Pubblicazioni del passato commentate

alla luce delle conoscenze odierne

. 2 - FEBBRAIO 1959 .
N 9 - Anno XXXv| RIVISTA MENSILE Spediz. In sbbon. postole - Grypoo |1
————————————— —R-_-—..

OLIl - GRASSI - COLOR

MINERALI E SAPON| E VERNICI

RIVISTA UFFICIALE DELLA STAZIONE SPERIMENTALE FER LE INDUSTRIE DEGLI OUIl E DEI GRASSI, DELLA
COMM. TECNICA GOVERN. PER G| oy MINERALI, | GRASSI, | COLORI, LE VERNICI E | DETERSIV| g
DELLA DIVIS. MATERIE GRASSE DEL'UNIONE INTERN. DI CHIMICA PURA ED APPLICATA - SEZ. ITALIANA

Direz. @« Amm.: Olli Minerali - Gra " i -Tel. 192.169 - 2592
Abbonalhenlo e, ssi @ Saponi - Colori e Yernicl - Milano (36} - Via G. Colembo 79 (Cilth degli Studi) = Te! A .850

Italia L. 5000 (numero separalo L, 500) - Estero L. 8C00 {numero separato L. 800)

Riproduzione vielats

Applicazioni della spettrofotometria
nell’analisi dell’vlio d’oliva

Nota I°: Impiego della spettrofotometria ultravioletta
per la caratterizzazione degli olii sopraffini vergini di oliva - I.

MONTEFREDINE A. e LAPORTA L.
Laboratorio Chumice Provinciale di Pescara

Olii Minerali, Grassi e Saponi, Colori e Vernici 36 (2), 31-36 (1959)

Una nota di
Paolo Bondioli e Lanfranco Conte
SISSG — Societa Italiana per lo Studio delle Sostanze Grasse — Milano
Accademia dei Georgofili — Firenze

< paolo.bondioli1956@gmail.com

Continuando con la nostra escursione nella storia della chimica analitica delle sostanze grasse non
possiamo non parlare di questo fondamentale lavoro, pubblicato in due diverse note nell’anno
1959. La prima parte, quella che andremo ad analizzare in dettaglio, descrive le conoscenze
fondamentali che stanno alla base della analisi spettrofotometrica nell’ultravioletto per quanto
riguarda le sostanze grasse. La seconda parte, pubblicata sul numero successivo della Rivista [36
(3), 63-72 (1959)] riporta i risultati delle analisi condotte su 206 campioni di olio di oliva provenienti
da tutta ltalia. Va qui evidenziato come, conformemente alla legislazione (italiana) vigente
all'epoca, negli articoli si parli di olio sopraffino vergine, fino vergine e “mangiabile”. Le analisi sono
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state realizzate nel 1958 e riguardavano i parametri: Acidita, Reazione di Kreis, Indice di Perossidi,
Fluorescenza, Esame organolettico e Estinzione specifica nell' ultravioletto alle lunghezze d’onda di
232, 262, 264, 268, 270, 272, 274 e 280 nm. In tabella compaiono inoltre il rapporto R, inteso come
rapporto tra le estinzioni specifiche misurate a 232 e 270 nm, nonché il AK, calcolato utilizzando le
estinzioni specifiche misurate a 268, 262 e 274, come si fa tuttora. Interessante notare che gli
Indici di Perossidi riportati nel lavoro assumono valori a prima vista inverosimili, compresi tra 70 e
500, misurati secondo il metodo NGD Ba-1V-20 (1957), che non differisce sostanzialmente dal
metodo ISO attualmente in uso. La differenza risiede nell’espressione del risultato, qui riportato in
mg di ossigeno attivo per kg di sostanza grassa e non in milliequivalenti. Tra i due risultati esiste un
fattore 8, relativo al peso atomico dell'ossigeno, che fa in modo che i risultati in questo modo
espressi siano otto volte superiori a quelli che avremmo calcolato secondo le modalita attuali.

L’introduzione dell’articolo ripercorre le conoscenze sino ad allora disponibili, per poi entrare nel
dettaglio degli aspetti chimici della questione.

I sistemi di doppi legami coniuga'ti _pOSSPHO_Ongl'
narsi nei grassi attraverso i fenomeni di ossidazione o
con i trattamenti di raffinazione. Il prqblema, per
quanto riguarda 1'ossidazione, € stato studla.\to da Matt
chell e Kraybill (2); secondo questi Al i) f.m:marm
di sistemi con due o tre doppi legami coniuggt_l e sem-
pre preceduto da una ossidazione degli acidi grassi,
alla quale fa seguito una perdita di acqua. _

Limiteremo l'’esame d2l complesso argomepto ai ca-
si che possono interessare 1'olio d’oliva; possiamo pre-
sumere che negli olii si verifichino i seguenti feno-
meni:

1) - Durante i primi stadi di ossidazione si formano
idroperossidi; la loro formazione & spesso accompagna-
ta da uno spostamento del doppio legame e conse-
guente formazione di un diene coniugato che determi-
na un assorbimento a 232 my. La reazione puod essere
rappresentata dal seguente schema:

—CH=CH—CH,—CH=CH—
perde un atomo di idrogeno & da origine al radicale
—CH=CH—CH—CH=CH—

ma per risonanza si formano anche i radicali
—CH—CH=CH—CH=CH—
|

e
—CH=CH—CH=CH—CH

e quindi si possono avere i tre idroperossidi

a) —CH=CH—CH(OOH)—CH=CH—
b) —CH(OOH)—CH=CH—CH=CH—
¢) —CH=CH—CH=CH—CH(OOH)—

in due dei quali si & formato un doppio legame coniugato.

2) - La decomposizione degli idroperossidi e la disi-
dratazione degli ossiacidi etilenici danno origine ad

acdi grassi dienici che presentano anche essi una ban-
da di assorbimento a 232 myy.

In modo piuttosto criptico al punto 2) viene affrontata la questione dei dieni coniugati che si

formano a seguito della formazione dell'idroperossido a carico dell’acido oleico e successiva
disidratazione, secondo la reazione:

LA RIVISTA ITALIANA DELLE SOSTANZE GRASSE - VOL. 101 - OTTOBRE/DICEMBRE 2024



11109 11109 W9 8 1008
~C=C-C-+>C-C=C- ~C=C:C-++-CC=C-

102 l°z 1 O l“z

~¢zC-C- ~C=CzC- =-C=C-C- -C-CzC-

0 o o ©

0 o 19 9

-] 11 B 10
-C5G-C- -G-C=C-  ~CsC-C- -C-C2C-

o o0 o o

o o o o

H H H H

Infatti I'estrazione di un atomo di idrogeno sull’atomo di carbonio 8 o 11 della molecola dell’acido
oleico porta alla formazione di due diversi radicali allilici e I'attacco dell’ossigeno porta quindi,
grazie alle forme di risonanza di tali radicali, alla formazione degli idroperossidi allilici in posizione
8, 9, 10 e 11 nella molecola.

La disidratazione di questi composti porta in ogni caso alla formazione di dieni coniugati.

3) - Durante la conservazione degli olii, gli idrope-
rossidi si trasformano in corpi chetonici, prodotti secon-
%ari di ossi;lazione, che assorbono da 260 a 270 m L

uesta ossidazione secondaria ¢ favori 'acidits
dell’olio. R. T. Holman, W. O. Lum:ibezc-gmvvdzﬁl a](_:,ﬁ:zz:
e G. O. Burr (3) trattarono I'argomento in m;merosi
lavori e stabilirono che nell'ossidazione dej grassi al-
I'aria l'assorbimento ultravioletto aumenta fortemente
tanto che l'estinzione a 270 my, € quasi proPOrZional'
al numero di perossido; la curya dell'assorbimento do(E
vuto a questi composti non presenta perod spiccati punti
di massimo. Sui rapporti tra lo stato di ossidazione dj
un grasso (ranciditd) e l'assorbimento nell’ultraviol tl
to ci intratterremo particolarmente in una nota st‘:c:
cessiva.

Gli Autori rimarcano un importante fatto relativo all’assorbimento UV per prodotti di degradazione
dell’idroperossido, quali le aldeidi a, B insature qui identificati come corpi chetonici. Si sottolinea
quindi che l'assorbimento UV nella regione trienica pud essere pesantemente influenzata dalla
presenza di questi prodotti secondari di ossidazione.

4) - Dalla distruzione dei perossidi
olii, per azione di terre decoloranti a ¢
origine acidi grassi trienici caratterizzatj da una trj
pla banda principale con un massimo a 263 oyl dl-
una banda secondaria a 232 my. La formazione ::li quc;a
sti acidi grassi trienici fa diminuire 1'indice gj perus:

esistenti negli
aldo, prendono

sido dell'olio. La reazione puo essere rappresentata co-
me segue:

—CH=CH—CH=CH(OOH)—CH.,— + RH =
~CH=CH—-CH=CH—CH=CH— +4 ROH + H,O
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5) - Ricordiamo infine che un’altra causa di forma-
zione dei doppi legami coniugati € il trattamento con
alcali che provoca uno spostamento dei doppi legami
come & stato descritto per gli idrocarburi fin dal se-
colo scorso (4). Nei grassi questa isomerizzazione alca-
lina fu osservata per la prima volta da Dann e Moore
(5) e, studiata poi da Moore (6), ha avuto una larga
applicazione nella chimica analitica dei grassi per la
determinazione quantitativa degli acidi polinsaturi.

Questa ultima considerazione assume un valore storico ma non ha rilevanza analitica al giorno
d’oggi, per la disponibilita attuale di sistemi analitici cromatografici e spettroscopici, dotati di
enorme potenzialita di separazione e di identificazione.

Non si ha inoltre evidenza del fatto che per trattamenti con alcali del tipo di quelli che vengono
realizzati nel caso della raffinazione chimica degli oli si possano verificare sensibili incrementi degli
assorbimenti nella regione dell'ultravioletto. Anche in bibliografia non & facile trovare lavori nei quali
vengano discusse le caratteristiche UV di campioni di oli di oliva prelevati nelle tappe intermedie
della raffinazione. L’unico articolo reperito (K. Essid et al., Influence of the neutralization step on
the thermal and oxidative stability of acid olive oil, J. Oleo Sci. 58 (7), 339-346 (2009)) purtroppo &
basato su due soli campioni analizzati, per i quali perd viene registrato un incremento degli indici
UV a seguito di neutralizzazione chimica.

Per i nostri scopi € interessante stabilire che il trat-
tamento con terre decoloranti produce la coniugazione
in seguito alla distruzione dei prodotti secondari di os-
sidazione, 1'alcali invece sposta un doppio legame gia
csistente in una posizione coningata. Il trattamento con
alcali produce una banda a 232 myy in seguito a coniu-
gazione dienica, mentre il trattamento con terre deco-
loranti, produce bande trieniche con massimo di as-
sorbimento a 268 mi.

(..omissis..)

D’accordo con Kaufmann, Thieme e Volbert (11),
che si sono occupati soprattuito dell’assorbimento ul-
traviolettio dello strutto di maiale, nelle curve di assor-
bimento dei grassi nell’'ultravioletto sono da prendere
in considerazione tre¢ parametri distinti (fig, 1):

a) L’assorbimento a 232 mn, dovuto agli acidi grassi die-
nici ed ai prodotti primari di ossidazione;

b) L'assorbimento a 270 myp dovuto ai. prodotli secon-
dari di ossidazione;

¢) Il picco nella zena di 268 my dovuto agli acidi gras-
si trienici.
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Tra questi parametri si ¢ cercato di stabilire una
qualche relazione. Wolff J. P. (12) si e orientato verso
il rapporto R tra l'assorbimento a 232 my e l'assor-
bimento a 270 my, basandosi sul concetto che nei pro-
dotti naturali, con l'aumentare dell'indice di perossi-
do, accanto agli idroperossidi che assorbono a 232 myy,
si formano composti chetonici, responsabili della sva-
lutazione organolettica degli olii, che provocano un
aumento dell’assorbimento a 270 my; percio il rapporto
R = 2”’ si abbassa con la formazione dei corpi che-

pd ]
tonieci e sara tanto piu basse guanto piu l'olio sara di
qualitd scadente.

Molto interessante & la proposta di collegare le estinzioni specifiche misurate a 232 e 270 nm e di
utilizzarle come dato con significato diagnostico. Vedremo piu avanti come questo rapporto sia
proposto come indice per valutare la qualita degli oli di oliva vergini. Bisogna anche dire che questa
proposta non ha trovato molta fortuna in quanto a nostra conoscenza non ha avuto seguito in
nessun ambito normativo.

Nei successivi passi dell’articolo viene avanzata una delle prime proposte per il calcolo e
l'interpretazione del valore di AK:

Kaufmann e coll. (11) hanno invece cercato di mat-
tere in rilievo la formazione del picco che si presenta
intorno a 268 my in presenza di acidi trienici: questi
AA. fanno la media dell'assorbimento a 264 e 272 L
e la sottraggono dal valore dell’assorbimento a 268 myi;
evidentemente questa differenza, che moltiplicata per

100 viene indicata con T, sard tanto maggiore quanto

pitl netto € il picco che la curva presenta a 268 my.. In
Bie + K

definitiva T = (Kugx — - '-'—'-—2--- %) . 100,

In buona sostanza si mette in pratica quanto sin qui discusso: i prodotti di ossidazione secondaria
hanno assorbimenti nella zona delle lunghezze d’onda interessate, senza mostrare spiccati picchi
di assorbimento, caratteristica invece dei trieni coniugati. Geometricamente il calcolo del AK ha
quindi il significato di eliminare il background dovuto ai prodotti di ossidazione secondari, per
isolare invece il segnale per il quale i trieni coniugati sono responsabili.

A margine di quanto riportato nell’articolo, giova ricordare che fino agli ultimi anni 90 anche le
Norme Ufficiali (Reg. CEE 2568/91 e le Norme Commerciali del Consiglio Oleicolo Internazionale),
nel caso in cui fosse rilevato un assorbimento 270 nm superiore al limite di specifica, era prevista
la purificazione su allumina, in modo da trattenere in colonna i prodotti di ossidazione ed isolare il
segnale dovuto ai trieni coniugati.

A seguire troviamo poi un paragrafo che riteniamo molto significativo e precursore dei tempi. In uno
specifico riferimento alla qualita degli oli gli Autori affermano:

La concscenza cei parametri K.z, R ed indice di
pe-ossidi permette, secondo Uzzan di apprezzare in
maniera razionale e scientifica la qualitd di un olio:

un fabbricante vuol produrre clio d'cliva di alta
rpualita non deve mantenere bassa la sola acidita, ma &
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necessario abbassare contemporancamente anche e
altre variabili.

L'A. auspica una nuova legislazione che completi
quella csistente ed in basz a2lla quale 'olio d'oliva ¢x
tra, oltre ad essere un olio ottenuto per pressione o
freddo delle olive, la cui acidita espressa in acido olci
co non superi il 0.7/, sia anche un olio con assorbi-
mento specifico a 270 my eguale, al massimo, a 0,14 -
(.15, con un rapporto R non superiore a 13 e con indicc
di perossido inferiore a 100. Per le altre qualita di olio
i limiti entro i quali queste caratteristiche possono va-
riare potrebbero essere i seguenti:

i Indice

Acidita *l Bn R< aip.

- T = [ .
Olio Fxtra . . . | 07% 0.14 - 0,15 13 | 100 |
Olio sopraffino . | 10% | 016-017 | 13 | 120
QOlio fino i e w 1.5 % 0.18 - 0.20 15 150
Olio mangiabile . | 20% | 020-022 | 15 | 200

Come si vede questo articolo pone le basi per una classificazione degli oli di oliva edibili che
trovera poi recepimento, con alcune modifiche, nella Legge 13 Novembre 1960, n. 1407.

Avviandosi verso la conclusione del lavoro gli Autori citano una affermazione di Wolff, che appare
quanto mai attuale, anche dopo 65 anni:

Questo gruppo di lavori francesi, che sono dedicati ¥

soprattutio alla classifica di aualita degli olii, si con-

cludono con un altro lavoro di Wolff (13), il quale

enuncia con molta esattezza il concetto che c¢i ha spin-

to 2d effettuare le nostre ricerche sugli olii d'oliva ita-

liani: « La distinzione tra prodotti vergini e raffinati

non é suscettibile di ur. controllo soddisfacente se non

si impone ai prodotti vergini un minimo di qualita.

Non si puo ritenere vergine un olio che per Uinsieme

dei prodotti di ossidaziore che contiene ha tutti i ca-

ratteri di un prodotto raffinato, perché mal preparato

e mal conservato ».
La valutazione organolettica degli oli vergini di oliva & ancora di l1a da venire, anche se nella
seconda nota degli stessi Autori una colonna della immensa tabella sulle caratteristiche di qualita
di oltre 200 campioni di olio € dedicata la parametro “Giudizio”, in verita non molto positivo in
quanto vi abbondano termini quali rancido, acido, acido e rancido.

Consigliamo a tutti gli interessati di dedicare qualche tempo ad una attenta lettura dei lavori
originali, in quanto rappresentano una importante testimonianza nella costruzione delle nostre
conoscenze odierne e una importante trattazione teorica delle stesse.

Una copia dell’articolo originale pud essere richiesta inviando una email a: risg@mi.camcom.it

La bibliografia originale degli articoli si trova alla fine della seconda parte e viene qui riportata di
seguito.
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Note Biografiche
Antonio Montefredine

Laureato in Chimica nel 1926 presso I'Universita di Roma, nel 1930 divenne direttore del Laboratorio
Chimico del Laboratorio Provinciale di igiene e profilassi di Pescara; consegui la laurea in Scienze
Naturale nel 1939 e nel 1940 in Farmacia, fu libero docente di Industrie Agrarie (1942) e Bromatologia
(1956) presso le Universitd di Milano, Bologna e Perugia, infine di Tecnica conserviera presso
I'Universita di Pescara. Nel 1963 fu eletto Presidente della Associazione Nazionale Chimici dei
Laboratori Provinciali di Igiene, fu presidente della Societa lItaliana per lo Studio delle Sostanze
Grasse, lavoro sulle sanse di olivo e sulla spettrofotometria UV e sulla gas cromatografia applicata agli
oli d'oliva.

Presso la sede dell’edificio storico dei Laboratori Di Igiene e Profilassi di Pescara poi, a seguito delle
riforme intervenute, del Presidio Multizonale di Igiene e prevenzione e, da ultimo, dell’Arta (Agenzia
Regionale per la Tutela dellAmbiente), esiste da oltre mezzo secolo la biblioteca scientifica intestata
alla memoria di Antonio Montefredine, scienziato, bibliofilo e primo direttore di quei laboratori che sono
stati a lungo di prestigio nazionale.

Non abbiamo purtroppo reperito notizie relative al secondo Autore, L. Laporta, che ha condiviso con il
prof. Montefredine la responsabilita di questi importanti lavori. Se ci fosse un lettore in possesso di
informazioni sarebbe un grande piacere pubblicare un’integrazione delle note biografiche in modo da
rendere merito anche a lui per questi importanti lavori che non devono essere dimenticati.
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