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Introduzione

Negli ultimi anni ¢ andato crescendo I’interesse verso tematiche quali la sostenibilita, che si &
manifestata in una continua ricerca verso nuovi processi € tecniche che consentissero alla
chimica, intesa come settore industriale, di diminuire il suo impatto sull’ambiente. Si ¢ andata
ad incentivarsi una scelta piu sostenibile delle materie prime utilizzate nei processi, con un
particolare occhio di riguardo verso le biomasse e gli scarti, contribuendo alla costruzione di
una economia circolare. Di conseguenza in letteratura ¢ aumentata la ricerca riguardante la
valorizzazione degli scarti derivati da produzioni agricole in quanto ricchi di composti bioattivi
ampiamente utilizzabili nei processi, convenzionali e non, come sostituti ai composti di natura
fossile. Uno di questi settori su cui ¢ aumentato 1’interesse verso la ricerca e lo sviluppo di
nuove tecniche estrattive ¢ il settore vitivinicolo in quanto produce enormi quantitativi di
sottoprodotti ad alto contenuto di composti ad alto valore aggiunto (come 1 polifenoli). Uno di
questi sottoprodotti ¢ la vinaccia il cui smaltimento viene tradizionalmente designato alle
distillerie per produrre grappa.

Le tecniche di estrazione convenzionali utilizzate per estrarre i polifenoli di natura vegetale
sono tuttavia solitamente associate ad un elevato consumo di solventi organici e a lunghi tempi

di estrazione e cio si traduce in un alto impatto ambientale.

Lo scopo di questo studio ¢ il recupero di composti ad alto valore aggiunto da vinaccia ottenuta
dalla lavorazione dei grappoli d’uva di una azienda vitivinicola al fine di implementare un
metodo di estrazione a basso impatto ambientale. Per questo motivo sono stati valutati 1
cosiddetti “solventi basso eutettici naturali” (NaDES) come un’alternativa ecologica ai solventi
tradizionali. Una volta caratterizzata la matrice organica e sintetizzati nove diversi NaDES, ¢
stato eseguito lo screening di cinque di questi. Tra quelli valutati, il solvente base di cloruro di
colina contenente acido ossalico ¢ stato selezionato come il pit promettente, con conseguente
estrazione piu efficace rispetto ai solventi convenzionali. Si ¢ inoltre valutato se all’aumentare
della presenza di gruppi funzionali di tipo carbossilico (-COOH) nei composti donatori di
legame ad idrogeno (o HBD) porti a delle conseguenze apprezzabili nello studio delle proprieta
fisiche di questi solventi e della loro capacita estrattiva. Tra quelli sintetizzati ¢ stato selezionato
quello piu performante e lo si andra ad ottimizzare nel processo estrattivo al fine di ricavare i
parametri ottimali (temperatura, rapporto solvente su biomassa, contenuto di acqua nel solvente
e tempo ottimale di estrazione). Una volta individuate queste condizioni si andra infine a

caratterizzare la composizione delle biomolecole negli estratti attraverso prove di HPLC.

Xi
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1 Panoramica e potenzialita del settore vitivinicolo

1.1 1l settore vitivinicolo

Il vino ¢ una bevanda alcolica ottenuta dalla fermentazione totale o parziale del mosto d’uva
(Vitis vinifera L.), a sua volta ricavato dalla pigiatura del frutto della vite. Si tratta di uno dei
prodotti di punta dell’agricoltura italiana oltre che un’eccellenza riconosciuta a livello

internazionale del territorio italiano [1].

La produzione del vino annua in Italia in media si attesta a circa 50.000.000 di ettolitri mentre

la produzione annua di uva a circa 80.000.000 di tonnellate (riferimento al periodo 2021-2022)
(2] [3] [4].

Al giorno d’oggi, nell’ambito dell’industria chimica e affini, ’interesse ¢ andato ad aumentare
non tanto sul vino quanto sui sottoprodotti che questo settore produce. A questo proposito, la
letteratura scientifica dimostra che gli scarti possono essere valorizzati in quanto fonte
alternativa per antiossidanti naturali, considerati ad oggi molto piu sicuri degli antiossidanti

sintetici [5].

1.2 Caratteristiche dei sottoprodotti vitivinicoli
I residui che si generano durante la lavorazione dell’uva sono i seguenti:

e JVinacce: sono la frazione solida maggiormente prodotta, nello specifico sono circa il
60% dei rifiuti solidi totali prodotti e circa il 20+25% in peso dell’uva lavorata. Si tratta
di una miscela di buccia, semi e raspi residui. Le vinacce derivate da uve rosse
fermentate hanno basso contenuto di zuccheri e basso contenuto fenolico rispetto a
quelle derivate da uve bianche fermentate e dai processi di produzione del succo d’uva
[6];

e Bucce: rappresentano il 50% delle vinacce e sono interessanti per il loro contenuto di
proteine (5+12%), ceneri (2+8%), zuccheri solubili (1+70%, in base al processo a cui
sono state sottoposte) e di particolare interesse il loro contenuto di fibre e di composti
fenolici. La parete cellulare ¢ costituita da polisaccaridi neutri quali cellulosa,
xiloglucano, arabinano, galattano, xilano e mannano, da sostanze pectiniche acide, da
proantocianidine insolubili, da lignina e da proteine strutturali. I fenoli sono presenti sia
nella parete cellulare legati ai polisaccaridi da interazioni idrofobiche e legami idrogeno,

sia nei vacuoli delle cellule vegetali e nel nucleo cellulare. I fenoli presenti nella parete
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cellulare sono legati principalmente alla cellulosa e all'emicellulosa, le quali sono a loro
volta, strettamente legate alla lignina. Pertanto, 1 processi di estrazione non possono
agire sulla struttura della parete cellulare e sono in grado di estrarre solamente i
composti fenolici liberi. La maggiore quantita di tannini dell'acino d'uva ¢ localizzata
nella buccia. Inoltre, i tannini di buccia hanno un alto grado di polimerizzazione (media
28 e massimo 80) e una bassa quantita di gallati (intorno al 5%) rispetto ai tannini di
vinacciolo. Le bucce dell'uva rossa contengono anche antociani, di cui i principali sono
la delfinidina, la cianidina, la petunidina, la peonidina e malvidin glucosidi, e alcune
tipologie di piruvati [6];

e Raspi d’uva: rappresentano circa il 14% in peso dei rifiuti solidi vitivinicoli e circa il
3+5% dell’'uva lavorata. Sono composti dal 17+26% da lignina, dal 20+30% da
cellulosa, dal 3+-20% da emicellulosa e dal 6-9% da ceneri. Sono inoltre caratterizzati
da un’alta concentrazione di tannini (circa il 16%), ma che essendo strutturalmente
associati alla lignina il loro recupero risulta essere molto complesso [6];

e Semi: hanno un alto contenuto di fibre (47.56%), lipidi (4.31%) e proteine (11.53%). 1l
basso contenuto di lipidi ¢ dovuto a sue rimozioni avvenute durante il processo di
lavorazione dell’uva. Il contenuto di olio pari al 13+15% su base secca e indica che il
14% del contenuto proteico era legato alla cosiddetta ‘fibra detergente acida’ [6]. Si
tratta del residuo della matrice organica di partenza (contenente cellulosa, lignina e
minerali insolubili) a seguito di estrazione con acido diluito e di un suo lavaggio con
solventi al fine di rimuovere amido, pectina, emicellulosa, grassi, oli, proteine, zuccheri
liberi e minerali solubili [7]. Per quanto riguarda la composizione dell'olio, si hanno alti
livelli di tocoli e acidi grassi insaturi. Inoltre, 1 semi d'uva contengono anche composti
fenolici, oltre che tannini e gallati. I tannini hanno le stesse unita costitutive dei tannini
presenti nella buccia, ma grado di polimerizzazione inferiore (~11), in quanto tendono
ad essere in forma monomerica mentre per quanto riguarda 1 livelli di gallati essi sono
superiori del 30% rispetto a quelli nelle bucce e nei raspi [6];

e Tralci di vite: residui non legnosi composti per il 94% da un materiale polimerico
lignocellulosico (cellulosa e emicellulosa per il 55% e lignina per il 39%) e per la
restante parte (6% circa) sono minerali (principalmente K e Ca), composti volatili e

fenoli. La loro produzione si attesta a circa 1.2+2.0t/ (ha-y) [8] [6];
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e Fecce: rappresentano il 2+6% del volume totale del vino prodotto e contengono

principalmente etanolo, acido tartarico e cellule di lievito, insieme a composti fenolici

[6];

o Torte filtranti esaurite: consistono principalmente nell’agente coadiuvante della
filtrazione (come terra di diatomee e terra di perlite) e nelle particelle sospese
indesiderate da rimuovere con il processo, come cellule di lievito, tartrati (come
bitartrato di potassio), proteine, pectine e particelle colloidali. Questi sottoprodotti
possono essere valorizzati secondo diverse strategie in base alle loro caratteristiche

chimiche e alla presenza di quantitativi di composti ad alto valore aggiunto [6].

Secondo quanto riportato da De Iseppi et al. [9], 1 sottoprodotti vitivinicoli ogni anno vengono

prodotti secondo i seguenti quantitativi riportati in Tabella 1.1.

Tabella 1.1 - Produzione media annua di sottoprodotti vitivinicoli'

Sottoprodotto Unita di misura Valore
Vinacce (Semi e Bucce) % di sottoprodotti totali 60.0
Raspi % di sottoprodotti totali 14.0
Fecce e residui solidi % di sottoprodotti totali 25.0
Acque reflue ricche di
composti organici Ecque Retue/Lving 130
CO2 / /
Materiali esausti da
filtrazione / /
Agenti chiarificanti / /

I principali processi e prodotti adatti a questi sottoprodotti dell’industria vitivinicola sono 1

seguenti [10]:

e Estrazione di antiossidanti

e Alimentazione degli animali

e Compostaggio

e Produzione biotecnologica di fine chemicals

e Incenerimento

"1 carattere “/ ” indica che i dati non sono disponibili
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e QGenerazione di biometano

1.3 Classificazione dei polifenoli

I polifenoli sono uno dei prodotti piu diffusi a livello naturale. Ad oggi sono piu di 8000 le
strutture conosciute e tra queste piu di 4000 sono state identificate e riscontrate in natura [11].
I polifenoli sono molecole naturali bioattive trovate principalmente nei tessuti delle piante, le
quali hanno proprieta antiossidanti, antiinfiammatorie, antimicrobica e anti-proliferanti tra le
piu rilevanti [12]. Ad oggi vi ¢ un crescente interesse verso il recupero di polifenoli naturali a
partire da sottoprodotti alimentari come una alternativa a quelli di natura sintetica [ 13]. Grazie
alle loro proprieta biologiche benefiche e multifunzionali, i polifenoli sono ad oggi ingredienti
interessanti per ottenere innovative formulazioni in ambito cosmetico e farmaceutico data la
loro abbondanza in numerose fonti alimentari [14] [15] [16], tra cui la vinaccia [17].

I principali polifenoli individuati nella vinaccia sono:

e Stilbeni
e Flavanoli
e Antociani
e Acidi idrossicinnamici o acidi cinnamici
e Acidi idrossibenzoici o acidi benzoici
e Flavonoidi
e Procianidine
Per ciascuna classe di polifenoli vengono qui di seguito presentate la struttura generica e le

principali molecole individuate.

1.3.1 Stilbeni

Figura 1.1 - Stilbeni

Nella Figura 1.1 viene riportata la struttura tipica degli stilbeni e nella Tabella 1.2 vengono

indicate le principali molecole che sono state identificate nella vinaccia.
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Tabella 1.2 - Stilbeni identificati

Composto ‘ R! R? Riferimento
trans-Resveratrolo H H [17][18][19]
trans-Polidatina Glu H [17]
Piceatannolo H OH [18]

1.3.2 Flavanoli
OH

OH

Figura 1.2 - Flavanoli

Nella Figura 1.2 viene riportata la struttura tipica e nella Tabella 1.3 vengono indicate le
principali molecole che sono state identificate nella vinaccia. Nella Figura 1.3 ¢ riportata la

struttura del gruppo O-AG.

Tabella 1.3 - Flavanoli identificati

Composto ‘ R! ‘ R? ‘ R? Riferimento
(+) - Catechina OH H H [17][18][19]
(-) - Epicatechina H OH H [17][18] [19]
(-) - Epicatechina galloilata H 0O-AG H [17][18] [19]
(-) - Epigallocatechina galloilata H O-AG OH [18]
(-) - Epigallocatechina H OH OH [18][19]
OH
R'-0
OH
o
OH

Figura 1.3 - Struttura O-AG
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1.3.3 Antociani

Figura 1.4 - Antociani

Nella Figura 1.4 viene riportata la struttura tipica e nella Tabella 1.4 vengono indicate le

principali molecole che sono state identificate nella vinaccia.

Tabella 1.4 - Antociani identificati

Composto Riferimento
[17][18]
Cianidina OH | OH H H
[19]
Cianidina 3-O-glucoside OH |[OH| H Glu [17][19]
.. . ) p-Cumaroil-
Cianidina 3-O-p-cumaroilglucoside | OH |OH | H - [17][19]
u
[17] [18]
Delfinidina OH |OH| OH H
[19]
Delfinidina 3-O-glucoside OH |OH | OH Glu [17][19]
Delfinidina 3-O-acetilglucoside OH |OH | OH Acetil-Glu [17]
[17] 18]
Malvidina OCH;3 | OH | OCH;3; H
[19]
Malvidina 3-O-glucoside OCH3 | OH | OCH3 Glu [17][19]
Malvidina 3-O-acetilglucoside OCH; | OH | OCHs3 Acetil-Glu [17]
Malvidina 3-O-p- p-Cumaroil-
. ‘ OCH;3 | OH | OCH;3 [17][19]
cumaroilglucoside Glu
[17][18]
Peonidina OCH; | OH H H
[19]
Peonidina 3-O-glucoside OCH3 | OH H Glu [17][19]
Peonidina 3-O-acetilglucoside OCH; |[OH| H Acetil-Glu [17]
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o . . p-Cumaroil-
Peonidina 3-O-p-cumaroilglucoside | OCH; | OH H al [17][19]
u
L [17] 18]
Petunidina OCH3; | OH | OH H
[19]
Petunidina 3-O-glucoside OCH3 | OH | OH Glu [17][19]
Petunidina 3-O-acetilglucoside OCH3; | OH | OH Acetil-Glu [17]
Petunidina 3-O-p- p-Cumaroil-
OCH; | OH | OH [17] [19]
cumaroilglucoside Glu
1.3.4 Acidi Idrossicinnamici
R1
HO
\ <O
R? O—R?®

Figura 1.5 - Acidi Idrossicinnamici

Nella Figura 1.5 viene riportata la struttura tipica degli acidi cinnamici e nella Tabella 1.5

vengono indicate le principali molecole che sono state identificate nella vinaccia.

Tabella 1.5 - Acidi Idrossicinnamici identificati

Composto R! R? R? Riferimento
Acido caffeico OH H H [17][18] [19]
Acido p-cumarico H H H [17][18] [19]
Acido ferulico OCH; H H [17][18][19]
Acido sinapico OCH3 OCH3 H [17][18][19]
Acido caftarico OH H AT [17]
Acido cutarico H H AT [17]
Acido fertarico OCH3 H AT [17]
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1.3.5 Acidi Idrossibenzoici
R1
R? COCH
R® R*
Figura 1.6 - Acidi Idrossibenzoici

Nella Figura 1.6 viene riportata la struttura tipica degli acidi benzoici e nella Tabella 1.6

vengono indicate le principali molecole che sono state identificate nella vinaccia.

Tabella 1.6 - Acidi Idrossibenzoici identificati

Composto . ’ Riferimento

OH |OH | OH | H
Acido p-idrossibenzoico H OH H H [17][18] [19]
Acido protocatechico OH OH H H [17][18] [19]
Acido siringico OCH; OH OCH; H [17][18] [19]
Acido vanillico H OH OCH; H [19]

Acido salicilico H H H OH [19]
Acido gentisico OH H H OH [19]

1.3.6 Flavonoidi

Figura 1.7 - Flavonoidi

Nella Figura 1.7 viene riportata la struttura tipica e nella Tabella 1.7 vengono indicate le

principali molecole che sono state identificate nella vinaccia.
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Tabella 1.7 - Flavonoidi identificati

Composto ‘ R! R? ‘ R? ‘ R* ‘ Riferimento
Campferolo H OH H OH [17][18][19]
Campferolo 3-O-glucoside H OH H Glu [17]
Isoramnetina OCH; | OH H OH [18]
Isoramnetina 3-O-glucoside OCH3 | OH H Glu [17]
Miricetina OH OH OH OH [18][19]
Quercetina OH OH H OH [17][18][19]
Quercetina 3-O-glucoside OH OH H Glu [17]
Quercetina 3-O-galattoside OH OH H Gal [17]
Quercetina 3-O-glucuronide OH OH H AGlu [17]
Quercetina 3-O-ramnoside OH OH H Ra [17]
Rutina OH OH H Ru [17]

1.3.7 Procianidine

Figura 1.8 - Procianidine

Nella Figura 1.8 viene riportata la struttura tipica e nella Tabella 1.8 vengono indicate le

principali molecole che sono state identificate nella vinaccia.

Tabella 1.8 - Procianidine identificate

Composto R! ‘ R? Riferimento
Procianidina B1 OH H [17][18] [19]
Procianidina B2 H OH [17][18] [19]
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1.4 Natural Deep Eutectic Solvents (NaDES)

La “Chimica Verde” ¢ una disciplina che ha come obiettivo la progettazione di prodotti e
processi chimici innovativi che riducano o eliminino 1’uso e/o la generazione di sostanze
pericolose. Questa disciplina si applica durante I’intero ciclo vita di un prodotto chimico,
compresa la sua progettazione, la sua produzione, il suo utilizzo e il suo smaltimento [20]. Sono
quindi diverse le aree della chimica interessate a questa ricerca di innovazione e tra tutte, quella
che risulta ad oggi essere una delle piu attive ¢ quella che si occupa di sviluppare solventi
sostenibili [21]. L’interesse aumenta, inoltre, nell’estrazione di composti bioattivi quali fenoli,
alcaloidi, fenilpropanoidi, terpenoidi, polisaccaridi, lipidi, peptidi e altri che al giorno d’oggi
vengono ricavati da matrici organiche utilizzando solventi organici convenzionali [22]. Questi
solventi tradizionalmente impiegati tuttavia sono ben noti per la loro tossicita, volatilita e
inflammabilita oltre che alla pericolosita per I’ambiente e per 'uomo [22]. Al fine di rendere
la chimica una realtd sempre piu sostenibile e a basso impatto ambientale, sono diverse le
alternative ai solventi tradizionali che negli ultimi anni sono state proposte come soluzione a

questo problema [22].

Una prima soluzione proposta risale al 1914 dagli studi di Paul Walden sulla ricerca di un
sostituto della nitroglicerina [23] e sono i liquidi ionici (IL) definiti come sali, formati da un
catione organico e da un anione organico o inorganico, che presentano un punto di fusione piu
basso rispetto ai composti che li compongono [22]. T liquidi ionici presentano interessanti
proprieta termodinamiche quali la bassa tensione di vapore, la stabilita termica, una viscosita
regolabile, miscibilita, solubilitd e capacita di estrazione per molti composti organici e
inorganici [24]. Nonostante le grandi potenzialita, ci sono ad oggi diverse difficolta a introdurli
nell’agroindustria in quanto 1 loro effetti sull’organismo umano non sono del tutto chiariti e non
sono regolamentati dalla FDA (Food and Drug Administration, USA), dal Codex Alimentarius
(FAO/OMS) e dalla legislazione europea [25].

Una seconda alternativa risale al 2003 quando Abbott et al. [26] sintetizzarono 1 primi solventi
basso eutettici (DES) a partire da una miscela di cloruro di colina e urea [22]. Questa tipologia
di solventi ha molte caratteristiche termodinamiche in comune con i solventi IL ed inoltre ¢
facilmente sintetizzabile, piu sicura per I’ambiente e presenta una tossicita ridotta [22]. Questa
classe di solventi si ottiene facendo complessare un composto accettore di un legame ad
idrogeno (HBA), come I’ammonio quaternario, con un composto donatore di un legame ad

idrogeno (HBD), come 1’urea, gli acidi carbossilici o le ammine [22].

10
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Quando vengono utilizzati composti di origine naturale per la sintesi dei DES, quali metaboliti
primari delle piante (es. zuccheri), questi prendono il nome di solventi basso eutettici naturali
(NaDES) [27]. Questa terminologia fu introdotta per la prima volta da Choi et al. nel 2011 [27]
e questa classe di solventi, rispetto ad altri, presenta un/a minore impatto ambientale e tossicita
[22]. I NaDES vengono classificati in cinque categorie in base alla natura dei composti utilizzati
nella sintesi [28] [29] [30]:

1. Di tipo liquido ionico, contenente un acido e una base;
Di tipo neutro, formato da zuccheri oppure da uno zucchero e polialcol;
Di tipo acido neutro, sintetizzato con zucchero o polialcol e un acido organico;

Di tipo neutro-basico, con zucchero o polialcol e base organica;

w»ok o wN

Di tipo amminoacidico, con aminoacidi e zucchero o acido organico.

I NaDES presentano un punto di fusione piu basso rispetto ai composti che 1i compongono. La
densita e la viscosita dei solventi sono proprieta importanti che impattano direttamente sui
fenomeni di trasporto che avvengono durante I’estrazione. In generale queste due proprieta sono
molto influenzate dalla dimensione delle molecole, dalla struttura e dalle forze intermolecolari
dei composti che costituiscono i solventi in quanto la viscosita di queste miscele eutettiche pud
essere bassa quanto quella di solventi organici simili oppure elevata quanto quella di soluzioni
pastose o gelatinose, mentre i valori di densita sono elevati rispetto ai solventi convenzionali
[22]. La polarita del solvente ¢ un'altra importante proprieta legata alla capacita di solvatazione.
In relazione a DES e NADES, i legami idrogeno piu forti o altre interazioni molecolari sono
forniti dalle molecole piu piccole e dal maggior numero di sostituti idrossilici e carbossilici dei
costituenti. In generale i NADES sono idrofili a causa dell'elevata elettronegativita e della
capacita di formare legami idrogeno tramite interazioni dipolo-dipolo e pertanto sono
normalmente paragonabili ai solventi polari, sebbene alcune miscele, come l'acido citrico e il
mentolo, mostrino proprieta reciprocamente polari € non polari [22].

Solventi definiti a basso impatto ambientale dovrebbero presentare una bassa tossicita e un’alta
biodegradabilita. In generale 1 NaDES vengono considerati “solventi green” in quanto sono
sintetizzati a partire da composti naturali e presentano un’alta degradabilita nell’ambiente e una
bassa tossicita batterica rispetto ai solventi tradizionali [22].

In letteratura sono diverse le tecniche di estrazione impiegate e le matrici su cui i NaDES
vengono utilizzati come solventi. Alcune delle tecniche piu comuni utilizzate sono la
macerazione, l'estrazione a riflusso di calore (HRE), l'estrazione assistita omogeneizzata

(HAE), l'estrazione assistita da microonde (MAE), I'estrazione assistita da ultrasuoni (UAE),

11
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l'estrazione assistita ad alta pressione idrostatica (HHPAE), 1'estrazione pressurizzata in fase
liquida (PLE) e I’estrazione con acqua subcritica (SWE) anche nota come estrazione con acqua

calda pressurizzata (PHWE) [22].

Inoltre, il solvente puo essere rigenerato e riciclato in modo da ridurre I’impatto complessivo
del processo con una serie di tecniche diverse, tra attraverso 1’aggiunta di un anti-solvente, la
ricristallizzazione del DES nei suoi composti di partenza attraverso I’aggiunta di un anti-
solvente, estrazione liquido-liquido attraverso 1’utilizzo di un altro solvente, estrazione solido-
liquido attraverso 1’utilizzo di una resina macro-porosa, distillazione a cammino breve (dove
attraverso un gradiente di temperatura per tempi brevi e viene separato dall’evaporatore nel
condensatore in una breve distanza), estrazione con fluido supercritico, separazione per
differenze di viscosita e di densita e separazioni attraverso membrane [31].
I NaDES vengono sintetizzati attraverso un primo step di miscelazione in cui vengono aggiunti
1 composti HBA e HBD cui segue uno step di riscaldamento e di mixing ad una temperatura
specifica fin all’ottenimento di un liquido omogeneo [22]. I costituenti che si sono utilizzati in
questo lavoro di tesi sono i seguenti:

e Cloruro di colina (Ch) come HBA;

e Glicole etilenico (EthGly) come HBD;

e Acido glicolico (Gly) come HBD;

e Acido ossalico (Ox) come HBD.

1.4.1 Cloruro di colina (Ch)

I1 cloruro di colina (Figura 1.9) ¢ un sale di ammonio quaternario composto da un catione
(colina) e da un anione (cloruro). Appare come un cristallo bianco e risulta essere neutrale in
soluzioni acquose. Trova impiego come promotore della crescita di animali [32] e si trova
naturalmente presente nella membrana lipidica cellulare [27] e pud essere sintetizzato a partire

da trimetilammina, ossido di etilene e HCI1 [22].

Figura 1.9 - Cloruro di Colina

12
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1.4.2 Glicole etilenico (EthGly)

I1 glicole etilenico (Figura 1.10) ¢ un liquido sintetico inodore e incolore che assorbe 1’acqua.
Si tratta di un composto di tipo 1,2-glicole prodotto attraverso la reazione dell’ossido di etilene
con I’acqua (¢ un glicole e un etandiolo). Viene utilizzato per produrre soluzioni antigelo e
antighiaccio per automobili, aeroplani e barche, ma anche nei liquidi per freni idraulici e negli

inchiostri utilizzati nei cuscinetti per timbri, nelle penne a sfera e nelle tipografie [33].

HO\/\OH

Figura 1.10 - Glicole Etilenico

1.4.3 Acido glicolico (Gly)

L’acido glicolico (Figura 1.11) o acido 2-idrossi monocarbossilico ¢ un acido acetico in cui il
gruppo metilico ¢ stato idrossilato. Si tratta di un alcol primario, il quale ¢ funzionalmente
correlato a un acido aceto in quanto ¢ acido coniugato di un glicolato. Appare come un solido

cristallino incolore, inodore e igroscopico altamente solubile in acqua. Si tratta di un metabolita

HOWOhOH

Figura 1.11 - Acido Glicolico

presente o prodotto da Escherichia coli (ceppo K12, MG1655) e trova impiego come metabolita
e farmaco cheratolitico. Inoltre, grazie alla sua eccellente capacita di penetrare nella pelle,
l'acido glicolico trova applicazione nei prodotti per la cura della pelle, molto spesso come
peeling chimico. Puo ridurre le rughe, le cicatrici da acne, l'iperpigmentazione e migliorare
molte altre condizioni della pelle, tra cui la cheratosi attinica, 1'ipercheratosi e la cheratosi
seborroica. Una volta applicato, l'acido glicolico reagisce con lo strato superiore
dell'epidermide, indebolendo le proprieta leganti dei lipidi che tengono insieme le cellule morte

della pelle. Cio consente alla pelle esterna di dissolversi rivelando la pelle sottostante [34].
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1.4.4 Acido ossalico (Ox)

L’acido ossalico (Figura 1.12) appare come un solido bianco inodore miscibile con acqua. Si
tratta di un acido a,w-dicarbossilico prodotto a partire da etano sostituito da gruppi carbossilici
nelle posizioni 1 e 2. L'acido ossalico ¢ un metabolita presente o prodotto da Escherichia coli

(ceppo K12, MG1655) come metabolita umano, metabolita vegetale e metabolita algale [35].

o A,

Figura 1.12 - Acido Ossalico

L’acido ossalico diidrato (Figura 1.13) viene utilizzato nella stampa e tintura di calico (una
stoffa leggera del cotone greggio), nello sbiancamento di cappelli di paglia e pelle, nella pulizia
di legno e metalli, nella purificazione del metanolo, nella decolorazione del glicerolo grezzo,
nella stabilizzazione dell'acido cianidrico, nella rimozione della vernice e nella rimozione delle
macchie. Viene anche utilizzato nella ceramica e nei pigmenti, nelle soluzioni emostatiche
veterinarie, negli anticoagulanti per campioni di sangue e in altri settori (carta, fotografia,
incisione e produzione di gomma) ed ¢ autorizzato all'uso come ingrediente inerte in prodotti

pesticidi non alimentari [36].

OH, OH,
Ho> (o
0 OH

Figura 1.13 - Acido Ossalico Diidrato

1.5 I NaDES e le loro possibili applicazioni

I composti bioattivi dimostrano diverse proprieta benefiche alla salute tra cui [22]:

o Effetti antiossidanti

e Effetti antimicrobici

e Effetti antifungini

o Effetti antinfiammatori
e Effetti antiallergici

e [Effetti antitumorali
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Questi composti ottenuti da diverse matrici vegetali trovano impiego sia nelle industrie
farmaceutiche e cosmetiche in quanto sono alla base di formulazioni mediche e cosmetiche, sia
nelle industrie alimentari come prodotti alimentari in grado di conferire particolari

caratteristiche bioattive ¢ di sostituire 1 tradizionali additivi sintetici [22].

Pretrattamento Estrazione Purificazione

A

Figura 1.14 - Step di un processo estrattivo

Al fine di diminuire I’impatto del processo di estrazione (Figura 1.14), una possibilita offerta
dai NaDES ¢ quella di non focalizzarsi sull’isolazione e purificazione di queste molecole
bioattive ma di poter utilizzare gli estratti per applicazioni cosmetiche, andando quindi ad
eliminare 1’operazione di purificazione in quanto gli estratti sarebbero direttamente utilizzabili
[37]. Per comprendere quindi se questi solventi sono sicuri, diverse prove di fitotossicita e di
citotossicita sono riportate in letteratura e si riscontra che 1 solventi a base di cloruro di colina
combinati con HBD di origine naturale, tra cui glicole etilenico, presentano una minore
citotossicita umana rispetto ai solventi IL e ai singoli costituenti [22]. Diverso il caso dell’acido
ossalico che dimostra una moderata citotossicita [37]. I NaDES sono quindi costituiti da
biomateriali poco costosi, abbondanti, riciclabili e compatibili con formulazioni alimentari,

farmaceutiche e cosmetiche e questo dimostra il loro grande potenziale applicativo [22].
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2 Materiali e metodi

2.1 Materiali
I reagenti utilizzati per effettuare la ricerca in oggetto sono i seguenti:
* NaSOs anidro in polvere (Sigma-Aldrich)
= Etere di petrolio (Sigma-Aldrich)
= CH3O0H (Sigma-Aldrich)
= Reattivo di Folin-Ciocalteau (Sigma-Aldrich)
* NaxCOs3, 99.9% (Sigma-Aldrich)
* Acido gallico monoidrato, >98.0% (Sigma-Aldrich)
* NaOH, pellets al 98+100.5% (Fluka)
» Ossido di tungsteno (Sigma-Aldrich)
* Cloruro di colina (Sigma-Aldrich)
* Acido glicolico (Sigma-Aldrich)
= Etilen glicole (Sigma-Aldrich)
* Acido ossalico diidrato (Sigma-Aldrich)
= Etanolo (Sigma-Aldrich)
* Acido protocatechico (Sigma-Aldrich)
* Acido p-cumarico (Sigma-Aldrich)
* Acido caffeico (Sigma-Aldrich)
= Acido trans-ferulico (Sigma-Aldrich)
= Campferolo (Sigma-Aldrich)
* Quercetina (Sigma-Aldrich)
= Resveratrolo (Sigma-Aldrich)
Le vinacce di uva rossa (varietd barbera) utilizzate per questo lavoro sono state fornite

dall’azienda vinicola “Nazzari Franco” di Ponzano Monferrato (AL), Italia.

2.2 Caratterizzazione della matrice

2.2.1 Preparazione della matrice essiccata

Per preparare la matrice essiccata, la vinaccia di uva rossa ¢ stata posta in stufa (Memmert®
Modell 100 - 800) a 60 °C fino a completa evaporazione del contenuto umidita al fine di

ottenere stabilita ed uniformita nel peso per un tempo di circa 24 ore. Una volta raggiunto il
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grado di essiccazione desiderato, la matrice essiccata ¢ stata macerata con un trituratore fino ad

ottenere una polvere uniforme (Figura 2.1).

Figura 2.1 - Da sinistra: vinaccia fresca, essiccata e macinata

2.2.2 Analisi delle sostanze grasse totali
Le analisi di questo studio di ricerca sono dette “Proximate Analysis”, il cui scopo ¢ quello di
andare a caratterizzare la matrice organica in esame. Per la determinazione delle sostanze grasse

totali si ¢ utilizzato un separatore in continuo Soxhlet montato come riportato nella Figura 2.2.

Figura 2.2 - Separatore Soxhlet
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In particolare, si pesano in un ditale 5 g di polvere di biomassa (bilancia analitica = 0.0001 g
Mettler Toledo® AE-166) a cui si aggiunge una cucchiaiata di Na,SOa anidro in polvere e si
agita fino a completa omogeneita delle due polveri. Si inserisce nella camera di estrazione del
separatore Soxhlet il ditale e a seguire si preleva un volume di 220.0 mL di etere di petrolio
(solvente), lo si versa nel pallone da 250 mL e lo si collega all’estrattore Soxhlet. L’estrazione
viene condotta ad una temperatura fissa di 60°C per 6 ore, passate le quali I’estratto viene
recuperato attraverso l’evaporazione dell’etere di petrolio nella soluzione condotta con
evaporatore rotante (LABOROTA® 4000 — efficient collegato a pompa per il vuoto deltek® PC
3001 VARIO) alla temperatura di 50 °C e pressione di 410 mbar (vedasi Figura 2.3). I lipidi

estratti vengono quindi recuperati in un pallone da 50 mL (precedentemente tarato) e pesati.

Figura 2.3 - Evaporatore rotante con pompa per il vuoto

L’analisi € condotta in triplicato e una volta ricavati 1 dati sperimentali per la determinazione
dei lipidi presenti nella matrice si utilizzata la formula (2.1).

MEgstratto

100 = YLipidaips (2.1)

mCampione iniziale

2.2.3 Determinazione del contenuto di umidita

Per la determinazione del contenuto di umidita si utilizza biomassa fresca e non essiccata. Si

procede pesando 5 g di vinaccia fresca (bilancia analitica + 0.0001 g XS BALANCE® BL 224)
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e la si pone in stufa a 103 °C (stufa Memmert® Modell 100 - 800) per 24 ore. L’analisi ¢
condotta in triplicato e una volta ricavati i dati sperimentali per la determinazione del contenuto
di umidita nella matrice si utilizza la formula (2.2).

Mgecco+Umidita — Msecco

100 = Y%ymiaira,ro (2.2)
Mgecco+Umidita

2.2.4 Determinazione del contenuto di ceneri

Per la determinazione del contenuto di ceneri si utilizza la biomassa precedentemente essiccata
e polverizzata. Si pesa circa 1 g di campione (bilancia analitica = 0.0001 g RADWAG® AS
220R2) e lo si pone in muffola (CARBOLITE® GERO GSM 1100, 30+-3000°C) a 550 °C per
6 ore e a seguire per 18 ore a raffreddare. Lo scopo di questa analisi ¢ quello di determinare la
frazione di materia inorganica presente nella matrice.

L’analisi ¢ condotta in triplicato e una volta ricavati i dati sperimentali per la determinazione
del contenuto di ceneri presenti nella matrice si utilizza la formula (2.3).

Mceneri
100 = Y%ceneri,Bs (2.3)
Mgecco+Ceneri

2.2.5 Determinazione del contenuto di proteine

Per la determinazione del contenuto di proteine si pesano 20 mg (bilancia analitica = 0.0001 g
RADWAG® AS 220R2) di matrice essiccata e polverizzata a cui si aggiunge una massa di
ossido di tungsteno (WO3) pari al doppio di quella di biomassa pesata. Il campione preparato

viene posto in un analizzatore elementare organico (organico elementar® vario macro-cube).

L’analisi € condotta in triplicato e una volta ricavati 1 dati sperimentali per la determinazione

del contenuto di proteine presenti nella matrice si utilizza la formula (2.4).
N[%] - 4.4 = Yproteine,ss (2.4)

Il coefficiente 4.4 ¢ un fattore di conversione [38].

2.2.6 Determinazione del contenuto di carboidrati

Per la determinazione del contenuto di carboidrati si utilizza la formula seguente’:

([%]carboiarati) = 100% — ({[%]ceneri) — ([%]Lipidi) —([%] proteine)) (2.5)

2 (x) indica il valore medio della variabile di interesse
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2.2.7 Determinazione del contenuto totale di polifenoli
Per la determinazione del contenuto totale di polifenoli (TPC) si fa riferimento a quanto

riportato nel documento [39].

Tabella 2.1 - Soluzioni Standard di AG

Concentrazione
Campione Volume di AG [pL] @ Volume di H,O [mL]
[ngace/mL]
A 100 9.9 11
B 200 9.8 22
C 300 9.7 33
D 400 9.6 44
E 500 9.5 55

Nello specifico, si pesano 0.110 g di acido gallico monoidrato (bilancia analitica + 0.0001 g
RADWAG® AS 220R2) e si porta a 100 mL di volume con H>O ottenendo una “soluzione
madre” di acido gallico con una concentrazione di 1 mg/mL. Si procede preparando delle
soluzioni standard di acido gallico a diverse diluizioni, riportate nella Tabella 2.1, che verranno
utilizzate per la costruzione della retta di taratura dello spettrofotometro UV-Visibile (HACH
LANGE® DR 5000). Viene anche preparata una soluzione da usare come “bianco” per lo
spettrofotometro di acqua cosi da impostare lo zero durante la lettura dei polifenoli (si elimina
il rumore di fondo). Si pesano 110 mg di matrice essiccata e si effettua il seguente passaggio:
si aggiungono al campione 5 mL di una soluzione di metanolo al 70% v./v., precedentemente
riscaldato a 70 °C, e si pone la soluzione in incubatore-agitatore ambientale (BIOSAN® ES-
20/60) a 70 °C per 30 minuti agitando all’occorrenza, passati 1 quali si recupera il surnatante.
Questo passaggio viene ripetuto per altre due volte con il medesimo campione in modo da non
saturare il solvente di polifenoli e rinnovandolo ad ogni passaggio. I tre volumi di surnatante
recuperati alla fine di ciascun passaggio vengono uniti in un unico estratto.

Il surnatante ottenuto a seguito dei tre cicli di estrazione viene filtrato con filtro PES da 0.22
um e diluito con acqua (DF = 2). Si procede quindi con la reazione di Folin-Ciocalteau dove
per ogni campione preparato (bianco, standard, surnatante) sono stati eseguiti i seguenti
passaggi:

1. Siprelevano 300 puL di campione/standard/bianco;

2. Siaggiunge 1.5 mL di reagente di Folin-Ciocalteau al 10% v./v. e si attende 3+8 min,;
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3. Siaggiunge 1.2 mL di Na,COs al 7.5% m./m.;

4. Si lascia il campione per 60 minuti al buio.

Ripetuti questi passaggi per ciascun campione e passato il tempo indicato, si procede con la
lettura dell’assorbanza allo spettrofotometro UV-Visibile (si imposta la lunghezza d’onda
dell’acido gallico, 765 nm).

Dalle soluzioni standard di acido gallico si costruisce la retta di taratura espressa dalla formula

(2.6).
y=m-x+c (2.6)

Nell’equazione (2.6), la variabile x rappresenta la concentrazione espressa come acido gallico

equivalente [pgace/mL] mentre y indica 1’assorbanza [Abs] registrata dallo strumento.

L’analisi ¢ condotta in triplicato e una volta ricavati i dati sperimentali per la determinazione

del contenuto totale di polifenoli presenti nella matrice si utilizza la formula (2.7).

—C
B PH,0 * Vmeon,70% * DF - (ym )
1000 'ug/mg " Mcampione

Nell’equazione (2.7), la concentrazione di polifenoli w viene espressa in [mgacr/gas] € si hanno

(2.7)

1 seguenti termini:
®  Vwmeon70%= 15 mL ¢ il volume di metanolo al 70% v./v. utilizzato per I’estrazione;
e DF=2;
® pu,0= 1 g/mL ¢ la densita dell’acqua in quanto si assume che la densita della miscela

etanolo-acqua sia approssimabile a quest’ultima in quanto il sistema ¢ molto diluito.

2.3 Caratterizzazione dei NaDES
2.3.1 Preparazione dei NaDES

Per preparare i solventi si sono pesati i reagenti (bilancia analitica + 0.0001 g Mettler Toledo®

AE-166) in quantitativi tali da ottenere i rapporti molari desiderati (il numero di moli viene
calcolato utilizzando 1 pesi molecolari riportati nella Tabella 2.3) riportati nella Tabella 2.2. 1
reagenti (cloruro di colina, glicole etilenico, acido glicolico e acido ossalico diidrato) sono stati

miscelati a 60 °C con agitazione per un tempo di 60 minuti.
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Tabella 2.2 - Rapporti molari dei NaDES scelti

NaDES Molar Ratio (MR)

1:1
Ch:EthGly
1:2
Cloruro di Colina:Glicole Etilenico
2:1
1:1
Ch:Gly
1:2
Cloruro di Colina:Acido Glicolico
2:1
1:1
Ch:Ox
1:2
Cloruro di Colina: Acido Ossalico
2:1

Tabella 2.3 - Pesi molecolari costituenti dei NaDES

Peso Molecolare [g/mol] Riferimento
Glicole Etilenico (EthGly) 62.07 [33]
Acido Glicolico (Gly) 76.05 [34]
Acido Ossalico Diidrato (Ox) 126.07 [36]
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2.3.2 Determinazione della viscosita dei NaDES

Figura 2.4 - Reometro modulare compatto

Per la determinazione della viscosita dei NaDES si utilizza un reometro modulare compatto
(Anton Paar® MCR 302, Figura 2.4). Le prove in questo studio sono state svolte sui soli
campioni preparati in precedenza i quali a temperatura ambiente erano allo stato liquido. Le
prove sono state condotte alla temperatura di 25 °C con un “gap” tra le piastre pari a 0.5 mm e

con il range di shear rate pariay = 0.1 = 1000 s 1.
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2.3.3 Determinazione dello spettro IR dei NaDES

Figura 2.5 - Spettrofotometro ATR-FTIR

Per la determinazione dello spettro IR dei NaDES si utilizza uno spettrofotometro ATR-FTIR

(Brucker® Tensor 27, Figura 2.5) e per ’elaborazione dei dati si utilizza il software OPUS®.

2.4 Estrazioni con i NaDES

2.4.1 Ricerca del solvente migliore
Per la ricerca del solvente che avrebbe consentito di raggiungere, a parita di condizioni
operative, la massima resa estrattiva di polifenoli si sono condotte diverse prove con ciascuno

dei NaDES liquidi preparati.

Nello specifico, si pesano 0.3 g di vinaccia (essiccata e polverizzata) e 3 g di NaDES (in modo
da ottenere un rapporto S/B = 10) e si pongono in incubatore-agitatore ambientale (BIOSAN®
ES-20/60) a 25 °C e 250 rpm per 24 ore. I replicati vengono analizzati con test ANOVA e di
Tukey al 95% di confidenza. Quando una ANOVA restituisce un risultato significativo, cio
indica che almeno un gruppo differisce dagli altri. Tuttavia, per analizzare il modello di
differenza tra medie, ’ANOVA ¢ spesso seguita da confronti specifici e il pit comunemente
usato prevede il confronto di due medie ("pairwise comparisons"). La tecnica che consente di

portare avanti questa operazione prende il nome di HSD test o test di Tukey. Questa tecnica
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consente di confrontare le coppie di medie calcolando la differenza onestamente significativa
(HSD) tra due medie utilizzando una distribuzione statistica definita da Student e chiamata ¢
distribution. Questa distribuzione fornisce 1'esatta distribuzione campionaria della piu grande
differenza tra un insieme di medie provenienti dalla stessa popolazione. Tutte le differenze
vengono valutate a coppie utilizzando la stessa distribuzione campionaria utilizzata per la

differenza maggiore rendendo cosi questo approccio conservativo [40].

2.4.2 Determinazione del contenuto totale di polifenoli in presenza di NaDES
Per la determinazione del contenuto totale di polifenoli utilizzando la procedura indicata al
paragrafo 2.2.7 si € notata la formazione di una soluzione torbida di colorazione gialla che con
I’aggiunta di NaxCOs diventava blu mantenendo la torbidita (vedasi Figura 2.6). Lasciando i
campioni reagire per 1 ora e procedendo con le letture attraverso lo spettrofotometro UV-
Visibile si ottengono dei valori non confrontabili con la retta di taratura costruita, in quanto il
composto che si forma ¢ dato da una reazione tra il cloruro di colina e il reattivo di Folin-
Ciocalteau che precipitando vanno ad inibire I’effetto del reattivo F-C stesso, compromettendo
la lettura delle analisi. Cercando in letteratura si ¢ riscontrato che questa problematica puo
essere risolta utilizzando NaOH, ma che la concertazione e il quantitativo da aggiungere deve
essere determinato sperimentalmente per tentativi [41]. Qui di seguito viene riportata la
procedura aggiornata.

Si pesano 0.110 g di acido gallico monoidrato (bilancia analitica + 0.0001 g RADWAG® AS
220R2) e si porta a 100 mL di volume con H2O ottenendo una “soluzione madre” di acido
gallico con una concentrazione di 1 mg/mL. Si procede preparando delle soluzioni standard di
acido gallico a diverse diluizioni riportate nella Tabella 2.4 che verranno utilizzate per la
costruzione della retta di taratura dello spettrofotometro UV-Visibile (HACH LANGE® DR
5000 e Thermo-Scientific BIOMATE® 6 UV-VIS). Viene anche preparata una soluzione da
usare come “bianco” di acqua. Si procede quindi con la reazione di Folin-Ciocalteau, dove per

ogni campione preparato (bianco, standard, surnatante) sono stati eseguiti i seguenti passaggi.

1. Siprelevano 300 pL di campione/standard/bianco;

Si aggiunge 1.5 mL di reagente di Folin-Ciocalteau al 10% v./v. e si attende 3+8 min;
Si aggiunge 1.2 mL di NaxCO3 al 7.5% m./m.;

Si aggiunge 0.6 mL di NaOH 4M;

U

Si lascia il campione per 60 minuti al buio.
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Tabella 2.4 — Soluzioni standard di AG, metodo aggiornato

Concentrazione
Campione Volume di AG [uL] ~ Volume di H.0 [mL] [gace/mL]
A 100 9.9 11
B 200 9.8 22
C 300 9.7 33
D 400 9.6 44
E 500 9.5 55
F 600 9.4 66
G 700 9.3 77
H 800 9.2 88
I 900 9.1 99
J 1000 9.0 10

Figura 2.6 - Precipitato formato tra Ch e F-C

Ripetuti questi passaggi per ciascun campione e passato il tempo indicato, si ha la formazione

di un precipitato di colore bianco. Si procede centrifugando i campioni a 10 °C, 4000 rpm per
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5 minuti (centrifuga Thermo Scientific® SL 16R) e con la lettura dell’assorbanza allo

spettrofotometro UV-Visibile (si imposta la lunghezza d’onda dell’acido gallico, 765 nm).

Il precipitato di colore bianco formatosi dopo la centrifugazione non ha dimostrato di interferire
con la lettura e si ipotizza trattarsi di un sale formato dalla reazione tra NaOH e cloruro di
colina. Per campioni ad alte diluizioni in acqua non si ¢ riscontrata la formazione del

precipitato.

Dalle soluzioni standard di acido gallico si costruisce la retta di taratura espressa dalla formula
(2.6), dove in questo caso la variabile x rappresenta la concentrazione espressa come acido
gallico equivalente [ugace/gss] mentre y indica I’assorbanza [Abs] registrata dallo strumento.
L’analisi ¢ condotta in triplicato e una volta ricavati 1 dati sperimentali per la determinazione
del contenuto totale di polifenoli presenti nella matrice si utilizza la formula (2.8), dove la

concentrazione di polifenoli w viene espressa in [mgace/gas].

—C
Myapes * DF - (y—m )
W= g
1000 /mg *Mcampione

(2.8)

2.5 Design of Experiment

Figura 2.7 - Diversi estratti ricavati durante la DoE

Individuato il NaDES piu performante (ovvero Ch:Ox 1:1), si procede con una DoE, ovvero il
processo di pianificazione degli esperimenti per ottenere dati appropriati € analizzabili con il

metodo statistico piu adeguato cosicché si possano ottenere conclusioni valide e obiettive.
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Inoltre, quando il problema vede la presenza di dati affetti da errori sperimentali, i metodi
statistici sono ’unico approccio obiettivo all’analisi [42]. I principi base su cui si fondano i

metodi statistici sono [43]:

1. La replicazione, ovvero la ripetizione di un esperimento al fine di ottenere un risultato
il piu preciso possibile (o valore medio del campione) e di stimare I’errore sperimentale
(o deviazione standard del campione);

2. La randomizzazione, ovvero 1’ordine casuale con cui devono essere eseguite le prove
sperimentali cosicché le condizioni di una prova non dipendano da quelle di una
precedente e non vadano ad influire le condizioni di una successiva;

3. 1l bloccaggio, ovvero un’azione atta ad isolare un effetto noto di errore sistematico in
modo da impedire che quest’ultimo vada a coprire gli effetti principali. Questo si ottiene
organizzando le prove sperimentali in gruppi simili tra di loro cosi da ridurre le fonti di

variabilita e aumentare la precisione.

Al fine di eseguire una DoE ¢ necessario definire il problema e scegliere le variabili anche
definite fattori o parametri. A seguire, ¢ indispensabile definire uno spazio di progettazione, o
regione di interesse, ovvero si deve impostare un intervallo di variabilita per ciascuna variabile.
La tecnica di DoE e il numero di livelli devono essere selezionati in base al numero di
esperimenti da effettuarsi. Con il termine /ivelli si intende il numero di differenti valori che la
variabile puo assumere in base a come ¢ stata discretizzata. Il numero di livelli ¢ di solito lo
stesso per tutte le variabili presenti. Nella progettazione sperimentale, la funzione obiettivo
prende il nome di variabile di risposta mentre I’insieme degli esperimenti da effettuarsi prende
il nome di spazio campionario [43]. Esistono diverse tecniche per sviluppare una DoE, uno di
questi metodi ¢ la Central Composite Design [44]. La CCD ¢ una progettazione di tipo full
factorial 2* incorporata con 1’aggiunta del punto centrale e dei cosiddetti star points che
consentono di stimare la curvatura dello spazio di progetto [42] [43] [44]. Gli star points sono
1 punti campione in cui tutti i parametri tranne uno sono impostati al livello medio e dove il
valore del parametro rimanente ¢ dato in termini di distanza dal punto centrale [43]. Esistono
varie tipologie di CCD e alcune di queste sono: Circumscribed (Circoscritto, CCC), Inscribed
(Inscritto, CCI), Face Centered (Facce Centrate, CCF) e Scaled (Ridimensionato, CCS) [43]
[44].

Ogni fattore, in questo caso studio, € composto da tre livelli (L = 3) e si ha che per k parametri,

2k star points e un punto centrale vengono aggiunti al 2% di tipo full factorial [43].
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Nk = 2k +2k+1 (2.9)

Nel presente studio, attraverso ’ausilio del programma MODDE?®, si & selezionata e costruita
una CCF e i parametri dell’esperimento sono la temperatura, il rapporto solvente su biomassa
e la percentuale di acqua presente nel solvente mentre si ¢ mantenuto costante il tempo di
estrazione a 30 minuti per tutte le prove. Il numero di esperimenti (N(k = 3) = 15) ¢& stato

portato a 17 perché si sono aggiunte due prove di ripetizione del punto centrale (N15) riportate
nella Tabella 2.5 e nella Figura 2.8°.

40

357 FF Points
Star Points
Central Point

301

v\as

20

15"

Figura 2.8 - CCF implementata

Si procede per determinare il contenuto di polifenoli in ciascuna prova come segue: si pesano
0.125 g/0.2 g/ 0.5 g di vinaccia essiccata e polverizzata (in modo da ottenere rispettivamente

un rapporto S/B =40 /25 /10) e 5 g* di NaDES (in modo da ottenere 0% / 25% / 50% m./m.

311 grafico ¢ stato ricavato con I’ausilio del software ORIGINLAB®
4 Bilancia analitica (+ 0.0001 g) Mettler Toledo® AE-166
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di acqua) e si procede con ’estrazione alla temperatura desiderata (T =30 °C / 60 °C / 90 °C)

per 30 minuti. Nella Figura 2.9 viene riportata la configurazione di set-up adottata durante

I’estrazione.

Tabella 2.5 - Esperimenti CCF

Prova Temperatura [°C] %onzo [m./m.] S/B [m./m.]
N1 30 0 10
N2 90 0 10
N3 30 50 10
N4 90 50 10
NS 30 0 40
N6 90 0 40
N7 30 50 40
N8 90 50 40
N9 30 25 25
N10 90 25 25
N11 60 0 25
N12 60 50 25
N13 60 25 10
N14 60 25 40
N15 60 25 25
N16 60 25 25
N17 60 25 25
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Figura 2.9 - Set-up estrazioni

A fine estrazione, 1 campioni vengono filtrati con filtro PES da 0.22 um e la lettura della risposta

di ciascuna analisi viene effettuata applicando il metodo TPC riportato nel paragrafo 2.4.2. Una

volta ricavato il modello dalla DoE, questo verra validato utilizzando le prove riportate nella

Tabella 2.6.
Tabella 2.6 - Prove di validazione della DoE
Prova Temperatura [°C] %mn20 [M./m.] S/B [m./m.]
1 90 50 25
2 90 50 25
3 90 50 25
4 90 0 10
5 90 50 10
6 90 0 40
7 90 0 40
8 90 50 40
9 90 25 25
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2.6 Cinetica di estrazione

Figura 2.10 - Set-up prove di cinetica

Individuato il NaDES piu performante e le condizioni di estrazioni ottimali (temperatura,
contenuto di acqua nel solvente e rapporto S/B) si procede con lo studio della cinetica di
estrazione alle condizioni ottimali di estrazione. Lo scopo ¢ di quello di determinare come
varia la concentrazione di polifenoli estratti nel tempo in modo da determinare il tempo
ottimale di estrazione. Tra i1 diversi modelli cinetici a disposizione, quello che si ¢ studiato
ed implementato ¢ quello descritto da Peleg nel 1988 [45]. 11 modello matematico
inizialmente venne studiato ed implementato per costruire le curve di assorbimento
dell’umidita della polvere di riso e di latte, ma nel tempo ¢ stato adattato anche per
descrivere processi di estrazione [46]. Il modello di Peleg (2.10) consente di predire la

massima/minima concentrazione/resa dell’estratto ad un tempo esaustivo [47].

p(t) = (2.10)

t
+_
po_(K1+K2't)

Nell’equazione (2.10), la variabile p(t) ¢ la concentrazione dell’estratto [mgace/gss] al
tempo t [min], p, ¢ la concentrazione a t = 0 min, K; ¢ la costante di Peleg 1
[min.ggs/mgace] € K, ¢ la costante di Peleg 2 [grs/mgace]. K; ¢ la costante di velocita di

Peleg e rappresenta la velocita di mass transfer iniziale mentre K, ¢ la costante di capacita
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di Peleg e rappresenta il mass transfer alle condizioni di equilibrio [48]. La concentrazione
iniziale py a t = 0 min, in questo studio sperimentale, ¢ assunta pari a 0 (py = 0 mgacr/gas)
cosi da ottenere I’equazione (2.11) in forma lineare.
t _ t
(b@®) = po)  p()

Le costanti di Peleg 1 e 2 vengono ricavate attraverso una regressione lineare a partire dai

=K, +K,-t 2.11)

dati sperimentali ricavati ed inseriti nell’equazione (2.11). La costante di Peleg 1 (K;) ¢

legata alla velocita di estrazione (By) al tempo t =0 min (2.12).
BO = — (2.12)

Invece, la costante di Peleg 2 (K;) ¢ legata alla massima capacita di estrazione (p, ) al tempo
t = oo (2.13). All’aumentare del tempo di estrazione, si arrivera ad un certo punto in cui il
processo raggiungera 1’equilibrio tra le sostanze disciolte nel bulk del liquido (solvente) e

tra quelle ancora presenti nella matrice solida.

t—co

1
w = li t) = — _
peo = Jim p() = 7 (.13

Per determinare la cinetica di estrazione alle condizioni ottimali individuate attraverso la
DoE, si pesano 0.1 g di vinaccia essiccata e macerata e 1.0 g di NaDES (Ch:Ox 1:1, 50
%20 e rapporto S/B = 10). I campioni vengono posti alla temperatura costante di 90 °C per
il tempo desiderato (vedasi Figura 2.10), passato il quale vengono filtrati con filtro PES da
0.22 um. La lettura della risposta di ciascuna analisi viene effettuata applicando il metodo

TPC riportato nel paragrafo 2.4.2.

2.7 Analisi TPC e HPLC alle condizioni migliori

Per determinare in maniera qualitativa e quantitativa i polifenoli estratti nelle condizioni
ottimali individuate attraverso la DoE e le prove di cinetica di estrazione, si procede come
riportato. Si pesano 0.1 g di vinaccia essiccata e macerata e 1.0 g di NaDES (Ch:Ox 1:1, 50
%20 e rapporto S/B = 10). I campioni vengono inseriti alla temperatura di 90 °C per un
tempo ottimale pari a 100 minuti, passato il quale vengono filtrati con filtro PES da 0.22
pum. La lettura della risposta di ciascuna analisi viene effettuata applicando il metodo TPC
riportato nel paragrafo 2.4.2.
®

A seguire i campioni vengono analizzati attraverso tecnica HPLC (Shimadzu Nexera® con

rivelatore DAD). Le specifiche vengono riportate nella Tabella 2.7.
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Tabella 2.7 - Specifiche HPLC

Specifiche

Colonna Kinetex C18 core-shell 5 pum 100A 150 x 4.6 mm

Iniezione [pnL] 10
Temperatura porta campione [°C] 4
Temperatura colonna [°C] 30

Fase mobile A: acido formico 0.5% + B: acetonitrile
Metodo di eluizione Gradiente

Flusso [mL/min] 1

A [nm] 280

Per il metodo di eluizione viene applicato il metodo del gradiente (Tabella 2.8) dove a parita di
portata viene fatto variare il quantitativo di acido formico allo 0.5% (A) e di acetonitrile (B)

che si invia in colonna all’aumentare del tempo.

Tabella 2.8 - Metodo del gradiente

Tempo [min] A
0 90% 10%
5 70% 30%
10 60% 40%
20 50% 50%
25 90% 10%
30 90% 10%

I polifenoli che si sono ricercati in questo studio negli estratti sono i seguenti: campferolo, acido
p-cumarico, quercetina, acido protocatechico, acido gallico, acido caffeico e resveratrolo. Per
la determinazione dei polifenoli presenti negli estratti si pesano 0.1 mg di polifenolo e 10g di
EtOH in modo da ottenere delle soluzioni standard con concentrazioni pari a 1 mg/g. Questi
standard vengono utilizzati per determinare il tempo di eluizione di ciascun polifenolo e per

preparare gli standard diluiti in modo da costruire le rette di taratura di ciascun composto. In
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seguito, si prepara lo standard A andando a prelevare 1 mL di ciascuna soluzione di polifenoli
a concentrazione nota e si aggiunge 1mL di EtOH. Gli standard successivi vengono preparati a
partire dallo standard A andando ad effettuare diverse diluizioni con EtOH (vedasi Tabella 2.9).

A seguire si preparano i campioni da analizzare diluiti a DF = 10 con EtOH.

Tabella 2.9 - Soluzioni Standard di polifenoli per HPLC

Campione Concentrazione [mg/g]
B 20 0.05
C 100 0.01
D 200 0.05
E 1000 0.001

Dalle soluzioni standard di acido gallico si costruisce la retta di taratura espressa dalla formula
(2.6), dove in questo caso la variabile x rappresenta la concentrazione espressa come polifenolo
i-esimo equivalente [pg;ig/g] mentre y indica 1’area dei picchi [puv s] registrata dallo strumento.
L’analisi € condotta in triplicato e una volta ricavati 1 dati sperimentali per la determinazione
del contenuto totale di polifenoli presenti nella matrice si utilizza la formula (2.8), dove la

concentrazione di polifenoli w viene espressa in [mg; g/gss].
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3.1 Dati e risultati sperimentali

3 Elaborazione dei dati e discussione dei risultati

In questo paragrafo vengono riportate le tabelle contenenti i dati sperimentali ricavati e i risultati

ottenuti i quali verranno ripresi € commentati nel capitolo successivo.

3.1.1 Caratterizzazione della matrice

Tabella 3.1 - Risultati analisi sostanze grasse

Peso campione [g]

Peso estratto [g]

[%oLipidi, Bs]

1 5.0592 0.0985 1.95
2 5.5505 0.1116 2.01
3 5.3662 0.1002 1.87

Tabella 3.2 - Risultati determinazione del contenuto di umidita

Peso campione umido [g]

Peso essiccato [g]

[%o Umidita, TQ]

1 4.9966 1.1491 77.00
2 5.3820 1.4002 73.98
3 5.5235 1.3037 75.79
Tabella 3.3 - Risultati determinazione del contenuto di ceneri
Prova Peso campione [g] Peso ceneri [g] [ %0 ceneri, Bs]
1 0.6393 0.0667 10.43
2 0.9903 0.0989 9.99
3 1.0154 0.1065 10.49
Tabella 3.4 - Risultati analizzatore elementare organico
Prova Peso campione [g] ‘ C [%] ‘ H [%] ‘ S [%] N [%] [ Yoproteine, Bs]
1 0.0222 42.64 4.968 0.198 1.43 6.292
2 0.0213 44.28 5.323 0.169 1.28 5.632
3 0.0194 44.01 8.107 0.131 1.49 6.556
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Tabella 3.5 - Risultati determinazione del contenuto di carboidrati

Ceneri [%)] Lipidi [%] Proteine [%] Carboidrati [%)]
1 10.43 1.95 6.292 81.33
2 9.99 2.01 5.632 82.37
3 10.49 1.87 6.556 81.09

Tabella 3.6 - Risultati determinazione del contenuto di polifenoli totali nella vinaccia

Peso campione [g] Assorbanza [Abs] w [mgace/gss]
0.1200 7.40
2 0.1155 0.350 8.75
3 0.1225 0.386 9.10

3.1.2 Rette di taratura

Tabella 3.7 - Parametri della retta di taratura 1

Parametro Valore Unita di misura
Pendenza (m) 0.0103 [mL/pgace]
Intercetta (c) 0.0037 [-]
R? 0.9991 [-]

Tabella 3.8 - Parametri della retta di taratura 2

Parametro ‘ Valore Unita di misura
Pendenza (m) 0.0060 [g/ngace]
Intercetta (c) -0.0957 [-]

R? 0.9996 [-]
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Tabella 3.9 - Parametri della retta di taratura 3

Parametro ‘ Valore Unita di misura
Pendenza (m) 0.0045 [g/ngacE]
Intercetta (c) -0.0079 [-]

R? 0.9975 [-]

3.1.3 Determinazione del NaDES ottimale

Tabella 3.10 - Risultati TPC dei diversi NaDES

N S Peso Peso NaDES DF Assorbanza w
campione [g] [g] [Abs] [mgacr/gss]

1 0.3073 3.0043 20 0.25 11.185

Ch:Ox (1:1) 2 0.3114 3.0366 20 0.371 15.060
3 0.31 3.0339 20 0.381 15.439

1 0.3086 3.0688 20 0.139 7.724

Ch:Ox (2:1) 2 0.3043 3.0795 20 0.168 8.832
3 0.326 3.0506 20 0.195 9.003

1 0.306 3.0194 20 0.119 7.012

Ch:Gly (1:1) 2 0.3209 3.0125 20 0.179 8.535
3 0.3213 3.0312 20 0.192 8.983

1 0.31 3.0365 20 0.149 7.933

Ch:Gly (1:2) 2 0.3034 3.0117 20 0.128 7.349
3 0.3069 3.0162 20 0.129 7.309

1 0.3235 3.0024 20 0.135 7.086

Ch:EthGly

(1:2) 0.3219 3.0289 20 0.064 4.974

3 0.3186 3.008 20 0.156 7.865
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3.1.4 Design of Experiment (DoE)

Tabella 3.11 - Risultati TPC della DoE

S ca:;si(:)ne Peso Ch:Ox Retta di Assorbanza w
el 1:1) [g] taratura [Abs] [mgace/gas]|

N1 0.4924 5.0617 Tabella 3.8 10 0.087 3.1081

N2 0.5033 5.0113 Tabella 3.9 100 0.054 13.6812
N3 0.5061 5.0761 Tabella 3.8 10 0.515 10.1347
N4 0.5065 5.0140 Tabella 3.9 100 0.273 61.7562
NS 0.1246 5.0383 Tabella 3.8 2 0.044 1.8698

N6 0.1251 5.0289 Tabella 3.9 100 0.042 44.5207
N7 0.1250 5.0061 Tabella 3.8 10 0.112 13.7543
N8 0.1257 5.0087 Tabella 3.9 100 0.147 70.6821
N9 0.2007 5.0508 Tabella 3.8 10 0.145 10.0238
N10 0.2004 5.0176 Tabella 3.9 100 0.147 86.1242
N11 0.1998 5.0342 Tabella 3.8 10 0.169 11.0363
N12 0.2046 5.0458 Tabella 3.8 10 0.195 11.8631
N13 0.5021 5.0307 Tabella 3.8 10 0.492 9.7428

N14 0.1266 5.0212 Tabella 3.8 10 0.202 19.5380
N15 0.2006 5.0312 Tabella 3.8 10 0.245 14.1394
N16 0.2001 5.0044 Tabella 3.8 10 0.353 18.5679
N17 0.2027 5.0527 Tabella 3.9 10 0.192 11.0658
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Tabella 3.12 - Risultati TPC per validazione della DoE

rese Peso Ch:Ox Retta di Assorbanza w
rrova can;zione (1:1) [g] taratura [Abs] [mgace/gas]
1 0.2022 5.0369 Tabella 3.9 100 0.148 86.2391
2 0.2015 5.0289 Tabella 3.9 100 0.138 80.8578
3 0.2086 5.0607 Tabella 3.9 100 0.144 81.8328
4 0.5017 5.0055 Tabella 3.9 100 0.061 15.2603
5 0.5042 5.0330 Tabella 3.9 100 0.267 60.9427
6 0.1255 5.0270 Tabella 3.8 10 0.575 44.4508
7 0.1252 5.0215 Tabella 3.9 100 0.047 48.8740
8 0.1250 5.0343 Tabella 3.9 100 0.065 65.1792
9 0.2031 5.0493 Tabella 3.9 100 0,150 87.1727
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3.1.5 Cinetica di estrazione
Tabella 3.13 - Risultati TPC delle prove di cinetica

Tempo Peso campione Peso Ch:Ox Assorbanza
Prova F w [mgace/ges]

[min] [g] 1:1) [g] [Abs]

A 0.1039 1.0223 20 0.210 9.5226

! B 0.1016 1.0090 20 0.184 8.4644
A 0.1037 1.0761 20 0.368 17.3267

’ B 0.1058 1.0738 20 0.353 16.2702
A 0.1055 1.0297 50 0.252 28.1679

> B 0.1048 1.0229 50 0.252 28.1687
A 0.1002 1.0214 50 0.271 31.5697

7 B 0.1057 1.0208 50 0.299 32.9126
A 0.1012 1.0091 100 0.173 40.0574

10 B 0.1043 1.0213 100 0.167 38.0318
A 0.1009 1.0020 100 0.232 52.9079

2 B 0.1042 1.0681 100 0.217 51.1968
A 0.1044 1.0113 100 0.265 58.7091

% B 0.1029 1.0240 100 0.242 55.2290
A 0.1054 1.0113 100 0.287 62.8407

1 B 0.1018 1.0080 100 0.278 62.8713
A 0.1009 1.0142 100 0.350 79.8971

> B 0.1047 1.0376 100 0.353 79.4342
A 0.1027 1.0176 100 0.394 88.4437

0 B 0.1070 1.0060 100 0.390 83.0864
A 0.1014 1.0121 100 0.360 81.5556

120 B 0.1015 1.0112 100 0.358 80.9602
A 0.1046 1.0539 100 0.354 80.9830

240 B 0.1054 1.0388 100 0.340 76.1520
A 0.1075 1.0624 100 0.373 83.6047

360 B 0.1051 1.0416 100 0.348 78.3363
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3.1.6 Analisi TPC e HPLC alle condizioni migliori

Tabella 3.14 — Risultati estrazione a: %m0 = 50%, S/B = 10 e T = 90 °C per 100 minuti

Prova Peso campione [g] | Peso Ch:Ox (1:1) [g] DF Assorbanza [Abs]

[mgace/gas]
1 0.5209 5.1097 100 0.350 77.9722
2 0.5215 5.0678 100 0.360 79.4023
3 0.5063 5.0878 100 0.356 81.2161

Tabella 3.15 - Tempi di eluizione dei polifenoli scelti

Tempo di

eluizione

[min] 2.0 3.2 5 6.3 8.7 93 11.3

Unita di
Parametro

misura

Pendenza [(uvs)
1.178¢"7 | 1.010e"7 | 2.101e*7 | 3,352¢™" | 2,558¢"7 | 7,928¢® | 1,000e"’

(m) g/mg;k]

Intercetta
© -2410 -5513 -7710 -11963 | -10606 -9894 -12188 [uv s]

c
R? 0.9998 | 0.9996 | 0.9999 | 0.9999 | 0.9998 0.9983 0.9988 [-]
Tabella 3.17 - Aree registrate HPLC espresse in [/ s]
Prova GA PA CA ‘ e R Q ‘ K

1 16357 11200 144535 129669 2247 30379 5172
2 19882 12721 151594 144932 1929 32324 5513
3 19573 13595 132137 136360 2295 30920 4964
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Tabella 3.18 — Risultati HPLC estratti espressi in [mg; i/gss]

Prova GA PA CA ‘ p-C R Q K
1 0.1841 | 0.1639 | 0.7467 | 0.4631 0.0420 | 0.4938 1.7029
2 02187 | 0.1789 | 0.7813 | 0.5130 | 0.0410 | 0.5177 1.7364
3 02156 | 0.1874 | 0.6859 | 0.4850 | 0.0422 | 0.5004 1.6825

Media | 0.2061 0.1767 0.7380 0.4870 0.0417 0.5040 1.7073

D.S. [#] | 0.0191 0.0119 0.0483 0.0250 0.0007 0.0123 0.0272

3.2 Caratterizzazione della matrice

3.2.1 Proximate Analysis della vinaccia di barbera

Nella Tabella 3.19 viene riportata la composizione riassuntiva della vinaccia di barbera ricavata
attraverso le analisi riportate nei paragrafi 2.2.2 (Tabella 3.1), 2.2.3 (Tabella 3.2), 2.2.4 (Tabella
3.3),2.2.5 (Tabella 3.4) e 2.2.6 (Tabella 3.5).

Tabella 3.19 - Proximate Analysis della vinaccia di barbera

Parametro Valore D.S. (®) Unita di misura
Umidita 75.79 1.60 %o1qQ
Ceneri 10.30 0.28 %oBs
Lipidi 1.94 0.07 %oBs
Proteine 6.16 0.48 %oBs
Carboidrati 81.60 0.68 YoBs

Confrontando 1 valori riportati nella Tabella 3.19 con 1 valori riportati nella letteratura
scientifica (Tabella 3.20), si pud notare come 1’'umidita, il contenuto totale di carboidrati e di
ceneri risultano essere maggiori rispetto ai valori delle vinacce riportate in letteratura (Petit
Verdot, Merlot, Chambourcin e Cabernet Franc), mentre il contenuto totale di lipidi e di
proteine risultano essere minori rispetto ai valori delle vinacce riportate in letteratura (Petit

Verdot, Merlot, Chambourcin e Cabernet Franc).
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Tabella 3.20 - Confronto con altre vinacce
Parametro Varieta ‘ Valore Unita di misura Fonte
Barbera 75.79 = 1.60 Tabella 3.19
Petit Verdot 50.7+4.28 [49]
Umidita Merlot 50.7 +4.20 %rtQ [49]
Chambourcin 542 +2.97 [49]
Cabernet Franc 58.1 +£3.51 [49]
Barbera 10.30+0.28 Tabella 3.19
Petit Verdot 5.36 +£0.08 [49]
Merlot 6.08+0.17 %Bs [49]
Ceneri
Chambourcin 4.52 +£0.07 [49]
Cabernet Franc 5.24+0.10 [49]
Varie Vinacce 1.73+9.10 g/100 ggs [50]
Barbera 1.94 £ 0.07 Tabella 3.19
Petit Verdot 11.8+£0.40 [49]
Merlot 11.4+0.3 %Bs [49]
Lipidi
Chambourcin 7.19 £0.59 [49]
Cabernet Franc 12.5+0.30 [49]
Varie Vinacce 1.14+13.90 g/100 ggs [50]
Barbera 6.16 £0.48 Tabella 3.19
Petit Verdot 11.5+0.06 [49]
Merlot 12.9+0.07 %oBs [49]
Proteine
Chambourcin 12.7+0.12 [49]
Cabernet Franc 13.0+0.21 [49]
Varie Vinacce 3.57+14.17 g/100 ggs [50]
Barbera 81.60+ 0.68 %oBs Tabella 3.19
Carboidrati
Varie Vinacce 12.20+40.53 g/100 ggs [50]
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3.2.2 Determinazione del contenuto totale di polifenoli

Dalla lettura delle soluzioni standard di acido gallico e attraverso una regressione lineare dei
dati si ricava la retta di taratura dello strumento riportati nella Tabella 3.7 con riferimento
all’equazione (2.6).

Nella Tabella 3.6 sono riportati i dati e 1 risultati sperimentali ottenuti da cui si comprende che
il contenuto di polifenoli totali medio presente nelle vinacce ¢ pari a 8.42 [mgace/gns] con una
deviazione standard pari al 0.90 [mgace/ggs]. Nella Tabella 3.21 si puod osservare un confronto
con alcuni valori riscontrati in letteratura da cui si deduce che il contenuto totale di polifenoli
ricavato per le vinacce di barbera risulti essere inferiore rispetto a Petit Verdot, Merlot,

Chambourcin e Cabernet Franc.

Tabella 3.21 - Confronto TPC con altre vinacce

Parametro Varieta Valore Unita di misura

Barbera 8.42+0.90 MEAGE/EBS Questo studio

Petit Verdot 64.8+4.12 [49]

Merlot 35.8+1.09 [49]

TPC gacr/kgss

Chambourcin 10.4 +£0.79 [49]

Cabernet Franc 36.1 £1.08 [49]

Varie Vinacce 0.28+8.70 2/100 ggs [50]

45



Capitolo 3 Elaborazione dei dati e discussione dei risultati

3.3 Caratterizzazione dei NaDES
3.3.1 Preparazione dei NaDES

Figura 3.1 - NaDES Ch:Ox (1:1)

Nella Tabella 3.22 vengono riportate le combinazioni dei NaDES con i diversi rapporti molari
e lo stato fisico a temperatura ambiente (T = 20 °C). Da notare che alla temperatura di 60°C

tutti i NaDES si presentano allo stato liquido. Un esempio, come Ch:Ox 1:1, ¢ riportato nella

Figura 3.1.
Tabella 3.22 - NaDES preparati

NaDES ‘ Molar Ratio (MR) ‘ Stato (T = 20 °C)
Ch:Ox 1:1 LIQUIDO
Cloruro di Colina:Acido 1:2 SOLIDO
Ossalico 2:1 LIQUIDO
Ch:EthGly 1:1 SOLIDO
Cloruro di Colina:Glicole 1:2 LIQUIDO
Etilenico 2:1 SOLIDO
Ch:Gly 1:1 LIQUIDO
Cloruro di Colina:Acido 1:2 LIQUIDO
Glicolico 2:1 SOLIDO
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3.3.2 Determinazione della viscosita dei NaDES

]_H—I—-E—I—I—I—I—I—I—I—%%—E—I—I——I—ﬂ
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Nella Figura 3.2° vengono riportati i risultati sperimentali sulla viscosita dinamica (1) a 25 °C.
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Figura 3.2 - Grafico viscosita dei NaDES

Tabella 3.23 - Viscosita NaDES vs. acqua

NaDES Viscosita [Pa-s] D.S. ()
H:0 0.0009 0.0000
Ch:EthGly (1:2) 0.0275 0.0003
Ch:Gly (1:2) 0.1589 0.0007
Ch:Gly (1:1) 0.2252 0.0008
Ch:Ox (2:1) 0.6029 0.0022
Ch:Ox (1:1) 1.0679 0.0075

511 grafico ¢ stato ricavato con ’ausilio del software ORIGINLAB®
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Nella Tabella 3.23 sono indicate le viscosita dinamiche (1) medie a 25 °C per ciascun solvente
preparato. Confrontando ciascuna 7 con quella dell’acqua [51] si pud notare come i solventi
siano molto piu viscosi, fattore che durante la fase di estrazione andra ad incidere in maniera
negativa sull’operazione stessa in quanto va a rendere molto piu difficile la separazione del
surnatante dalla matrice esausta a fine processo. Nella Tabella 3.24 vengono riportate le
viscosita di alcuni NaDES riportate in letteratura e si pud notare come i valori risultino essere

molto simili rispetto a quelli riportati nella Tabella 3.23.

Tabella 3.24 - Confronto con vari NaDES

Xp20 [%0] Viscosita [Pa‘s] @ 25 °C Riferimento

H:0 / 0.00089 [52]

7.5 0.5322 £0.0025 [52]

Ch:Ox (1:1) 15 0.1227 £0.0018 [52]

25 0.0254 + 0.0004 [52]

Ch:EthGly (1:2) / 0.0351 £ 0.0016 [52]
Ch:EthGly (1:4) / 0.0201 £ 0.0001 [52]
Ch:glycerol (1:2) / 0.2832 +0.0051 [52]
Ch:1,4-butanediol (1:4) / 0.0702 £+ 0.0005 [52]
Ch:levulinic acid (1:2) / 0.2078 + 0.0007 [52]
Ch:levulinic acid (1:3) / 0.1329 £ 0.0025 [52]
7.5 0.9943 +£0.0141 [52]

Ch:malic acid (1:1) 15 0.0721 £ 0.0007 [52]
25 0.0476 £+ 0.0007 [52]

Inoltre, il numero dei gruppi carbossilici (-COOH) presenti nei diversi HBD ha fortemente
influenzato la viscosita di tutti i NaDES sintetizzati in quanto la viscosita ¢ andata aumentando
secondo il seguente ordine: glicole etilenico (0 gruppi carbossilici) < acido glicolico (1 gruppo

carbossilico) < acido ossalico (2 gruppi carbossilici) [53]. L’effetto del rapporto molare (MR)
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sulla viscosita dei NaDES ¢ legato al peso molecolare sia del HBA che del HBD in quanto, in
generale, la presenza di un costituente ad alto peso molecolare porta ad un'elevata viscosita
[53]. Questa affermazione consente di giustificare perché la viscosita di Ch:Gly (1:2) sia minore
rispetto a quella di Ch:Gly (1:1) in quanto il peso molecolare dell’acido glicolico (76.06 g/mol)
¢ molto minore rispetto a quello del cloruro di colina (139.62 g/mol) e nel caso di Ch:Gly (1:2)
la specie maggiormente presente ¢ 1’acido glicolico che porta ad un abbassamento della
viscosita. Diverso ¢ il caso che vede Ch:Ox (1:1) e Ch:Ox (2:1) in, nel NaDES Ch:Ox (2:1), la
specie maggiormente presente ¢ quella a maggiore peso molecolare (cloruro di colina) rispetto
all’acido ossalico (126.07 g/mol) ma nonostante cio la viscosita di questo solvente ¢ inferiore a
quella di Ch:Ox (1:1). Tuttavia, questo puo essere dovuto alla bassa differenza di pesi
molecolari di queste due specie che porta in questo caso a rendere predominante 1’effetto dato
dai gruppi carbossilici di aumentare la viscosita, motivo per cui il solvente che presenta nei suoi
costituenti il quantitativo maggiore di acido ossalico presenta una maggiore viscosita. La
viscosita nei NaDES ¢ quindi determinata da due parametri: il rapporto molare (MR) per via
dei pesi molecolari dei costituenti e il numero di gruppi carbossilici per via dei legami ad

idrogeno piu forti che si instaurano tra HBD e HBA [22].
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3.3.3 Determinazione dello spettro IR dei NaDES

Qui di seguito vengono riportati i grafici normalizzati ottenuti dalle analisi dello spettro FTIR

alla temperatura di 25 °C dei NaDES sintetizzati e una breve analisi di ciascuno.

FTIR spectra of Choline Chloride

03—
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¥Y3 —
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Wavenumber [1/¢m]

Figura 3.3 - FTIR cloruro di colina

1. Cloruro di colina: riportato nella Figura 3.3, si pud notare la presenza di bande
vibrazionali a 3219 cm™! (stretching del legame N-H / stretching del legame O-H) e a
1078-893 cm ! (stretching del legame simmetrico C-N") date dalla presenza del gruppo
ossidrilico e amminico. Le bande vibrazionali a 1483 cm™' e a 3013 cm™! (stretching
simmetrico del legame CH3) si riferiscono al gruppo alchile (bending del legame CH>)

[54] [55].
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FTIR spectra of Ethylene Glycol
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Figura 3.4 - FTIR glicole etilenico

2. Glicole etilenico: riportato nella Figura 3.4, si pud notare la presenza di bande
vibrazionali a 3304 ¢cm™! (stretching del legame O-H) e a 2935 cm ™' e 2872 cm!
rispettivamente (stretching del legame C-H ibridizzato sp®). A seguire, si ha la banda
vibrazionale a 1408 cm™! (bending del legame CHz), la banda vibrazionale a 1331 cm™!
(in-plane bend del legame O-H / bending del legame C-O-H) e la banda vibrazionale a
1204 cm ™! (bending del legame C-O-H). Proseguendo appaiono la banda vibrazionale a
1082 cm™! (stretching del legame C-O nel primo alcol), la banda vibrazionale a 1036
cm ! (stretching asimmetrico dei legami C-C-O), la banda vibrazionale a 874 cm™!

1

(stretching simmetrico dei legami C-C-O) e infine le bande vibrazionali a 613-519 cm™

(out-of-plane bend del legame O-H) [54] [55].
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FTIR spectra of Glycolic Acid
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Figura 3.5 - FTIR acido glicolico

3. Acido glicolico: riportato nella Figura 3.5, si pud notare la presenza di bande
vibrazionali a 3252 cm™! (tipica dello stretching del legame O-H) data dalla presenza
dei gruppi carbossilici e idrossile e a 2845 cm ™! (tipica dello stretching del legame C-
H). Alla frequenza di 1701 cm™! (stretching del legame C=0) data dalla presenza di un
chetone alifatico. Infine, si puo osservare la presenza di bande vibrazionali a 1420 cm™!
(tipica del bending del legame O-H) data dalla presenza del gruppo carbossilico e a 1234
cm ! e 1080 cm ! (tipica dello stretching del legame C-O) date dalla presenza di un alcol

primario e dal gruppo carbossilico [56].
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FTIR spectra of Oxalic Acid
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Figura 3.6 - FTIR acido ossalico

4. Acido ossalico: riportato nella Figura 3.6, si pud rilevare la presenza di bande
vibrazionali a 3418 cm™! (tipica dello stretching del legame O-H) data dalla
sovrapposizione di piu bande centrate nell’intorno di questa lunghezza d’onda,
lunghezza tipica di gruppi carbossilici, 1 quali formano anelli dimeri fortemente legati
attraverso legami intermolecolari ad idrogeno tra i gruppi C=0 e O-H. Le frequenze a

1657 cm™' e a 1616 cm™! sono legate alle frequenze di stretching di C=0, mentre le

1 1

frequenze a 1232 cm " ea 1111 cm™

[57].

sono legate alle frequenze di stretching di C-O
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FTIR spectra of Ch:Ox (1:1)
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Figura 3.7 - FTIR Ch:Ox (1:1)

5. Ch:Ox (1:1): riportato nella Figura 3.7, si puo constatare come la banda vibrazionale a
3418 cm!, appartenente allo stretching del legame O-H dell’Ox, si ripresenti, mentre
quelle a 3219 cm™! (stretching del legame N-H / stretching del legame O-H) e a 3013
cm ! (stretching simmetrico del legame CH3) del Ch scompaiono. La frequenza di
stretching del legame C=0 si abbassa a 1186 cm™!. La presenza di un picco a 1722 cm ™!

indica che ci sono gruppi COOH liberi nel NaDES [57].
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FTIR spectra of Ch:Ox (2:1})
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Figura 3.8 - FTIR Ch:Ox (2:1)

6. Ch:Ox (2:1): riportato nella Figura 3.8, si pud comprendere come la banda vibrazionale
a 3348 cm™!, appartenente allo stretching del legame O-H dell’Ox, si ripresenti, mentre
quelle a 3219 ecm™! (stretching del legame N-H / stretching del legame O-H) e a 3013
cm ! (stretching simmetrico del legame CH3) del Ch scompaiono. La frequenza di
stretching del legame C=O si abbassa a 1184 cm™!. La presenza di un picco a 1722 cm™!

indica la presenza di gruppi COOH liberi nel NaDES [56].
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FTIR spectra of Ch:Gly (1:1)
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Figura 3.9 - FTIR Ch:Gly (1:1)

7. Ch:Gly (I1:1): riportato nella Figura 3.9, si pud notare la banda vibrazionale a 3283 cm ™!
(tipica dello stretching del legame O-H) e a 1730 cm™! (stretching del legame C=0)
[56].
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FTIR spectra of Ch:Gly (1:2)
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Figura 3.10 - FTIR Ch:Gly (1:2)

8. Ch:Gly (1:2): riportato nella Figura 3.10, si pud vedere che la banda vibrazionale a 3283
cm! (tipica dello stretching del legame O-H) e a 1730 cm™! (stretching del legame C=0)
[56].
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FTIR spectra of Ch:EthGly (1:2)

"""""" e e S S R S T e 1 ,’—‘
i Ethylene Glycol et i 1A
1 '
i [N
1 Wi
T
— T T g N = eoamaan W i ek 7 P
[ Nooa Choline Chloride o Wikl . ENg
) \ 7 Iy 3 bl b 7 |‘II|
o v 1 I,|‘f”‘\, i
g l\ / :' “v' !
= v ] i ]
E Vi i ;
G W
=
e
= Ch:EthGly (1:2)
T T T T T T T
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500

Wavenumber [1/cm]

Figura 3.11 - FTIR Ch:EthGly (1:2)

9. Ch:EthGly (1:2): riportato nella Figura 3.11, si pud constatare la presenza di bande
vibrazionali a 3313 cm™! (stretching del legame O-H) e a 2938 cm™! e 2875 cm™!
rispettivamente (stretching del legame C-H ibridizzato sp®). La banda vibrazionale a
1479 cm™! (bending del legame CH») e a 1201 cm™! (bending del legame C-O-H).
Proseguendo appaiono la banda vibrazionale a 1080 cm™! (stretching del legame C-O
nel primo alcol), la banda vibrazionale a 1038 cm™! (stretching asimmetrico dei legami
C-C-0) e infine la banda vibrazionale a 872 cm™! (stretching simmetrico dei legami C-

C-0) [54] [55].

Durante la formazione di NaDES, i forti legami intermolecolari presenti nel cloruro di colina
(tra 1 gruppi funzionali OH e CI"), nell’acido glicolico (tra i gruppi funzionali COOH e OH),
nell’acido ossalico (tra i gruppi funzionali COOH e COOH) e nel glicole etilenico (tra i gruppi
funzionali OH e OH) si rompono per produrre nuovi legami intermolecolari piu forti. Nel caso
di Ch:O0x (1:1/2:1) si formano legami tra COOH e CI", nel caso di Ch:Gly (1:1/1:2) si formano
legami tra COOH / OH e CI e nel caso di Ch:EthGly (1:2) si formano legami tra OH e CI.
Questo spiega la stabilita della fase liquida, 1'abbassamento del punto di fusione e 1'elevata
viscosita dei NaDES. Si puo assumere, inoltre, che vi siano piu tipi di legami H che si presentino

nel solvente finale. Nel caso di Ch:Ox, per esempio, si ipotizza la presenza di legami OH(Ox)-
CI', OH(Ch)-CI" e Ox-Ox [57].
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3.4 Estrazioni con i NaDES

Dalla lettura delle soluzioni standard di acido gallico e attraverso una regressione lineare dei
dati si ricava la retta di taratura dello strumento riportati nella Tabella 3.8 con riferimento
all’equazione (2.6). Nella Tabella 3.10 sono riportati i dati e i risultati sperimentali ottenuti e
andando a selezionare per ciascun set di prove quelle che non sono state affette da errore

standard, si € poi calcolata la media riportata nella Tabella 3.25.

Tabella 3.25 - Medie prove estrazione NaDES

NaDES Prova W [mgace/gss] (W) [mgace/gss] D.S.(®)

1 /

Ch:Ox (1:1) 2 15.060 15.250 0.268
3 15.439
1 /

Ch:0Ox (2:1) 2 8.832 8.917 0.121
3 9.003
1 /

Ch:Gly (1:1) 2 8.535 8.759 0.317
3 8.983
1 7.933

Ch:Gly (1:2) 2 7.349 7.530 0.349
3 7.309
1 7.086

Ch:EthGly (1:2) 2 / 7.476 0.550

3 7.865

A seguire si effettua 1’analisi della varianza riportata nella Tabella 3.26; a seguire, invece, nella

Tabella 3.27 viene riportato, invece, il riepilogo dei parametri del modello [58].
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Tabella 3.26 - ANOVA
Source Dof Adj SS ‘ Adj MS f-value p-value
Factor 4 87.6202 21.905 179.23 2.27245¢0
Error 6 0.7333 0.1222 / /
Total 10 88.3535 / / /

Tabella 3.27 - Resoconto modello

0.349591

99.17%

1. Dof rappresenta i gradi di liberta della variabile indipendente (calcolati prendendo il
numero di livelli all'interno della variabile e sottraendo 1) e 1 gradi di liberta per 1 residui
(calcolati prendendo il numero totale di osservazioni meno 1, quindi sottraendo il
numero di livelli in ciascuna delle variabili indipendenti);

2. Adj SS: rappresenta la somma dei quadrati (ovvero la variazione totale) tra le medie del
gruppo e la media complessiva spiegata da tale variabile;

3. Adj MS: ¢ la media della somma dei quadrati, calcolata dividendo la somma dei
quadrati per i gradi di liberta;

4. f-value: ¢ il test statistico del F-fest, ovvero il quadrato medio di ogni variabile
indipendente diviso per il quadrato medio dei residui. Maggiore ¢ il valore F, piu ¢
probabile che la variazione associata alla variabile indipendente sia reale e non dovuta
al caso;

5. p-value: ¢ il valore p della statistica F e mostra quanto ¢ probabile che il valore F
calcolato dal test si sarebbe verificato se l'ipotesi nulla di nessuna differenza tra le medie

di gruppo fosse vera.
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Infine, si effettua il confronto a coppie delle medie sperimentali ottenute attraverso test di Tukey
al 95% di confidenza. I risultati vengono riportati nella Figura 3.12 e si pud comprendere che

le medie che non condividono la stessa lettera sono significativamente diverse le une dalle altre.

15+
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TPC [mg/g]

0 | ::‘.I* g | £

Ch:EthGly (1:2)  Ch:Gly (1:1) Ch:Gly (1:2) Ch:Ox (1:1) Ch:0x (2:1)

Figura 3.12 - Tukey test al 95% di confidenza

Si ¢ trovata una differenza statisticamente significativa nella resa di estrazione media degli
estratti in base al tipo di NaDES utilizzato (f-value=179.23, p <0.001). Il test post-hoc di Tukey
ha rivelato significative differenze tra ciascuno dei solventi utilizzati nella maggior parte dei
casi. Inoltre € possibile notare come il risultato ottenuto dalle prove di estrazione effettuate con
Ch:Ox (1:1) sia significativamente diverso da tutti gli altri oltre che ad essere il massimo valore
registrato. Questo solvente ¢ quindi il migliore tra quelli testati e sara quello su cui si andra ad

effettuare la DoE per la ricerca delle condizioni ottimali di estrazione.

3.5 Design of Experiment

Dalla lettura delle soluzioni standard di acido gallico e attraverso una regressione lineare dei
dati si ricava la retta di taratura dello strumento riportati nella Tabella 3.8 e nella Tabella 3.9.
Per la determinazione della concentrazione di polifenoli espressa in [mgace/gss] si utilizza la

formula (2.8) e nella Tabella 3.11 sono indicati 1 dati e i risultati sperimentali ottenuti.
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Andando a elaborare i dati attraverso 1’ausilio del software CAT [59], si ottiene, applicando la

RSM, che il sistema puo essere rappresentato da un modello del secondo ordine (3.1).

k k ko i-1
Y= 0+ ZﬁiXi + Zﬁiixiz + z z BiiXiX; (3.1)
=1 =1 i=—2 =1

La soluzione del modello porta ad ottenere la matrice di dispersione (dove X; =T, X, = X290
e X3 = §/B) riportata nella Tabella 3.28. Nella Tabella 3.29 vengono riportati i coefficienti del

modello.

Tabella 3.28 - Matrice di dispersione

Bo 0.1548 {0000 /0.0| 0.0 0.0 0.0 |-0.0595|-0.0595 | -0.0595
X1 0.0 0.1{0010.0]| 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0
X, 0.0 00(0.1100]| 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0
X3 0.0 00/00(01] 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0
X:-X; 0.0 0.0{0.0|0.0| 0.125 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0
X1-X3 0.0 0.0({00100]| 0.0 0.125 0.0 0.0 0.0 0.0
Xz - X3 0.0 0.0{000.0]| 0.0 0.0 0.125 0.0 0.0 0.0
X2 -0.0595 100 (0.0 0.0| 0.0 0.0 0.0 0.3690 | -0.1310 | -0.1310
X3 -0.0595 10000 0.0| 0.0 0.0 0.0 |-0.1310 | 0.3690 | -0.1310
X3 -0.0595 100 (0.0 0.0| 0.0 0.0 0.0 |-0.1310 | -0.1310 | 0.3690

B ij
S.D. ()

17.86

4.28
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Experi I vs. Fitted Polyp [malq]
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Figura 3.13 - Risultati sperimentali vs. Modello

Nella Figura 3.13 viene riportato il discostamento tra le prove sperimentali e il modello. Nella
Figura 3.15, invece, vengono rappresentati i coefficienti del modello e quanto questi siano
significativi rispetto alla risposta registrata. Si pud notare come i parametri di cui si registra
un’influenza siano la temperatura (T e T'?) e la percentuale di acqua nel NaDES (xp,, ), mentre
per quanto riguarda il rapporto S/B, questo non dimostra di avere significativita. Nella Figura
3.14 e nella Figura 3.16 vengono riportati rispettivamente la semi-ampiezza dell’intervallo di
confidenza e la superficie di risposta delle variabili significative (T e xy,0). La prima figura
rappresenta quanta confidenza il modello abbia rispetto al dominio delle variabili e si puo
osservare come si abbia maggiore confidenza nella zona centrale data dal numero di prove e
ripetizioni effettuate a differenza dei punti estremi del dominio in cui non si sono effettuate
ripetizioni. La seconda figura rappresenta la risposta del sistema in esame a fronte di variazione
delle variabili significative. Si puod notare da quest’ultima come la risposta aumenti in maniera
significativa con la temperatura mentre rispetto alla concentrazione di acqua nel NaDES la
risposta presenti un massimo nell’intorno di xy,0=25% a T= 30 °C ma che all’aumentare della
temperatura quest’ultimo tenda a non presentarsi piu rendendo la risposta ad alte temperature
significativamente dipendente da solamente quest’ultima variabile.

Nei NaDES puri, l'elevata viscosita rallenta il trasferimento di massa e ci0 si traduce in una

bassa efficienza di estrazione mentre nei NaDES idratati si ha una bassa viscosita € una
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maggiore diffusivita, fattori che consentono di ottenere una maggiore efficienza di estrazione
[53]. Questo spiega come, a basse temperature, la presenza di acqua nel solvente consenta di
ottenere rese di estrazioni maggiori. L’acqua inoltre interagisce con il NaDES per via dei legami
ad idrogeno che essa presenta naturalmente, andando ad aggiungere ulteriori forze
intermolecolari al sistema. All’aumentare della temperatura si ipotizza che D’effetto del
contenuto di acqua diventi trascurabile in quanto la viscosita dei liquidi tende a diminuire,

favorendo il mass transfer.

of the interval y [ma/g]

cont. int.

F1a

Temperature...C

58990

Figura 3.14 - Semi-ampiezza dell'intervallo di confidenza
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Figura 3.15 - Coefficienti del modello
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Figura 3.16 - Superficie di risposta
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Nella Tabella 3.12 sono presenti i dati delle prove utilizzate per verificare la validita del modello
e per la determinazione della concentrazione di polifenoli espressa in [mg/g] si utilizza la

formula (2.8).

Predictions Polyphenols [ma/g] Predictions Polyphenols [mg/a]

100

40

40

Residuals

Predicted Value

40

T T T T T T T T
20 (] 20 40 60 80 100 2 4 6 8

Expenmental Value Obsect Number

Figura 3.17 - Validazione del modello

Andando ad inserire questi risultati nel modello al fine di verificarne la validita si ottiene quanto
riportato nella Figura 3.17. Il modello riesce a predire i risultati nelle diverse condizioni con dei
residui che non superano il £20%. Il modello tende, inoltre, a non unicamente sovrastimare o

sottostimare la risposta e risulta quindi validato.
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3.6 Cinetica di estrazione

Dalla lettura delle soluzioni standard di acido gallico e attraverso una regressione lineare dei
dati si ricava la retta di taratura dello strumento riportati nella Tabella 3.9. Per la determinazione
della concentrazione di polifenoli espressa in [mgace/gss] si utilizza la formula (2.8) e nella
Tabella 3.13 sono riportati 1 dati e 1 risultati sperimentali ottenuti. Nella Tabella 3.30 sono
presenti i valori medi e la deviazione standard per ciascun tempo che verranno utilizzati per
costruire il modello cinetico di Peleg. Si procede linearizzando 1 dati sperimentali ricavati
utilizzando I’equazione (2.11). A seguire questi dati vengono regrediti linearmente in modo da

ricavare le costanti di Peleg (K; e K;) del modello.

Ct) = G (3.2)

+—
(K1 + K, - t)

Linear regression of the data

Equation y=a+b'x
Plot Linearized
Weight No Weighting
Intercept 0,10975 + 0,02192
4 4 Slope 0,012 = 1,70369E-4
Residual Sum of Squares 0,04534
Pearson's r 0,99889
R-Square (COD) 0,09779
Adj. R-Square 0,99759

t / C(t) [g min/mg]

% v 1 ] 1 1 ] 1 5
0 50 100 150 200 250 300 350 400
Time [min]

Figura 3.18 - Regressione lineare dei dati sperimentali

Nella Figura 3.18 ¢ presente la regressione lineare dei dati. Il modello di Peleg ¢ riportato
nell’equazione (3.2) e nella Tabella 3.31 sono riportati i vari parametri che lo costituiscono.

Nella Figura 3.19 ¢ riportata la curva del modello ottenuta.
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Tabella 3.30 - Valori medi prove di cinetica

Tempo [min] (W) [mgacr/ges] \ D.S. )
1 8.9935 0.7482
3 16.7984 0.7471
5 28.1683 0.0006
7 32.2411 0.9496
10 39.0446 1.4324

20 52.0524 1.2099
30 56.9691 2.4608
40 62.8560 0.0216
50 79.6657 0.3273
90 85.7651 3.7882
120 81.2579 0.4210
240 78.5675 3.4160
360 80.9705 3.7253

Tabella 3.31 - Parametri modello di Peleg

Parametro Valore D. S. (£) Unita di misura
K4 0.1097 0.0219 [min-ges/mgace]
K, 0.0120 0.0002 [gBs/mgAGE]
By 9.1118 / [mgace/gBs min]
Co 83.3082 / [MEAGE/EAGE]
Co 0.0000 / [mgaGE/gBs]
R? 0.9978 / [-]
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Peleg's Model
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Figura 3.19 - Modello di Peleg

Nella Tabella 3.32 ¢ riportato un confronto tra i parametri del modello di Peleg ricavati in questo

studio con altri riportati in letteratura e ricavati attraverso diverse tecniche di estrazione

effettuate sempre su vinaccia di uva rossa. Nell’articolo di Dalla et al. [60] ¢ riportato un

confronto tra tecniche di estrazione convenzionale, POH e C-S da cui si pud notare come i

valori della resa massima di estrazione di polifenoli (C) sono notevolmente piu alti per
l'estrazione con aggiunta di etanolo. La tecnica di congelamento-scongelamento (C-S) € un
come metodo di riferimento utilizzato per dimostrare il massimo danno alla membrana
cellulare. Questo metodo € meno distruttivo per le pareti cellulari rispetto al danno meccanico
(ad es. macinazione), ma ¢ efficace per il danno alla membrana e pertanto viene spesso
utilizzato come metodo di riferimento per il metodo di trattamento PEF.

Dalle prove di estrazione senza aggiunta di etanolo si ha che la resa massima di estrazione dei
polifenoli ¢ maggiore per il trattamento POH a E=800 V/cm (POH-2) rispetto al trattamento a

E=400 V/cm (POH-1). Invece, con l'aggiunta del 30% di etanolo in acqua, i valori della resa
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massima in polifenoli sono praticamente gli stessi (considerando gli errori sperimentali) dopo i
trattamenti POH a 400 e 800 V/cm e dopo il congelamento-scongelamento.

Confrontando questi parametri con quelli ricavati nella Tabella 3.31 si puo notare come sia la
velocita di estrazione (B,) al tempo t = 0 min sia la massima capacita di estrazione (C,) al
tempo t = oo siano maggiori attraverso 1’estrazione con Ch:Ox (1:1) rispetto alle tecniche

riportate nello studio [60].

Tabella 3.32 - Confronto tra vari modelli di Peleg

K4 K, By, (bres
Tecnica Riferimento
[min-gss/mgace| [gss/mgacE] [mgace/grs'min]  [MgEacE/gacE]
Tabella
0.1097+0.219¢™" | 0.0120£0.2¢73 9.1118 83.3082 NaDES .
EtOH:H20 (0:100)
4.7619 0.2558 0.21 391 CE
POH-
5.8823 0.1534 0.17 6.52 6
[60]
POH-
2.7027 0.1418 0.37 7.05 57
2.3810 0.1328 0.42 7.53 C-S
EtOH:H20 (30:70)
5.2632 0.1366 0.19 7.32 CE
3.7037 0.1123 0.27 8.90 POH-1
[60]
3.1250 0.1114 0.32 8.98 POH-2
2.0833 0.1152 0.48 8.68 C-S

3.7 Analisi TPC e HPLC alle condizioni migliori

Dalle prove di estrazione si effettuano le analisi TPC utilizzando la retta di taratura dello
strumento riportata nella Tabella 3.9 e la formula (2.8). I risultati e i dati sperimentali sono
presenti nella Tabella 3.14. Si ottiene che il contenuto di polifenoli totali medio presente negli

estratti € pari a 79.5302 [mgace/gns] con una deviazione standard pari al 1.6257 [mgace/gss].

¢ POH-1: Pulsed Ohmic Heating con una intensita del campo elettrico pari a 400 V/cm
7 POH-2: Pulsed Ohmic Heating con una intensita del campo elettrico pari a 800 V/cm
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Dalle analisi HPLC si ricavano i tempi di eluizione di ciascun campione riportati nella Tabella
3.15.

A seguire si ricavano le rette di taratura di ciascun polifenolo, presenti nella Tabella 3.16.
Nella Tabella 3.17 sono riportati 1 dati e nella Tabella 3.18 1 risultati sperimentali ottenuti, da
cui si evince che negli estratti si sono riscontrate le seguenti concentrazioni di polifenoli: 0.2061
+ 0.0191 mg/ggs di acido gallico, 0.1767 + 0.0119 mg/ggs di acido protocatechico, 0.7380 =+
0.0483 mg/ggs di acido caffeico, 0.4870 + 0.0250 mg/ggs di acido p-cumarico, 0.0417 £+ 0.0007
mg/gps di resveratrolo, 0.5040 + 0.0123 mg/ggs di quercetina e 1.7073 £+ 0.0272 mg/ggs di

campferolo.

Tabella 3.33 - Confronto con altre tecniche e NaDES

(w)

Target | Tecnica NaDES Condizioni Riferimento

[mgi/ggs]

Xp20=30%, 65 °C

Antociani | UMAE Ch:Cit (2:1) 1.58+0.12 [61]
per 50 min
9215+
La:Pro (2:1)
1.75

S/B =10, 65 °C per 80.75 +

TPC UAE La:Be (2:1) [62]
60 min 1.75
H>O:EtOH 45.10 £
(70:30 v/v) 1.75
Glc:Cit:Pro Xp20= 15%, 80 °C 53.25+
TPC / [63]
(2:1:1) per 220 min 6.73
92.36 +
Ch:Cit (2:1)
182.60
TPC UAE 50 °C per 30 min [64]
56.17
Ch:Glu (1:1)
156.17

Se si confronta il contenuto totale medio di polifenoli ricavato rispetto ai valori riportati nella
Tabella 3.33 si pud notare come questo valore risulta essere maggiore rispetto a quelli ricavati
con 'utilizzo di EtOH:H20 (70:30 v/v) e di Gle:Cit:Pro (2:1:1) mentre se paragonato agli altri
solventi questo risulta essere inferiore o simile. Questo perd pud essere riconducibile alla

tecnica utilizzata in quanto in questo caso studio la tecnica di estrazione ¢ convenzionale mentre
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negli articoli riportati si utilizza 1’estrazione UAE. Quest’ultima consente di migliorare la resa
di estrazione del processo grazie alla presenza di fenomeni di cavitazione con conseguente
rottura della membrana cellulare e un migliore mass transfer [64].

L’efficienza di estrazione ¢ determinata da variabili quali il tipo di solvente, la dimensione delle

particelle, il rapporto solvente/biomassa, la temperatura e il tempo di estrazione [65].

L'estrazione solido-liquido con agitazione meccanica ¢ un metodo tipico utilizzato per estrarre
1 polifenoli dalle vinacce. Per via della polarita degli antociani vengono spesso utilizzati come
solventi a polarita affine come acetone, metanolo, acqua e altri simili. Il metanolo (MeOH)
viene utilizzato solo per trattamenti sperimentali a causa della sua tossicita [65]. Se si confronta
quindi il contenuto di polifenoli medio ricavato con quello nel paragrafo 3.2.2 (8.42 + 0.90
[mgacr/gas]) risulta evidente come la presenza del solvente combinato ad una ottimizzazione
dei parametri di estrazione porti ad ottenere a partire dalla stessa vinaccia essiccata un maggiore

contenuto di polifenoli negli estratti finali.
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Conclusioni

I polifenoli sono una classe di molecole antiossidanti la cui versatilita di applicazioni, dal settore
farmaceutico a quello alimentare a quello cosmetico, ha contribuito al crescere dell’interesse
dal punto di vista della ricerca sulla loro estrazione e valorizzazione. Diverse sono le tecniche
di estrazioni non convenzionali che sono emerse negli ultimi anni e tra queste vi ¢ ’utilizzo dei
NaDES come solventi “green” alternativi a basso impatto ambientale e di maggiore affinita.
Nel presente lavoro si sono sintetizzati e studiati diversi solventi a diversi rapporti molari in cui
il cloruro di colina (Ch) ha il ruolo di HBA mentre come HBD si sono utilizzati il glicole
etilenico (EthGly), I’acido glicolico (Gly) e 1’acido ossalico (Ox). Tra i vari sintetizzati, solo
Ch:Ox (1:1), Ch:0x (2:1), Ch:Gly (1:1), Ch:Gly (1:2) e Ch:EthGly (1:2) a temperatura ambiente
si sono presentati allo stato liquido e quindi solo questi sono stati caratterizzati e utilizzati come
solventi per I’estrazione dei polifenoli dalla vinaccia. A parita di condizioni operative di
estrazione, tra questi cinque, Ch:Ox (1:1) si & dimostrato essere il solvente con la piu alta resa
di estrazione. Su questo solvente si sono svolti uno studio di DoE e di cinetica di estrazione che
hanno portato all’individuazione delle condizioni ottimali di estrazione per Ch:Ox (1:1), ovvero
di xy,0=50% a T=90 °C, S/B = 10 e a t= 100 minuti, consentendo di ottenere una resa di
estrazione di polifenoli totali medio pari a 79.5302 [mgace/gss] con una deviazione standard
pari al 1.6257 [mgacr/grs] presente negli estratti, valore maggiore rispetto a 8.42 = 0.90
[mgace/gss] ottenuto utilizzando MeOH come solvente. Inoltre, attraverso HPLC si sono
individuati negli estratti 0.2061 + 0.0191 mg/gas di acido gallico, 0.1767 + 0.0119 mg/gas di
acido protocatechico, 0.7380 + 0.0483 mg/gss di acido caffeico, 0.4870 + 0.0250 mg/ggs di
acido p-cumarico, 0.0417 + 0.0007 mg/ggs di resveratrolo, 0.5040 = 0.0123 mg/gps di
quercetina e 1.7073 £ 0.0272 mg/ggs di campferolo. Inoltre, all’aumentare del numero dei
gruppi carbossilici (-COOH) si ¢ osservato che la viscosita dei NaDES ¢ aumentata
all’aumentare di questi ultimi per via del contributo che questi danno come HBD nella forza di

legame al HBA.

In conclusione, questo studio ha dimostrato come 1 NaDES: siano delle valide alternative
rispetto ai solventi tradizionali grazie alla loro elevata affinita nell’estrazione di polifenoli a
partire dalla vinaccia. L uso dei NaDES nei processi di estrazione potrebbe portare allo sviluppo
di metodi d’estrazione ecologici, specialmente se accoppiati a tecniche di estrazione e di
purificazione non convenzionali. Tuttavia, prima della loro effettiva implementazione, per

capire I’effettiva sicurezza di un loro possibile uso, dovrebbero essere eseguiti ulteriori studi,
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come l'attivita biologica degli estratti ottenuti e/o la stabilita dei composti fenolici nel DES e/o

prove sulla sicurezza degli estratti ottenuti (citotossicita e fitotossicita).
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