi di analisi, pit rapidi per la SPE-
diolica, per via della veloce fase di eva-
porazione del solvente di eluizione
(metanolo) piu volatile della miscela
metanolo/acqua. Relativamente alla
separazione dei singoli composti feno-
lici la prima tecnica utilizzata é stata la
gascromatografia capillare (CGC) e la
piu diffusa e la cromatografia liquida
ad alta prestazione in fase inversa (RP-
HPLC); tuttavia, recentemente l'elettro-
foresi capillare (CE) e stata applicata a
tale scopo con buoni risultati.

» Importanza dell'olio di
oliva e principali
differenze rispetto agli
altri oli vegetali

Negli ultimi 20 anni sono stati numero-
si i lavori che hanno messo in evidenza
I'unicita dell’'olio vergine di oliva e la
sua attivita sulla salute umana quale
sostanza grassa principalmente impie-
gata nella dieta Mediterranea. Dalla
definizione merceologica degli oli ver-
gini di oliva (Reg CE 1513/01) si colgo-
no le peculiarita di tali prodotti:”...otte-
nuti dal frutto dell’olivo soltanto median-

te processi meccanici o altri processi fisi-
ci, in condizioni che non causano altera-
zioni dell’olio...esclusi gli oli ottenuti
mediante solvente o con coadiuvanti ad
azione chimica o biochimica..." Infatti, il
peculiare processo tecnologico di tra-
sformazione delle olive ad olio vergine
permette la conservazione di composti
presenti nel frutto che verrebbero altri-
menti persi nelle fasi di raffina-
zione/rettificazione utilizzate nella pro-
duzione degli altri oli vegetali.

Come tutti gli oli vegetali anche il ver-
gine di oliva risulta costituito per il 98-
99% da trigliceridi e per la restante per-
centuale da quelli che sono chiamati
componenti minori. Tali composti
caratterizzano i diversi oli vegetali e
derivano dal frutto/seme da cui vengo-
no estratti, in particolare il vergine di
oliva e ricco in composti a struttura
fenolica. Questi furono individuati piu
di 100 anni fa da un chimico italiano,
Canzoneri (1906), che riporto le prime
osservazioni sulla presenza di compo-
sti a struttura fenolica nell’'olio vergine
di oliva. Da allora, e soprattutto negli
ultimi 50 anni, le ricerche in questo
campo sono aumentate ed hanno por-
tato alla conoscenza delle principali
strutture chimiche dei composti che
costituiscono tale frazione.
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» Composti fenolici
dell'olio di oliva

Per quanto riguarda i costituenti della
sola componente fenolica possiamo
distinguere sei classi di molecole il cui
contenuto varia in funzione di molte-
plici fattori: agronomici (metodi di col-
tivazione o epoca di raccolta delle
olive), tecnologici di trasformazione
(sistema di produzione degli oli vergi-
ni) e di conservazione.

Acidi fenolici: molecole con la struttura
chimica di base degli acidi benzoico e
cinnamico (come gli acidi vanillico, caf-
feico, ferulico e cumarico).

Alcoli fenolici: in maggioranza idrossiti-
rosolo e tirosolo con la possibilita di
rinvenire i rispettivi composti acetati.
Bianco et al. (1998) hanno rilevato
anche la forma glucosidica dell'idrossi-
tirosolo soprattutto nei sottoprodotti
(acque di vegetazione e sanse).
Secoiridoidi: questa classe e rappresen-
tata solo nella famiglia delle Oleaceae
(Servili et al., 2002) ed & maggioritaria
nel profilo fenolico dell'olio vergine di
oliva. Questi sono i derivati dalle forme
glicosidiche presenti nel frutto, che, a
seguito delle trasformazioni occorse
durante il processo di estrazione, per-
dono lo zucchero a loro legato origi-
nando numerosi composti agliconici
(figura1).Le forme principali sono quel-
le aldeidiche ed isomeriche dell'oleuro-
peina e ligstroside aglicone, oltre che le
forme dialdeidiche della decarbossi-
metil-oleuropeina e decarbossimetil-
ligstroside agliconi. Andrewes et al.
(2003),indagando sulla correlazione tra
le molecole a struttura fenolica e le
proprieta sensoriali dell’olio vergine di
oliva, hanno attribuito alla decarbossi-
metil-ligstroside aglicone la maggior
influenza sulla sensazione di pungen-
te-piccante; secondo Gutiérrez-Rosales
etal. (2003), invece, I'attributo di amaro
sarebbe riconducibile alle forme aldei-
diche e dialdeidiche dell’'oleuropeina e
ligstroside agliconi.

Flavonoidi: luteolina e apigenina sono i
principali rappresentanti considerando
anche il recente ritrovamento di (+)-
taxifolina in oli di oliva spagnoli (Car-
rasco-Pancorbo et al., 2005a).

Lignani: di recente identificazione sono
rappresentati da (+)-1-acetossipinore-
sinolo, (+)-pinoresinolo, (+)-1-idrossipi-
noresinolo. Owen et al. (2000), hanno

dimostrato, per la prima volta, che que-
sta classe, in particolare i primi due,
sono i componenti maggiormente pre-
senti nella frazione fenolica estratta
dall'olio vergine di oliva. | lignani sono
stati utilizzati con successo in studi di
caratterizzazione varietale mediante la
loro quantificazione in oli vergini spa-
gnoli (Brenes et al., 2002).

Idrossi-isocromani: sono una classe di
composti fenolici recentemente isolata in
diversi campioni di olio extra vergine di
oliva (Bianco et al., 2002) originatisi dalla
condensazione tra idrossitirosolo ed
aldeidi quali vanillina e/o benzaldeide.
Secondo numerosi autori le classi pre-
ponderanti nella frazione fenolica degli
oli vergini di oliva sono i secoiridoidi e i
lignani (70-95%) negli oli appena pro-
dotti, mentre e stato osservato un
aumento percentuale delle altre classi
durante la conservazioni, cid probabil-
mente a causa di processi idrolitici a
carico dei primi.

» Il potere antiossidante
dei composti fenolici
dell'olio vergine di oliva

La frazione fenolica dell'olio vergine di
oliva rappresenta quella maggiormen-
te protettiva nei confronti del processo
ossidativo. Pero, non tutti i composti
hanno evidenziato la stessa attivita
antiossidante. Cido e importante alla
luce dell'ampio numero di molecole,
piu di 30, identificate nell’'olio vergine
di oliva (Carrasco-Pancorbo et al.,
2005a). Tra i diversi composti € stata
individuata una maggiore attivita
antiossidante per quelli dotati di due
ossidrili in posizione orto, in virtu di
una maggiore capacita di delocalizza-
zione della forma radicalica. In un
recente lavoro (Carrasco-Pancorbo et
al., 2005b) é stata valutata con diversi
test antiossidanti la capacita antiradi-
calica esplicata dai singoli composti e,
tra questi, I'idrossitirosolo, la decarbos-
simetil-oleuropeina aglicone e I'oleuro-
peina aglicone sono risultati i piu attivi.
Non hanno mostrato tale capacita il
tirosolo, la decarbossimetil-ligstroside
aglicone, il ligstroside aglicone ed i
lignani. Queste evidenze dimostrano
quanto sia importante esprimere i con-
tenuti dei singoli composti fenolici per
fornire un possibile valore nutraceutico
piu correlato con la qualita dell'olio
vergine di oliva.

» Effetto sulla salute dei
composti fenolici
dellolio vergine di oliva

In numerosi lavori ed in una recente
review (Tuck et al, 2002) sono stati
riportati gli effetti dei composti fenolici
dell’'olio di oliva sulla salute umana, in
particolare é stato enfatizzato il rappor-
to tra il consumo di olio vergine di oliva
e la riduzione della genesi di forme
tumorali nell'uomo. | composti piu stu-
diati sono risultati I'idrossitirosolo e I'o-
leuropeina; mentre al primo é stata
attribuito il potere di inibire I'ossidazio-
ne delle LDL in vitro, nonché di ridurre
il rischio di malattie coronariche, atero-
sclerotiche e pil in generale i processi
ossidativi; al secondo ed i suoi derivati
& stata riconosciuta da alcuni scienziati
(Hamdi et al., 2005) una capacita anti-
tumorale con azione in diverse fasi del
processo cancerogeno.

Oltre all'azione preventiva su varie
patologie ora citate, del tutto recente-
mente & stata evidenziata una attivita
farmacologica di un derivato dell'oleu-
ropeina aglicone, I'oleocantale, respon-
sabile della sensazione pungente al
gusto, simile a quella determinata dal-
I'assunzione di soluzioni di un farmaco
antinflammatorio quale l'ibuprofene.
Partendo da questa constatazione,
alcuni ricercatori hanno messo in evi-
denza che, oltre a determinare questa
sensazione, I'oleocantale e I'ibuprofene
svolgono la medesima azione inibente
e dose dipendente, sulle ciclossigenasi
1 e 2 (COX-1,COX-2 ) cioe una potente
azione analgesica -antiinflammatoria
(Beauchamp et al., 2005). Questo sareb-
be dovuto al fatto che le cicloossigena-
si COX-1 e COX-2 danno luogo alla pro-
duzione delle prostaglandine ed in par-
ticolare alle PGE2 con spiccata attivita
pro infammatoria.

Tale riscontro fa ipotizzare come il con-
sumo costante di olio vergine di oliva, e
quindi di oleocantale, possa svolgere
un’azione preventiva su alcune patolo-
gie infiammatorie; & stato dimostrato,
inoltre, che i farmaci anti-inflammatori
non steroidei (FANS), ed in particolare
I'ibuprofene, se assunti per lungo
periodo, a basse dosi, riducono il rischio
dell'insorgenza di varie neoplasie (63%
per i tumori del colon, 39% per quelli
del seno, 36% per quelli dei polmoni,
39% per quelli della prostata, 73% per
quelli dell'esofago, 62% per quelli dello
stomaco, 47% per quelli delle ovaia)
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COMPOSTO SOSTITUENTH(P.M.)

Tirsolo (p-idrossifeniletanola) ':'“l.lu
N . 3 A-diidrossi 2 R-OH
fat 154
Oleuropeina aglicone Ri-0OH
JA-DHPEA-EA (378)
Ligstroside aglicone Ri-H
p-HPEA-EA 1362y
Oleuropeina aglicone R;-OH
forma aldeidica (378)

Ligstroside aglicone
Jorma aldeidice
Olescantale

Ri-H
1362y

STRUTTURA

HO

Tiresololldrossitirosolo

R*

CHy

Acido Elenolico (EA)  Acido Elenalico (EA)
forma uldeidica

STRUTTURA CHIMICA DEI SECOIRIDOIDI E DEI PRINCIPALI DERIVATI PRESENTI NELL'OLIO VERGINE DI OLIVA. SONO INDICATI: IL NOME
DELLA MOLECOLA, | SOSTITUENTI ED IL RELATIVO PESO MOLECOLARE (PM).

(Harris et al 2005). | FANS infatti inibi-
scono le cicloossigenasi, le COX-1, le
COX-2 e, a livello del sistema nervoso
centrale, le COX-3, determinando il
blocco della cascata che dall'acido ara-
chidonico porta alle prostaglandine ed
in particolare alle PGE2.

Qualcuno potrebbe obiettare, come
hanno rilevato gli autori dello studio,
che la quantita di oleocantale presente
in 50 g di olio extravergine di oliva cor-
risponde alla decima parte della dose
raccomandata per un adulto per otte-
nere un effetto terapeutico simil ibu-
profene sul dolore (Beauchamp et al.,,
2005).Va pero rilevato, ad esempio, che
dosi inferiori ai 100 mg/die di aspirina,
inizialmente ritenute non terapeutiche,
sono risultate efficaci, come antiaggre-
gante piastrinico in quanto bloccano le
ciclossigenasi all'interno di queste,
nella prevenzione di alcune patologie
cardiovascolari (Voltolini 2005).
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