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LAVORO ORIGINALE

I1 ruolo det prodotti di idrolisi dei
triacilgliceroli sull’evoluzione dei
fenomeni ossidativi in oli vegetali

Summary

Among the compounds deriving from lipid degradation considerable
importance should be given to the products of triacylglycerols hydrolysis,
as well as those arising from oxidation. It was shown, in fact, that some
of these compounds could have pro-oxidant activity, and therefore affect
the shelf-life of foods and their nutritional value, with obvious implica-
tions to the consumers’ health. The aim of the present research was to
evaluate the role of partial acylglycerols and free fatty acids on the evolu-
tion of oxidation in vegetable oils. At the purpose, purified diacylglye-
rols, monoacylglycerols and free fatty acids were added in percent
amounts between 0.25% and 3% to vegetable purified oils prepared in
laboratory; the mixtures obtained were subjected to Rancimat test. The
results showed a different behavior towards the oxidative stability of oils
of the different partial acylglycerols considered.

Riassunto

Tra i composti di degradazione dei lipidi, oltre a quelli derivanti dall’os-
sidazione, notevole importanza assumono i prodotti della degradazione
idrolitica. E stato dimostrato, infatti, che alcuni di questi composti pos-
sono presentare attivita pro-ossidante, e, pertanto, influenzare la shelf-li-
fe degli alimenti e il loro valore nutrizionale, con ovvie conseguenze sulla
salute umana. Obiettivo del presente lavoro ¢ stato quello di valutare il
ruolo degli acilgliceroli parziali e degli acidi grassi liberi sull’evoluzione
dei fenomeni ossidativi in oli vegetali. A tal scopo diacilgliceroli, monoa-
cilgliceroli ed acidi grassi liberi preparati in purezza sono stati addiziona-
ti in quantita comprese tra 0,25% e 3% ad un olio di oliva purificato e, le
miscele ottenute, sottoposte a Rancimat test. I risultati ottenuti hanno
mostrato un differente andamento, nei riguardi della stabilita ossidativa,
degli oli dei diversi acilgliceroli parziali considerati.

Introduzione que come resistenza all’ossidazio-

ne. Durante la produzione e la

La qualita degli oli vegetali ¢ inte-
sa come stabilita ossidativa e dun-

conservazione i lipidi vanno in-
contro ad alterazioni di tipo ossi-
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dativo ed idrolitico che determina-
no, sia negli oli alimentari che ne-
gli alimenti che i contengono, la
perdita di qualita e valore nutri-
zionale, oltre a sviluppare sgrade-
voli flavours.

Lossidazione dei lipidi pud proce-
dere attraverso tre differenti mo-
dalita: 1) reazione a catena non en-
zimatica mediata da radicali liberi;
i1) fotoossidazione non enzimatica
e non radicalica; iii) via della li-
possigenasi (1).

Lidrolisi enzimatica, invece, & ca-
talizzata dalla lipasi, che rompe 1
triacilgliceroli in presenza dell’ac-
qua e causa il distacco degli acidi
grassi e conseguente formazione di
esteri parziali del glicerolo: mo-
noacilgliceroli e diacilgliceroli (2).
Numerosi studi sono stati condotti
per valutare I'influenza di acidi
grassi liberi, monoacilgliceroli e
diacilgliceroli sulla stabilita ossida-
tiva degli oli. Tuttavia, le informa-
zioni disponibili appaiono ancora
lacunose e, in alcuni casi, contrad-
dittorie (3-9). Le ricerche finora
condotte hanno previsto l'utilizzo
di standard commerciali.
Obiettivo del presente lavoro &
stato, invece, quello di valutare il
ruolo delle stesse classi di compo-
sti di idrolisi presenti nell’olio sul-
I'evoluzione del fenomeno ossida-
tivo. A tal fine, acidi grassi liberi,
monoacilgliceroli e diacilgliceroli
sono stati isolati in purezza, par-
tendo da olio d’oliva purificato, e
sono stati addizionati in percen-

tuali comprese tra lo 0,25% e il 3%
allo stesso olio di oliva purificato,
valutando il tempo di induzione
mediante metodo Rancimat.

Materiali e metodi
Preparazione dei campioni

Un olio vegetale (olio d’oliva) ¢
stato purificato secondo il metodo
di Lee e Min modificato (10). In
particolare, circa 250 g di olio so-
no stati fatti passare attraverso una
colonna cromatografica (60 cm x
40 mm), in condizioni di vuoto
parziale, impaccata con 75 g di si-
lice, 37,5 g di una miscela di zuc-
chero e celite in rapporto 2:1, 12,6
g di una miscela di carbone e celite
in rapporto 2:1, 75 g di silice.
Lolio purificato ottenuto ¢ privo
di prodotti di ossidazione e di
idrolisi, pigmenti ed antiossidanti.
Lefficacia del processo di purifica-
zione ¢ stata accertata mediante la
determinazione dell’acidita, del
numero di perossidi e dell’analisi
High-Performance Size-Exclu-
sion Chromatography (HPSEC)
dei composti polari separati dall’o-
lio mediante cromatografia su co-
lonna di gel di silice.

Preparazione degli standard

Gli acidi grassi liberi (AGL) in
purezza sono stati preparati me-
diante reazione di saponificazione

a caldo dell’olio purificato. In par-
ticolare, 30 g di olio purificato so-
no stati saponificati su bagnomaria
per 60 minuti in 150 ml di solu-
zione metanolica di KOH 2N.
Successivamente ¢ stata estratta la
frazione insaponificabile con etere
etilico, mentre la frazione saponi-
ficabile ¢ stata titolata con una so-
luzione di H,SO, sino a pH=3. In-
fine, gli acidi grassi formatisi sono
stati estratti con etere etilico;
quindi la soluzione eterea ¢ stata
filtrata su sodio solfato anidro e il
solvente allontanato con I'evapo-
ratore rotante.

I diacilgliceroli (DAG) in purezza
sono stati ottenuti mediante rea-
zione di saponificazione parziale a
temperatura ambiente per 2 minu-
ti partendo da 10 grammi di olio
al quale sono stati aggiunti 100 ml
di KOH 2N in soluzione metano-
lica. Trascorso il tempo stabilito di
saponificazione a temperatura am-
biente, sono stati aggiunti 200 ml
di acqua distillata; quindi, dopo
aver agitato, sono stati aggiunti
200 ml di etere etilico e si ¢ agita-
to nuovamente per un minuto.
Dopo stratificazione ¢ stata allon-
tanata la fase acquosa e, sulla fase
eterea sono stati effettuati dei la-
vaggi con acqua distillata utiliz-
zando 80 ml per volta, fino a neu-
tralita delle acque di lavaggio. Infi-
ne, la soluzione eterea ¢ stata fil-
trata su sodio solfato anidro, quin-
di si ¢ allontanato il solvente con
Ievaporatore rotante. A questo
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punto & stato necessario isolare 1
DAG, sottoponendo i composti
polari (PC), ottenuti mediante
cromatografia su colonna di gel di
silice (11), ad analisi HPSEC pre-
parativa.

I monoacilgliceroli (MAG) in pu-
rezza sono stati ottenuti sottopo-
nendo l'olio purificato a saponifi-
cazione parziale a temperatura
ambiente per 3 minuti in presenza
di una soluzione metanolica di
KOH 2N; la reazione ¢ stata poi
interrotta con acqua distillata e 1
MAG estratti con etere etilico.

La purezza dei diversi standard
preparati € stata accertata median-

te analisi HPSEC.
Rancimat test

Sono state preparate delle soluzio-
ni a diversa concentrazione
(0,25%, 0,5%, 1%, 3%) di acidi
grassi, monoacilgliceroli e diacilgli-
ceroli in diclorometano (10
mg/ml). Aliquote di ciascuna solu-
zione sono state aggiunte ad altret-
tanti campioni di olio purificato e
sottoposte, insieme ad un campio-
ne controllo, al Rancimat test (12).
I1 test ¢ stato eseguito ad una tem-
peratura di 85°C e con un flusso di
aria di 20 Vh. Tutte le prove sono
state eseguite in duplicato.

Analisit HPSEC

I1 sistema cromatografico utilizza-
to ¢ costituito da una pompa series

200 (Perkin-Elmer), un loop da 50
ul, una serie di tre colonne PL-gel
(Perkin-Elmer) lunghe 30 cm e
diametro interno di 7,5 mm con
particelle di 5 um e diametro dei
pori di 500 A, 500 A e 100 A ri-
spettivamente. L'analisi ¢ stata ef-
fettuata utilizzando il diclorome-
tano come solvente di eluizione al
flusso di 1 ml/min ed un rifratto-
metro differenziale a deflessione
series 200A (Perkin-Elmer) come
rivelatore. L'identificazione e la
quantificazione dei picchi di inte-
resse ¢ stata effettuata come ripor-
tato in precedenti lavori (13, 14).

Risultati e discussione

In figura 1 & mostrato il cromato-
gramma dell’analisi HPSEC del-
lolio di oliva di partenza (A) e del
corrispondente purificato (B). E
possibile osservare che il processo
di purificazione utilizzato deter-
minava un abbattimento significa-
tivo del contenuto di composti po-
lari rispetto all’olio di partenza.
Inoltre, I'olio purificato aveva un
contenuto di acidi grassi liberi e
un numero di perossidi pari a zero
e valori di dieni e trieni coniugati
molto bassi, comparabili a quelli
riportati in precedenti lavori (15).
In figura 2 sono mostrati i croma-
togrammi dell’analisi HPSEC de-
gli standard di DAG, MAG e
AGL preparati in purezza in labo-
ratorio a partire dall’olio di oliva

Figura 1 - Cromatogramma dell’a-
nalisi HPSEC dell’olio d’oliva tal
quale (A) e del corrispondente puri-
ficato (B). PTAG, polimeri dei tria-
cilgliceroli; TAG-ox, triacilgliceroli
ossidati; DAG, diacilgliceroli; St,
steroli; AGL, acidi grassi liberi
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purificato. Gli standard ottenuti
presentavano un grado di purezza
pari a 99,5%, 98,1% e 98,5% ri-
spettivamente.
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Figura 2 - Cromatogramma dell’analisi HPSEC degli standard di diacilglice-
roli (DAG), monoacilgliceroli (MAG) e acidi grassi liberi (AGL) preparati in

purezza in laboratorio a partire dall’olio di oliva purificato
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In figura 3 sono riportati i valori
medi del tempo di induzione, va-
lutati con metodo Rancimat, del-
I'olio purificato addizionato con
percentuali diverse (0,25%, 0,50%,
1% e 3%) di DAG, MAG e AGL.
I risultati complessivamente otte-
nuti hanno mostrato una differen-
te influenza, nei riguardi della sta-
bilita ossidativa dell’olio, dei diver-
si prodotti di idrolisi considerati.
In particolare, rispetto all’olio pu-
rificato, gli acidi grassi liberi de-
terminavano un decremento del
tempo medio di induzione all’au-
mentare della concentrazione ag-

Tempo di eluizione (min)

25 20 25 30
Tempo di eluizione (min)

giunta, accelerando la formazione
dei composti volatili di ossidazio-
ne (acido acetico e acido formico
soprattutto) rilevati dal Rancimat
test. Cio in accordo con quanto ri-
scontrato da altri autori (3, 8, 9).
In particolare, Miyashita e Takagi
attribuiscono questo risultato al-
leffetto catalitico del gruppo car-
bossilico sulla decomposizione de-
gli idroperossidi. Frega et al., inve-
ce, hanno osservato un comporta-
mento pro-ossidante degli acidi
grassi in olio d’oliva vergine filtra-
to e un opposto comportamento
in olio d’oliva vergine non filtrato.

Riguardo ai MAG, la loro ag-
giunta determinava un incremen-
to del tempo di induzione rispetto
al valore ottenuto per l'olio purifi-
cato non addizionato di MAG,
che risultava tanto piu evidente
quanto maggiore erano le quantita
aggiunte; cio evidenzia una chiara
azione antiossidante di questa
classe di composti. Tale risultato
appare in contrasto con quanto ri-
portato in bibliografia; infatti, di-
versi autori (5-7), hanno riscon-
trato una, se pur lieve, azione pro-
ossidante dei MAG. Questo dif-
ferente risultato si pud spiegare
col fatto che, a differenza dei la-
vori presenti in letteratura che
adoperavano olio di soia, in questa
indagine sperimentale ¢ stato uti-
lizzato olio d’oliva e, quindi, con
una composizione acidica diffe-
rente.

Infine, per quanto concerne i
DAG, le prove hanno mostrato un
leggero decremento del tempo di
induzione con aggiunte fino allo
0,5%, confermando quanto gia ri-
scontrato da altri autori (6). Lag-
giunta di maggiori quantita di
DAG all’'olio purificato sembrava
determinare, invece, un leggero in-
cremento del tempo di induzione.
Complessivamente, quindi, 1 dati
ottenuti per i DAG non hanno
mostrato un andamento univoco
nei confronti della stabilita ossida-
tiva dell’olio.

In conclusione, i risultati di questa
indagine sperimentale hanno mes-
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Figura 3 - Valori medi del tempo di induzione dell’olio purificato addizionato
con percentuali diverse di standard di diacilgliceroli (DAG), monoacilgliceroli

(MAG) e acidi grassi liberi (AGL)
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so in evidenza un diverso compor-
tamento nei riguardi dell’evoluzio-
ne della degradazione ossidativa
dei diversi acilgliceroli parziali.
Ulteriori indagini sono necessarie
per valutare pitt approfonditamen-
te 'influenza degli acilgliceroli
parziali sull’evoluzione dell’ossida-
zione di oli vegetali e il loro mec-
canismo d’azione.
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