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Abstract

The importance of antioxidants in food and the human body is well known, mainly due to their
oxidative stability and functional properties. This study evaluated the enrichment of antioxidant
compounds in semolina pasta (P-S) by adding tomato (P-SP) and spinach powders (P-SS).
Antioxidant compounds were analyzed in raw materials and in uncooked and cooked pasta to
assess enrichment after processing and cooking. Total phenolic content (TPC) was determined
using the Folin-Ciocalteu method, and antioxidant activity was measured with DPPH. Both
powder tomato and spinach powders showed higher values than semolina, with no significant
differences between them. In the pasta, TPC and antioxidant activity were higher in P-SP and
P-SS compared to P-S, with a significant increase in cooked pasta. Chromatographic analysis
identified three classes of phenols: phenolic acids, flavonols, and flavones. P-S showed no
significant differences between raw and cooked pasta for free phenols, while P-SP and P-SS
showed a decrease.

Riassunto

L'importanza degli antiossidanti negli alimenti e per il corpo umano ¢ ben nota, principalmente
grazie alla loro stabilita ossidativa e alle proprieta funzionali. Questo studio ha valutato
l'arricchimento di composti antiossidanti nella pasta di semola (P-S) mediante 1'aggiunta di
pomodoro (P-SP) e spinacio (P-SS) in polvere. I composti antiossidanti sono stati analizzati
nelle materie prime e nella pasta cruda e cotta per valutare 1'arricchimento dopo la lavorazione
e la cottura. Il contenuto totale di fenoli (TPC) ¢ stato determinato con il metodo Folin-Ciocalteu
e l'attivita antiossidante ¢ stata misurata mediante DPPH. Sia il pomodoro che lo spinacio in
polvere hanno mostrato valori superiori alla semola, senza differenze significative tra di loro.
Nella pasta, il TPC e l'attivita antiossidante erano piu elevati in P-SP e P-SS rispetto a P-S, con
un aumento significativo nella pasta cotta. L'analisi cromatografica ha identificato tre classi di
fenoli: acidi fenolici, flavonoli e flavoni. P-S non ha mostrato differenze significative tra pasta
cruda e cotta per i fenoli liberi, mentre P-SP e P-SS hanno mostrato una diminuzione.

Introduzione

La pasta rappresenta un pilastro della dieta mediterranea, occupa la base della piramide
alimentare ed il suo consumo giornaliero ¢ raccomandato (Bach-Faig et al., 2011). Per questo
motivo, la pasta potrebbe essere un vettore ideale di composti bioattivi, come i fenoli che
possiedono effetti benefici sulla salute umana grazie alle loro proprietd antiossidanti che
conferiscono potenziale protezione contro malattie degenerative come le malattie cardiache ed
il cancro (Dykes e Rooney, 2007). La produzione di pasta secca convenzionale si basa su due
ingredienti principali: semola di grano duro raffinata e acqua. Purtroppo, ¢ ampiamente
riconosciuto che la maggior parte dei composti fenolici si concentra negli strati esterni della
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cariosside di grano (Liyana-Pathirana e Shahidi, 2007), che vengono rimossi o ridotti durante i
processi di debranning e macinazione per produrre la semola raffinata. Inoltre, il passaggio di
essiccazione ad alta temperatura durante la produzione della pasta, unito alla cottura in acqua
bollente, puo ridurre la concentrazione finale dei composti fenolici. Per aumentare il contenuto
antiossidante della pasta di semola, questa puo essere arricchita con altre matrici vegetali, come
il pomodoro e lo spinacio, ampiamente riconosciute come ricche in composti fenolici (Bergman
et al., 2001, Martinez-Valverde et al., 2002).

Questo studio ha avuto 1’obiettivo di arricchire il contenuto fenolico e aumentare l'attivita
antiossidante della pasta tradizionale di semola, introducendo polvere di pomodoro e spinaci
nella ricetta tradizionale. Sono state eseguite analisi della componente antiossidante sia sulle
materie prime che sulla pasta sia cruda che cotta mediante tecniche spettrofotometriche. In
aggiunta, 1 singoli fenoli sono stati determinati mediante cromatografia liquida accoppiata a
spettrometria di mass (HPLC-ESI-QQQ-MS).

Materiali e metodi

Campioni

Le materie prime erano rappresentate da semola di grano duro italiano (S), polvere di pomodoro
(PP) e polvere di spinacio (PS). Sono stati formulati tre diversi campioni di pasta: uno con il
100% di semola (P-S), uno con il 70% di semola e il 30% di polvere di pomodoro (P-SP) e uno
con il 70% di semola e il 30% di polvere di spinaci (P-SS). Tutti i campioni sono stati forniti
dall'industria italiana Colussi S.p.a (Perugia, Italia).

Estrazione dei fenoli liberi e legati

La frazione fenolica libera e legata proveniente da semola, matrici vegetali e campioni di pasta
cruda e cotta ¢ stata estratta mediante il protocollo di Verardo ef al. (2011). Entrambe le
estrazioni, fenoli liberi e legati, sono state eseguite in doppio (n=2).

Cottura della pasta

Per isolare la frazione fenolica libera e legata dalla pasta cotta, 10 g di pasta secca sono stati
cotti in 400 mL di acqua per 13 minuti. Il tempo di cottura ottimale per ciascun campione €
stato determinato utilizzando il metodo AACC 66-50.26. I campioni di pasta cotti sono stati
liofilizzati, quindi macinati utilizzando un mulino da laboratorio (IKA A10-Ikawerke GmbH &
Co. KG, Staufen, Germania) e i composti fenolici liberi e legati sono stati estratti come descritto
nel paragrafo precedente.

Determinazione del contenuto in fenoli totale (TPC)

Il contenuto fenolico totale (TPC) dei campioni ¢ stato valutato utilizzando il metodo di Folin-
Ciocalteu (Singleton e Rossi, 1965), misurando 1’assorbanza mediante spettrofotometro a 750
nm. L'analisi ¢ stata effettuata in doppio per ciascun estratto fenolico (n=4) e i risultati sono
stati espressi in milligrammi equivalenti di acido gallico (GAE)/ 100 g.

Determinazione dell’attivita antiossidante mediante test DPPH

L'attivita antiradicalica delle materie prime e della pasta ¢ stata analizzata utilizzando il radicale
2,2-difenil-picrilidrazile (DPPH), come descritto da Baliyan et al. (2022) misurando
l'assorbanza a 517 nm. L'attivitd antiossidante ¢ stata calcolata sulla base della curva di
calibrazione del Trolox (da 25 a 1000 mg/mL). Per ciascun estratto fenolico, la procedura ¢
stata eseguita in doppio (n=4) e 1 risultati sono stati espressi in pmol di Trolox/100 g.

33



Determinazione dei composti fenolici liberi mediante HPLC-ESI-QqQ-MS

La separazione dei composti fenolici liberi ¢ stata eseguita con il metodo riportato da Borgonovi
et al. (2023). Lo strumento HPLC utilizzato era un 1290 Infinity Series, collegato ad uno
spettrometro di massa triplo quadrupolo 6420 (Agilent Technologies, Santa Clara, CA, USA).
Per la separazione dei composti ¢ stata utilizzata una colonna Poroshell 120, SB-C18 (3,0 x 100
mm, 2,7 um) di Agilent Technologies; la temperatura della colonna ¢ stata mantenuta a 35°C
durante le analisi. La fase mobile A era acqua acidificata (1% di acido acetico) e la fase mobile
B era acetonitrile. E stato applicato il seguente gradiente lineare multistep: 0 min, 5% B; 12,5
min, 30% B; 17,5 min, 60% B; 22 min, 5% B. Le condizioni iniziali sono state mantenute per
5 minuti. La velocita di flusso ¢ stata impostata a 0,6 mL/min durante tutto il gradiente. Il
volume di iniezione nel sistema HPLC era di 2,5 pL.. Dopo una procedura di ottimizzazione,
sono state adottate le seguenti condizioni per l'analisi MS: tipo di analisi: monitoraggio delle
reazioni multiple (MRM); tipo di sorgente: ionizzazione a pressione atmosferica-elettrospray
(API-ES); polarita: negativa; temperatura del gas di essiccazione (azoto): 350°C; flusso del gas:
13 L/min; pressione del nebulizzatore: 50 psi; voltaggio del capillare: +3500 V; voltaggio
dell'acceleratore cellulare: 3 V; energia di collisione: 20 eV; fragmentor: 85. Acido ferulico,
catechina e rutina sono stati utilizzati come standard per la quantificazione. Ogni estratto
fenolico ¢ stato analizzato in doppio (n=4).

Analisi statistica

L’analisi della varianza mediante ANOVA ¢ stata valutata utilizzando il software Statistica 8
(2006, StatSoft, Tulsa, OK, USA). I valori di p inferiori a 0,05 sono stati considerati
statisticamente significativi mediante il test di Tukey honest significant difference (HSD).

Risultati e discussione

Determinazione del contenuto in fenoli totale (TPC)

In Figura 1 sono riportate le concentrazioni in fenoli totali delle materie prime e della pasta
(cruda e cotta). Per quanto riguarda le materie prime, le polveri di pomodoro e di spinacio hanno
mostrato un TPC significativamente (p<0,05) piu alto della semola (450 e 37 mg acido
gallico/100g, rispettivamente). Considerando la pasta, dalla semola alla pasta cruda non si sono
registrate differenze significative nel contenuto fenolico totale; si € registrata una significativa
diminuzione dalle polveri vegetali alla pasta arricchita a causa della diluizione con semola,
infatti erano solo il 30% nella pasta arricchita. La pasta arricchita ha mostrato un TPC doppio
dopo la cottura rispetto alla pasta fatta con solo semola. Questo puo essere spiegato con la
liberazione di alcuni composti fenolici durante il processo di cottura grazie alle alte temperature
che rompono i legami chimici con le macromolecole o le pareti cellulari facilitando il rilascio
di composti fenolici, rendendoli pit accessibili ed estraibili.

TPC - Materie Prime TPC - Pasta
500 140
a a a
. Cruda = Cotta
S a 120 a
400 .
100
g b -
3 w0 S 8 3
8 S K] a a a b
% 230 ) = H
o g 60 b b
2 m s 2 a g b i
3 s 40 a ba
g 150 a * 2 b ] b
£ = b s
100 20 b I =
50 - c b b 0
- . PS PSP PSS PS PSP PSS PSS PSP PSS

Fenoli liberi Fenoli legati Fenoli totali Fenoli liberi Fenoli legati Fenoli totali
Figura 1. Contenuto totale in fenoli delle materie prime (a sinistra) e della pasta cruda e cotta (a destra). Nel
grafico di destra lettere differenti mostrano differenze significative all’interno della stessa classe di fenoli (p<0.05).
Nel grafico di sinistra lettere differenti mostrano differenze significative tra pasta cruda e cotta (p<0.05).
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Determinazione dell’attivita antiossidante (DPPH)

L'attivita antiossidante nelle materie prime ha mostrato la stessa tendenza del TPC; quindi, le
polveri di pomodoro e spinaci avevano un'attivita antiossidante significativamente (p<0,05) piu
elevata della semola. Per quanto riguarda la pasta arricchita cruda, l'attivita antiossidante
diminuisce di circa il 30% a causa, ancora una volta, della diluizione con semola; inoltre anche
a causa del processo di produzione e dell'impatto combinato dell'ossigeno durante I'impasto e
delle alte temperature durante I'essiccazione; la pasta di arricchita con spinacio ha mostrato la
maggiore attivita antiossidante. Nella pasta cotta I'attivita antiossidante era superiore a quella
cruda e questo puo essere correlato al rilascio di alcuni prodotti di reazione Maillard durante il
processo di cottura che contribuiscono all'attivita antiossidante complessiva.
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Figura 2. Attivita antiossidante delle materie prime (a sinistra) e della pasta cruda e cotta (a destra). Nel grafico
di destra lettere differenti mostrano differenze significative all’interno della stessa classe di fenoli (p<0.05). Nel
grafico di sinistra lettere differenti mostrano differenze significative tra pasta cruda e cotta (p<0.05).

Determinazione analitica dei fenoli

Come mostra la Figura 3 si nota una differenza tra le due polveri vegetali; infatti, la polvere di
pomodoro ha mostrato un contenuto fenolico totale piu elevato rispetto alla polvere di spinaci.
La pasta cruda arricchita con polveri presentava un contenuto di composti fenolici superiore a
quello della pasta a base di sola semola, circa il 23 e I'80 % nella pasta arricchita rispettivamente
di pomodoro e spinaci. Al contrario di quanto abbiamo visto per il contenuto fenolico totale e
l'attivita antiossidante con analisi spettrofotometrica, qui dopo la cottura la concentrazione di
fenoli totali nella pasta arricchita con polvere di spinaci diminuisce significativamente.
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Figura 3. Contenuto in fenoli nelle materie prime (a sinistra) e della pasta cruda e cotta (a destra) mediante
determinazione analitica. Nel grafico di destra lettere differenti mostrano differenze significative all’interno della
stessa classe di fenoli (p<0.05). Nel grafico di sinistra lettere differenti mostrano differenze significative tra pasta
cruda e cotta (p<0.05).

Per spiegare questo comportamento abbiamo studiato le classi di fenoli determinate nei diversi
campioni. La polvere di pomodoro ha mostrato una concentrazione preponderante di acidi
fenolici e la polvere di spinacio aveva solo fenoli appartenenti alla classe dei flavonoli. I
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flavonoli sono riconosciuti come termosensibili, infatti sotto i 70 °C possono resistere ma oltre
1 100 °C iniziano a degradarsi (Chaaban et al., 2017) D'altra parte, la pasta arricchita con
pomodoro ha mostrato un aumento del composto fenolico dopo la cottura perché gli acidi
fenolici sono spesso legati alle pareti cellulari o ad altri composti e il processo di cottura
consente di rompere questi legami (Cheng et al., 2014).

L’analisi spettrofotometrica ha rilevato un incremento significativo sia per quanto riguarda i
fenoli totali che I’attivitd antiossidante della pasta di semola arricchiata con polvere di
pomodoro e spinacio. La determinazione analitica conferma il trend di arricchimento nella pasta
arricchita con polvere di pomodoro; mentre la pasta di semola arricchita con polvere di spinacio
mostrava una piu bassa concentrazione di composti fenolici dopo la cottura. Questo perche i
composti fenolici presenti nelle materie prime hanno mostrato un differente comportamento
quando sono sottoposti ad alte temperature. I risultati ottenuti dalla pasta di semola arricchita
possono generalmente essere considerati positivi e significativi.
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