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Antiossidanti nella fragola: dal genotipo
alla composizione del frutto

Summary

Strawberry fruit contains high levels of micronutrients and phytochemical
compounds, which are important for both the organeptic-sensorial quality
and the nutritional attributes of the fruit. The first goal of the present
work was to better characterize the phytochemical and the antioxidant
profiles of the fruits of nine different genotypes of strawberry, inorder to
measure the effects of genotype on the nutritional qualita of the fruits. To-
gether with the assessment of the folate and vitamin C contents, we mea-
sured the Total Antioxidant Capacity (TAC) of the extracts; in addition,
the individual contribution of the main antioxidant compounds was asses-
sed by HPLC separation coupled to an on-line postcolumn antioxidant
detection system.The second goal of our study was the assessment of the
effects on plasma antioxidant capacity and serum ascorbate and urate levels
in human healthy volunteers after consumption of strawberry fruits. Re-
sults: This study showed the important role played by genetic background
on the chemical and antioxidant profile of strawberry fruits. Furthermore,
the plasma TAC of the human volunteers showed a significant increase af-
ter the consumption of strawberries, as measured by the FRAP assay. In
keeping with previous findings, the significant increase in the ascorbate
concentration in serum seems to strongly contribute to the plasma TAC
variation, whereas the serum uric acid levels maintained surprisingly un-

modified.

Riassunto

Le fragole contengono elevati livelli di micronutrienti e composti fitochi-
mici, essenziali tanto per la qualita organolettico-sensoriale quanto per gli
attributi nutrizionali dei frutti. Il primo obiettivo del nostro studio ¢ stato
quello di caratterizzare il profilo fitochimico e antiossidante dei frutti pro-
venienti da nove genotipi di fragola, al fine di valutare gli effetti del genoti-
po sui principali attributi nutrizionali dei frutti. Oltre alla valutazione del
contenuto di folati e di vitamina C, ¢ stata misurata la capacita antiossi-
dante totale degli estratti (TAC); inoltre, dei singoli antiossidanti di mag-
gior rilievo ¢ stato determinato il contributo individuale percentuale alla
TAC dei frutti, mediante separazione in HPLC seguita da un sistema
post-colonna di analisi antiossidante. Il secondo obiettivo delle indagini &




Introduzione

Da tempo ¢ ormai riconosciuto 'im-
portante ruolo della dieta sia nell’ac-
celerare che nel prevenire lo sviluppo
di patologie, e numerosi studi epide-
miologici confermano 'esistenza di
una relazione inversa tra il consumo
abbondante e regolare di frutta e ver-
dura e l'incidenza di molte patologie
croniche, quali malattie cardiovasco-
lari, proliferative e degenerative.

Tra i piccoli frutti a bacca rossa (ber-
ries), la fragola (Fragaria x ananassa,
Duch.) rappresenta la specie di mag-
gior consumo, ed ¢ considerata un'ot-
tima fonte alimentare di fibre, micro-
nutrienti e composti fitochimici. Ri-
spetto ad altri frutti di interesse com-
merciale per la produzione frutticola
nazionale, la fragola risulta estrema-
mente ricca di vitamina C, e rappre-
senta una delle fonti alimentari natu-
rali piti ricche di folati. La fragola co-
stituisce inoltre una buona fonte di
composti fitochimici, tra cui un po-
sto di rilievo & rivestito dai composti
fenolici, metaboliti secondari che
contribuiscono sia agli attributi orga-
nolettico-sensoriali del frutto, sia al

stato quello di valutare U'effetto del consumo di fragole provenienti da cul-

tivar differenti, sulla capacita antiossidante plasmatica e sui livelli serici di

acido ascorbico e acido urico di individui volontari sani. Lo studio ha mo-

strato I'importante ruolo giocato dal patrimonio genetico sul profilo fito-

chimico e antiossidante dei singoli cloni di fragola. La capacitd antiossi-

dante plasmatica degli individui volontari ha inoltre mostrato un aumento

significativo mediante il saggio FRAP, a cui potrebbe contribuire il netto

aumento dei livelli di vitamina C serica, ma non di acido urico.

suo valore nutrizionale. I principali
tenoli nella fragola sono rappresenta-
ti dai flavonoidi (1-3) (antocianine,
flavonoli, flavanoli e proantocianidi-
ne), acidi fenolici (4) (in particolare
idrossicinnamati) e derivati dell’acido
ellagico (5). Molti dei composti sud-
detti esprimono, almeno in vitro, no-
tevoli proprieta antiossidanti, tant’e
che, dato il ben noto coinvolgimento
di un’eccessiva produzione di radicali
liberi nell’eziologia delle principali
patologie croniche, alcuni dei benefi-
ci effetti del consumo dei berries so-
no stati in passato attribuiti alle pro-
prieta antiossidanti delle sostanze in
essi contenute.

A tutt’oggi, i meccanismi attraverso
cui i composti fitochimici rinvenuti
nella fragola esercitano i loro effetti
benefici per la salute umana sono an-
cora per molti versi oscuri.

Ad ogni modo, i frutti di fragola ri-
velano una capacitd antiossidante
complessiva (TAC, Total Antioxi-
dant Capacity) nettamente superiore
rispetto alla maggioranza di frutti di
comune consumo (es. mela, pesca,
pera, uva, arancia e kiwi) (6), e la va-
lutazione in vitro del potere antiossi-

dante degli estratti dei frutti resta un
parametro utile e immediato nella
valutazione della qualita nutrizionale
di diversi genotipi di fragola.

Svariati fattori pre e post-raccolta
sembrano incidere sulla composizio-
ne fitochimica e la qualitd nutrizio-
nale della fragola; in particolare, un
crescente numero di studi testimonia
che 1 fattori genetici possono giocare
un forte ruolo sull’'accumulo dei me-
taboliti nella fragola (7). Pertanto,
lattuale tendenza della ricerca agro-
nomica ¢ quella di dare un grande ri-
lievo alla valutazione dell’effetto del
genotipo sulla qualitd nutrizionale
del frutto, in modo da orientare in
modo razionale e consapevole i pro-
grammi di incrocio per il migliora-
mento varietale della fragola.

Scopi dello studio e materiali
e metodi

I1 primo obiettivo del nostro studio
¢ stata la valutazione dell’effetto del
patrimonio genetico sul profilo fito-
chimico e antiossidante dei frutti di
nove distinti genotipi di fragola
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(cinque varieta e quattro selezioni),
tutti coltivati presso il campo speri-
mentale per il miglioramento gene-
tico e la valutazione varietale, realiz-
zato presso ’Azienda Agraria Di-
dattico Sperimentale dell'Universita
Politecnica delle Marche. Tra i para-
metri analizzati nello studio si anno-
verano il contenuto di micronutrien-
ti, quali i folati (quantificati median-
te saggio microbiologico) (8), e la vi-
tamina C, determinata mediante
RP-HPLC e rivelazione con DAD
(9). La capacita antiossidante totale
degli estratti idroalcolici dei frutti &
stata valutata mediante due distinti
saggi colorimetrici (TEAC e
FRAP), basati rispettivamente sulla
valutazione della capacita antiradi-
calica (reazione di idrogeno-dona-
zione) e riducente (reazione di elet-
tron-donazione) dei composti in
esame. Il metodo TEAC ¢ stato
condotto combinandolo ad un siste-
ma di analisi con iniezione a flusso
(FIA), secondo le modifiche recen-
temente apportate al saggio dal no-
stro gruppo di lavoro (10). Alla ge-
nerica valutazione della TAC dei
frutti & stata abbinata I'identificazio-
ne dei principali composti fenolici e
la simultanea determinazione del lo-
ro contributo individuale sulla TAC
degli estratti. L’analisi ¢ stata con-
dotta mediante separazione croma-
tografia dei composti di interesse
(RP-HPLC), accoppiata ad un si-
stema post-colonna di rivelazione
dell’attivitd antiossidante delle sin-
gole sostanze eluite (11).

11 secondo obiettivo delle indagini &
stato quello di valutare I'effetto del
consumo di fragole provenienti da
cultivar differenti, sulla capacita an-
tiossidante plasmatica e sui livelli se-
rici di acido ascorbico e acido urico di
individui volontari sani. I'analisi de-
gli antiossidanti serici ¢ stata svolta
mediante separazione RP-HPLC e
rivelazione con detector elettrochimi-
co, utilizzando tetrabutilammonio
solfato come agente accoppiante (12).
L’analisi statistica dei dati & stata
condotta utilizzando STATISTICA
(Statsoft Inc. Tulsa, OK, USA), se-

condo I'HSD Tukey’s multiple ran-
ge test.

Risultati e discussione

I cloni coinvolti in questo studio,
tutti aventi un patrimonio genetico
noto e appartenenti al programma
nazionale di incrocio della fragola,
sono stati selezionati sulla base di
studi preliminari (in stampa) che ne
avevano evidenziato differenze nel
contenuto di fenoli totali e nella
TAC dei frutti. I nove genotipi sono
rappresentati da cinque varieta gia
inserite nel sistema di produzione
nazionale e caratterizzate da diffe-
renti tempi di maturazione, e quat-
tro selezioni avanzate del program-
ma di incrocio dell'Universita Poli-
tecnica delle Marche, finalizzato al
miglioramento genetico della frago-
la. Due delle selezioni derivano da
incroci intraspecifici di £ x ananas-

sa, mentre due costituiscono la F1 e
la F2 di incroci interspecifici di
F ananassa x F. virginiana glauca
(AN94.414.52 ¢ AN00.239.55, ri-
spettivamente). Le selezioni, hanno
mostrato, in studi precedenti, alti
contenuti di fenoli e un’alta TAC.
Un particolare interesse ¢ rivolto alla
selezione AN94.414.52, in quanto le
sue caratteristiche qualitative e nu-
trizionali si differenziano nettamen-
te dagli altri parentali, risultando su-
periori per tutti i caratteri analizzati.
Studi precedenti hanno inoltre rive-
lato la notevole capacita di questa
selezione di trasmettere alle progenie
gli elevati caratteri qualitativi e nu-
trizionali, indipendentemente dal-
Ialtro parentale di incrocio (13).

Il nostro studio ha confermato
I'importante ruolo della componen-
te genetica sulla composizione fito-
chimica e sulle proprieta antiossi-
danti dei frutti di fragola, e le diffe-
renze tra varietd e selezioni sono
state evidenziate mediante i saggi
di routine cosi come dalle analisi
cromatografiche.

La valutazione della TAC sugli
estratti & stata ottenuta mediante
TEAC e FRAP, 2 saggi spettrofo-
tometrici di facile applicazione e
utilizzati soprattutto per la selezio-
ne di ampie popolazioni di semen-
zali ottenuti da combinazioni di in-
crocio programmate. I due saggi
hanno condotto a risultati estrema-
mente simili e confrontabili (r =
0.95), e hanno rivelato che i frutti
della selezione a piu elevato potere




antiossidante mostrano una TAC
quasi doppia rispetto ai valori piu
bassi osservati (Fig. 1). Il contenuto
di vitamina C dei frutti ha confer-
mato differenze legate al genotipo.
Inoltre, la correlazione positiva con
1 valori di TAC testimonia che no-
tevole ¢ il contributo individuale
della vitamina C al potere antiossi-
dante totale delle fragole, ma altri
composti, come i polifenoli, gioca-
no un ruolo altrettanto importante.
Ancora piu significativa ¢ la varia-
bilita riscontrata a livello del conte-
nuto di folati nei frutti (Fig. 2). Il
contenuto di folati nelle selezioni
che ne sono piu ricche ¢ persino
sette volte superiore ai valori ri-
scontrati nelle varieta; il dato & an-
cor pill interessante se si considera
che in letteratura non sono riscon-
trate differenze cosi rilevanti, tra
cloni coltivati nello stesso campo
sperimentale e in condizioni am-
bientali necessariamente simili.
Non sorprende che le due selezioni
con 1 valori di folati spiccatamente
superiori alla media siano entrambe
frutto di un incrocio interspecifico
tra la fragola coltivata e la specie
selvatica I virginiana glauca, a con-
ferma dell'ipotesi che quest’ultima
specie possa essere considerata una
buona fonte naturale di caratteri di
qualita del frutto (14).

La figura 3 mostra un esempio di
analisi antiossidante dei singoli
composti. Il sistema si basa sulla se-
parazione cromatografica dei com-
posti e loro successiva rilevazione al

passaggio attraverso un detector

PDA. In seguito, il flusso in elui-

zione entra in una serpentina di

reazione post-colonna, dove si mi-

TEAC (“moli TE/g FW)

20,0 -
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scela con una soluzione radicalica
pre-costituita. La quantita di radi-
cale estinto da ogni singolo com-
posto antiossidante eluito dalla co-
lonna cromatografica viene rilevata
al passaggio della miscela di reazio-
ne in un secondo detector (UV-
VIS), e permette di valutare il po-
tere antiossidante della sostanza in
questione.

In tutti i cromatogrammi & stato
possibile distinguere tre regioni in
cui si concentrano 1 principali com-
posti antiossidanti (Fig. 3), ma una
certa variabilita qualitativa e quan-
titiva ¢ stata rinvenuta nel profilo
fenolico e antiossidante dei singoli
estratti. La prima regione corri-
sponde ad antiossidanti altamente
polari, che eluiscono dopo 2-3 mi-
nuti dall'iniezione dei campioni e
complessivamente forniscono il
contributo piu rilevante alla TAC
degli estratti. Il principale compo-
sto di questa regione & rappresenta-
to dalla vitamina C. Il secondo
gruppo di antiossidanti eluiscono
trai 7 e 1 15 minuti dall’iniezione

dei campioni, e la maggior parte di
essi sono stati identificati come aci-
di fenolici, sulla base delle caratte-
ristiche spettrali e cromatografiche.
Tra gli idrossicinnamati chiaramen-
te identificati un particolare inte-
resse € stato rivolto a due composti
derivati dell’acido p-cumarico (p-
cumarico glucoside e p-cumarico
glicoside) che, pur essendo rinve-
nuti in tutti gli estratti, variavano in
modo rilevante per le concentrazio-
ni osservate, e di conseguenza per il
contributo apportato alla TAC dei
frutti. Infine, il terzo gruppo di an-
tiossidanti eluisce trai 19 e 1 26 mi-
nuti, e vi sono rappresentati princi-
palmente antocianine e acido ella-
gico in forma libera. In tutti i cam-
pioni le antocianine apportano il
maggior contributo alla TAC, fatta
eccezione della vitamina C. Sebbe-
ne la pelargonidina-glucoside sia il
composto pill rappresentato in tutti
i cloni di fragole, differenze quali-
tative e quantitative nel profilo an-
tocianinico sono state osservate tra
le cultivar in studio.
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Infine, lo studio sui possibili effetti
plasmatici in acuto del consumo di
fragole da parte di individui volon-
tari sani ha condotto a risultati solo
parzialmente previsti. A conferma
da quanto presente in letteratura e
osservato in precedenti lavori, la ca-
pacita antiossidante plasmatica de-
gli individui, se misurata mediante
saggio FRAP, ha mostrato un au-
mento statisticamente significativo
(p<0.01) gia dopo un’ora dal consu-
mo dei frutti. Daumento, intorno al
17-18% circa, si manteneva costante
nelle successive due ore. La valuta-
zione della TAC mediante saggio
TEAC non evidenzia, al contrario,
nessuna variazione rilevante nell’ar-
co del periodo di osservazione. La
discrepanza nella sensibilita dei due
saggi utilizzati sembra derivare dalla
natura dei campioni in analisi, men-
tre, ad esempio, 1 due saggi spettro-
fotometrici fornivano risultati estre-
mamente simili nella valutazione
della TAC dei frutti, la correlazione
viene persa nel caso dei campioni di
plasma. Cio potrebbe derivare dalla
maggiore complessita del plasma ri-
spetto all’estratto metanolico dei
frutti, causata principalmente dalla
presenza di un maggior numero di
composti ad attivita antiossidante, e
dal fatto che alcuni composti con-
tribuiscono in modo molto pit inci-
sivo di altri alla TAC. La determi-
nazione del contenuto serico di aci-
do ascorbico e acido urico conferma
che 1 livelli di acido ascorbico au-
mentano in maniera rilevante gia




100 & Acido ascorbico
W Acido urico
80
* *
60 * =

Cambiamento % dal tempo 0

-20-

Tempo (h)

dopo un’ora dal consumo di fragole,
mentre non si apprezza alcuna va-
riazione significativa dei livelli di
acido urico (Fig. 4). Il dato ¢ in
contrasto con quanto visto in espe-
rimenti simili basati pero sul consu-
mo di frutti di altra specie (12), e
testimonia che 'aumento del potere
antiossidante plasmatico puo essere
in larga parte collegato all’assorbi-
mento e al rinvenimento in circolo
degli antiossidanti alimentari, tra
cui la vitamina C sembra rivestire
un ruolo predominante.
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