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Dispense del laboratorio di chimica





I Lipidi





	I lipidi vengono suddivisi in semplici e composti.


	I lipidi composti sono esteri in cui alcune funzioni alcoliche sono esterificate da acidi grassi, mentre alcune sono esterificate da una funzione fosforica (è il caso dei fosfolipidi), oppure da una funzione azotata.


	I lipidi semplici invece vengono suddivisi in grassi veri e propri che sono esteri della glicerina (alcool polivalente) con acidi grassi, e le cere che sono esteri di acidi grassi con alcoli monovalenti a molti atomi di carbonio.


	I grassi veri e propri sono molto diffusi nel regno vegetale ed in quello animale. Negli animali si trovano inegualmente distribuiti in tutti gli organi, ma specialmente localizzati nel tessuto adiposo; nei vegetali si trovano in special modo nei semi ed in alcuni frutti. Essi hanno un grande valore alimentare in quanto costituiscono un materiale di riserva al quale l’organismo attinge quando ha bisogno di energia calorica; essi sono pertanto principi alimentari termogeni


	Nella combustione in seno all’organismo, i grassi sviluppano una quantità di calore più che doppia di quella fornita, a parità di peso, da idrati di carbonio e da sostanze proteiche. Infatti l’espressione in calorie degli alimenti si calcola tenendo presente che un grammo di proteine o di idrati di carbonio dà in media 4,1 calorie, mentre un grammo di grassi dà 9,3 calorie.


	I grassi risultano costituiti da miscugli di esteri della glicerina con acidi grassi, tra i quali sono rappresentati con prevalenza gli acidi: oleico, palmitico, stearico, linoleico e, con minor frequenza o come particolarità di qualche grasso, gli acidi: butirrico, caprinico, linolenico ed altri. Si tratta di acidi grassi a catena lineare ed a numero pari di atomi di carbonio, ciò è spiegabile in base al modo di formazione in natura, comportante una serie di reazioni in cui prende parte una unità a due atomi di carbonio, probabilmente un radicale dell’acido acetico.


	I grassi assunti con gli alimenti vengono, nell’organismo umano, saponificati (cioè scissi) da un enzima contenuto nel succo pancreatico, la steapsina o lipasi pancreatica, che scinde i grassi stessi in acidi grassi e glicerina; i sali biliari attivano la lipasi pancreatica e facilitano l’assorbimento dei grassi.


	I grassi sono insolubili in acqua e galleggiano alla superficie di essa perchè hanno un peso specifico più basso; in alcool sono poco solubili a freddo, più a caldo, ad eccezione dell’olio di ricino che anche a freddo si mescola bene con tale solvente. Il cloroformio, il solfuro di carbonio, l’etere di petrolio, il tetracloruro di carbonio sciolgono bene le sostanze grasse; l’etere serve in maniera particolare per estrarre i grassi e per separarli dalle altre sostanze.


	Quando vengono riscaldati oltre i 200°, ,i grassi si decompongono, svolgendo odore pungente di acroleina che prende origine dalla glicerina per disidratazione.











Importanza negli alimenti da noi analizzati





Le sostanze grasse ricorrono nell’alimentazione quotidiana sia quali costituenti della maggior parte dei comuni alimenti, sia perchè esse sono impiegate come condimento nella preparazione delle vivande. La loro importanza alimentare deriva dal fatto che esse rappresentano i più importanti principi alimentari termogeni; è per questo che le popolazioni che vivono nei paesi molto freddi ne fanno più largo consumo.


	I vocaboli “grasso” ed “olio” si riferiscono unicamente allo stato solido o liquido dei lipidi; non hanno alcun rapporto con altre proprietà; la loro struttura non cambia.


I grassi liquidi, costituiti in prevalenza da trioleina (cioè triesteri della glicerina con acido oleico) o da gliceridi di altri acidi non saturi, sono designati col nome di olii; essi si ricavano generalmente dal regno vegetale, estraendoli con forte pressione a freddo o a caldo da alcuni frutti o semi che li contengono.


 I grassi solidi, costituiti principalmente da tristearine (cioè triesteri della glicerina con acido stearico)e da gliceridi di altri acidi saturi, possono ricavarsi dal regno vegetale (grasso di cocco, di palma) oppure dal regno animale (lardo, strutto, burro, ecc.).


	Le sostanze grasse sono sensibili all’aria ed alla luce ed in un tempo più o meno lungo possono subire alterazioni dovute a processi di ossidazione, che si esplicano a carico dei doppi legami e che, in dipendenza del numero di questi, si manifestano con variazioni più o meno profonde dei caratteri fisici ed organolettici delle sostanze stesse.





Burro





	La denominazione “burro” è riservata al prodotto ottenuto dalla crema ricavata dal latte di vacca ed al prodotto ottenuto dal siero di latte di vacca, nonchè dalle loro miscele .


	Quando il latte si lascia in riposo per qualche tempo, si separa lentamente alla superficie uno strato particolarmente ricco di sostanza grassa che rappresenta la crema del latte. Oltre che col riposo la crema si può ottenere rapidamente sottoponendo il latte alla centrifugazione. La crema, che contiene il 30-40% di sostanza grassa, viene poi sbattuta in apparecchi speciali, detti zangole, ove avviene una ulteriore separazione della sostanza grassa. Con questa operazione, mentre la sostanza grassa forma una massa pastosa, si separa un liquido detto latticello, che contiene gli altri costituenti della crema. La sostanza grassa viene quindi impastata e resa omogenea mediante operazioni meccaniche, che tendono a liberarla sempre più dal latticello. La massa omogenea si divide, quindi, in forme di grandezza variabile.


	L’analisi del burro si propone il dosaggio (cioè la determinazione quantitativa) dei costituenti, onde accertare che essi siano contenuti nella quantità spettante al prodotto genuino. Altre analisi, inoltre, hanno come obiettivo la ricerca di eventuali sostanze estranee e di altri grassi aggiunti per frode. Ad esempio alcune frodi possono essere identificate tramite la determinazione del contenuto in sostanza grassa (che non deve essere minore del 82%) oppure con la misura del grado rifrattometrico (valori elevati vengono osservati in caso di sofisticazioni con oleomargarina)





Strutto





Il nome di strutto è riservato esclusivamente al prodotto ottenuto per estrazione a caldo dei tessuti adiposi del maiale. I pezzi di grasso, che si trovano specialmente intorno all’intestino ed ai reni dell’animale, vengono liberati dalla membrana che li avvolge, lavati e tagliuzzati e poi sottoposti a fusione a fuoco diretto o a bagnomaria. Dal grasso fuso vengono separate le parti carnose che in esso si trovano mediante filtrazione e poi si cola in vasche o in vesciche. Per solidificazione si ottiene una massa di consistenza molle e, se ben preparata, bianchissima.


	Lo strutto è costituito in prevalenza da gliceridi degli acidi palmitico, stearico ed oleico, contiene inoltre piccole quantità di gliceridi di altri acidi grassi.


	Lo strutto, irrancidisce facilmente se esposto all’aria e alla luce, assumendo colore giallognolo e odore e sapore poco gradevoli.


	L’analisi chimica dello strutto si propone di verificare se il prodotto è genuino e ben conservato.


	La determinazione delle costanti analitiche, può mettere in chiaro nella maggioranza dei casi l’aggiunta di grassi estranei alla strutto.





Olio





L’olio di oliva è da considerarsi fra le sostanze grasse, la più importante e più adoperata nell’alimentazione in Italia. Esso si estrae dai frutti dell’olivo, albero coltivato estesamente in Italia, Spagna, Francia meridionale, Albania, Grecia, Tunisia, Algeria ed anche in alcuni paesi dell’America Centrale e degli Stati Uniti.


	L’analisi dell’olio di oliva ha lo scopo di dare indicazioni sulla sua qualità, sul suo stato di conservazione e sulle eventuali sofisticazioni.








Determinazione quantitativa dei grassi negli alimenti





	Per dosare (determinare quantitativamente) i grassi contenuti in un alimento, si procede all’estrazione di essi con etere mediante l’apparecchio Soxhlet che consente successive estrazioni a funzionamento continuo (Fig 1)
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	In un ditale di carta da filtro si mette una quantità nota di sostanza da estrarre, ben triturata se solida, mescolata con materiale inerte (sabbia, pomice) se trattasi di liquido. La sostanza così preparata si pone nella camera di estrazione A; nel pallone sottostante B, precedentemente pesato, si mette dell’etere e dopo averlo congiunto con A, si sovrappone ad essi il refrigerante C. Si riscalda moderatamente il pallone a bagnomaria.


	L’etere entra in ebollizione ed i suoi vapori, attraverso il tubo laterale D raggiungono il refrigerante e si condensano, così che l’etere ricade sulla sostanza. Quando l’etere condensatosi, ha raggiunto il livello superiore del sifone E, questo entra in funzione e scarica nel pallone l’etere che ha disciolto la sostanza grassa. Il solvente si trasforma di nuovo in vapore, si condensa nel refrigerante e compie lo stesso cammino già descritto.


	Così in maniera automatica possono compiersi diverse estrazioni, dopo di che si stacca il pallone B, si distilla l’etere, si secca il residuo in stufa a 60°C e si pesa; l’aumento di peso, presentato dal pallone già tarato, rappresenta la quantità del grasso contenuta nell’alimento sottoposto all’estrazione e da essa si calcola la percentuale.


	Questo metodo di estrazione e dosaggio della sostanza grassa è applicabile a tutti i tipi di alimenti e dà buoni risultati pratici, sebbene si presti all’osservazione che l’etere, abitualmente adoperato estragga oltre ai gliceridi, altre sostanze in esso solubili come steroli, cere, materie coloranti, ecc.


	Nel caso di alcuni alimenti, per motivi di maggior rapidità sono stati elaborati metodi di determinazione della sostanza grassa di rapida e facile esecuzione.





funzionamento dell’estrattore automatico “Buchi”





	L’estrattore automatico “Buchi” in dotazione alla scuola pur utilizzando il metodo Soxhlet tradizionale per l’estrazione dei grassi, presenta numerosi vantaggi come ad esempio riduzione del tempo di estrazione (max 2 ore), possibilità di lavoro simultaneo su 6 campioni, maggior sicurezza per l’operatore.
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Fig 2


(per una copia migliore della figura vai a www.matteocattadori.it)


	Lo schema dello strumento è rappresentato in fig. 2. Dalla sua analisi si possono osservare le colonne di estrazione alle quali affluisce sia l’acqua per la colonna refrigerante che il vapore per il bagno riscaldante. Ogni colonna è inoltre dotata di un impianto di drenaggio per il recupero dell’etere.


	Per l’avviamento dello strumento bisogna operare nel seguente modo:


* pesare una quantità di campione stabilita in base al contenuto presunto di grasso dell’alimento (consultare la tabella sottoesposta);


* mettere il campione nel ditale di estrazione, chiuderlo con cotone idrofilo e posizionare il tutto nella camera di estrazione evitando di toccarlo con le mani;


* aprire al massimo il rubinetto dell’acqua di rete collegata con lo strumento;


* inserire la spina dell’alimentazione elettrica;


* posizionare il rubinetto della caldaia generatrice di vapore su “chiuso”;


* posizionare la maniglia di drenaggio dell’etere su “chiuso”;


* collocare l’apposito bicchiere tarato e contenente 170 cc di etere di petrolio, sotto la corrispondente colonna di estrazione;


* chiudere le colonne e abbassare la visiera in plexiglass.


	Durante l’estrazione bisogna controllare che il volume di etere sia sufficiente a far funzionare il sifone, in caso contrario, introdurre etere dal foro presente nella parte superiore della colonna refrigerante.


	Dopo due ore concludere l’estrazione nel seguente modo:


* posizionare la maniglia di drenaggio su “aperto”;


* dopo che è stato allontanato tutto l’etere dalla camera di estrazione, posizionare il rubinetto del generatore di vapore su “aperto”, staccare la spina della corrente e chiudere il rubinetto della corrente di rete,


* aprire le colonne, staccare il bicchiere di raccolta del grasso e metterlo in stufa a seccare a 100°C;


* levare il ditale di cellulosa dalla camera di estrazione.





	Per alcuni alimenti (ad esempio i biscotti) non si può effettuare l’estrazione sulla sostanza tal quale in quanto il grasso si trova all’interno di particolari strutture, prima dell’estrazione bisogna quindi sottoporre l’alimento ad un procedimento di idrolisi.








Costanti analitiche generali dei grassi


Alcune proprietà chimiche e fisiche dei grassi variano entro limiti abbastanza ristretti per ciascuna sostanza genuina e possono tradursi in altrettanti indici analitici applicabili a tutti i grassi aventi valori già conosciuti per ciascun grasso genuino. Le deviazioni da questi valori possono testimoniare una sofisticazione e dare un’indicazione sulla natura della sofisticazione effettuata, dirigendo le successive indagini verso prove a carattere più particolare.





INDICE DI RIFRAZIONE


	Per la descrizione del principio fisico per la sua determinazione, vedere dispense su mono e oligo saccaridi.


	L’indice di rifrazione costituisce un dato analitico molto importante nell’analisi dei grassi rivolta alla scoperta di eventuali sofisticazioni. Per esempio, nel caso del burro esso è compreso tra 1,4552 e 1,4567; l’oleomargarina e l’olio di cocco posseggono intervalli di variazione del parametro notevolmente diversi. Si vede pertanto come l’aggiunta di queste sostanze fa variare sensibilmente l’indice di rifrazione del burro genuino. Per gli olii l’indice di rifrazione aumenta con il grado di insaturazione





NUMERO DI ACIDITA’


	E’ dato dal numero di milligrammi di idrossido di potassio che occorrono per neutralizzare gli acidi contenuti allo stato libero in un grammo di sostanza grassa. Questo numero detto anche indice di acidità, presenta particolare valore analitico per stabilire lo stato di conservazione dei grassi e per valutare la loro qualità.


	La determinazione del numero di acidità va eseguita come quella di tutte le costanti che si riferiscono alle proprieta delle materie grasse, sul grasso deacquificato e filtrato.


. 5-10 g di campione , pesati esattamente, vengono posti in beuta e sciolti in circa 100 cc di un miscuglio previamente neutralizzato alla fenolftaleina, di un volume di alcool etilico e due volumi di etere etilico. Si titola, agitando, fino al viraggio della fenolftaleina, con una soluzione di KOH 0,5 N (oppure 0,1 N se l’acidità è molto bassa). Indicando con § il numero di cc usati della soluzione alcalina, N la sua normalità e p i grammi di campione pesati per la determinazione, il numero di acidità è dato da :








§ x N x 56,1


  p








	Molto frequentemente, specie per l’olio d’oliva, si usa esprimere l’acidità in acido oleico libero contenuto in 100 g di olio. In tal caso, poichè il peso equivalente dell’acido oleico è 282, si applicherà la seguente espressione:





% ac. oleico=   § x N x 282  x 100  =    § x N x 28,2


		1000 x p			p








	I gradi di acidità, infine, corrispondono ai cc di soluzione 1N di alcali necessari a neutralizzare 100 g di grasso.








NUMERO DI IODIO


	I doppi legami degli acidi grassi insaturi possono fissare lo iodio o i suoi derivati alogenati, cloruro e bromuro di iodio, e la quantità di alogeno fissata oscilla in limiti abbastanza ristretti per ciascun grasso sicuramente genuino e quindi rappresenta il fondamento di una costante analitica dei grassi, particolarmente importante per gli olii.


	Il numero o indice di iodio si definisce come la quantità di iodio, espressa in grammi, che può essere fissata in opportune condizioni, da 100g di sostanza grassa.


	Il numero di iodio, oltre a caratterizzare molte sostanze grasse, può servire a svelare se esse siano state sofisticate mescolandole con altre di valore commerciale inferiore. Inoltre, l’invecchiamento ed il cattivo stato di conservazione di un grasso possono avere incidenza sull’indice di iodio, infatti i grassi rancidi. nei quali i doppi legami hanno subito un processo di ossidazione, possono presentare un valore di questo indice più basso rispetto al grasso ben conservato.





NUMERO DI PEROSSIDI


	Lo stato iniziale del processo di irrancidimento di un grasso, è rappresentato dall’addizione di ossigeno ai doppi legami degli acidi insaturi ed al carbonio del gruppo alfa-metilenico con formazione di perossidi. Questi si possono dosare per via iodometrica, data la loro capacità di liberare iodio dallo ioduro di potassio. Lo iodio liberato è titolato con una soluzione di tiosolfato sodico.


	Il numero di perossidi si esprime in milliequivalenti di ossigeno attivo per Kg di sostanza grassa.


	In una beuta da 250 cc si pesa un quantitativo di campione compreso tra 1 e 10 g in funzione del numero di perossidi presunto. Si aggiungono 25 cc di una miscela acido acetico glaciale e cloroformio (3/2; V/V) e si agita fino a soluzione completa. Dopodochè si aggiungono 0,5 cc di una soluzione satura di ioduro di potassio; si chiude subito la beuta e si agita con movimento rotatorio per un minuto; quindi si lascia a riposo al buio per 5 minuti esatti. Si diluisce con 75 cc di acqua distillata e si titola con una soluzione di tiosolfato sodico 0,01 N, impiegando la salda d’amido come indicatore.


	Espressione dei risultati:











V x N x 1000


Numero di Perossidi = ____________________


m





dove:


V = volume di tiosolfato sodico consumato (in ml)


N = fattore di normalità della soluzione di tiosolfato sodico;


m = massa in g del campione prelevato;





ATTENZIONE La soluzione di tiosolfato va tenuta al riparo dalla luce (usare vetreria scura) ed il suo titolo va rideterminato periodicamente (almeno ogni mese).





METODI SPETTROSCOPICI


									Fig 3
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La presenza del gruppo etilenico (-CH=CH-) o acetilenico (-CºC-) o carbossilico 


(-COOH) o chetonico ( C=O) nella molecola degli acidi grassi è causa di assorbimento nell’ultravioletto. Tali gruppi da soli, però manifestano un assorbimento della luce a lunghezze d’onda inferiori a 200nm, mentre, quando sono coniugati e cioè si trovano in posizione alternata, mostrano un intenso assorbimento tra 220 e 350 nm.


Nella figura 3 vengono riportati gli spettri di assorbimento di acidi con due, tre e quattro doppi legami coniugati. I dieni coniugati manifestano un assorbimento massimo a 268 nm e i tetraoni coniugati, intorno ai 300 nm. Risulta evidente che l’aumento del numero di doppi legami coniugati determina un aumento del valore dell’assorbimento e della lunghezza d’onda ove si trova il massimo. Ne deriva che la determinazione degli acidi polinsaturi con doppi legami coniugati può essere eseguita misurando, ad una data lunghezza d’onda, l’intensità dell’assorbimento di una soluzione a concentrazione nota della sostanza grassa.


Si chiama estinzione specifica per concentrazione unitaria (K) l’estinzione di uno strato di 1 cm di una soluzione all’1% P/V dell’olio in esame, diluito con una soluzione di iso-ottano.


L’estinzione specifica ad una determinata lunghezza d’onda (l lambda) si calcola nel seguente modo:





E


Kl =_________


C x L


Dove:


E= estinzione letta alla lunghezza d’onda stabilita


C= concentrazione in g per 100 cc


L= spessore della cuvetta in cm





Spesso si usa invece della estinzione specifica, il �K (delta K) che si calcola dalla differenza tra l’estinzione specifica misurata alle seguenti lunghezze d’onda: 262, 268, 274. Quindi:





K262 + K274


� K= K268- ________________


2


Lo scopo è quello di eliminare l’assorbimento estraneo di fondo ed avere una indicazione del quantitativo di trieni coniugati presenti nel grasso in esame.


Gli olii di oliva di pressione, vergini posseggono un valore di � K inferiore a 0,005 mentre gli olii di sansa e quelli rettificati (ottenuti da estrazioni ripetute e spinte) posseggono valori di tale parametro nettamente elevati, nell’ordine di 0,1 o 0,2.





ANALISI GASCROMATOGRAFICA


E l’analisi più completa ed accurata che si può condurre sulla materia grassa. In pratica con questa analisi si riesce a determinare con precisione quanti e quali acidi grassi ci sono in una determinata sostanza grassa. Questa analisi, ormai comune nei laboratori di analisi ha quindi soppiantato molte delle analisi illustrate qui sopra, in particolare il numero di iodio.


E una analisi piuttosto complessa e lunga e la strumentazione richiesta è costosa. In breve le fasi principali della analisi sono le seguenti:


1 Metilesterificazione. Consiste nell’idrolizzare la materia grassa e ottenere degli esteri metilici di tutti gli acidi grassi. In pratica succede che si rompre il legame estere tra l’acido grasso e la glicerina e si ri-esterifica l’acido grasso con un gruppo metilico. Ecco perché è chiamata metil-esterificazione;


2 Si sottopone il campione così preparato ad analisi gascromatografica chiamato così dal nome dello strumento utilizzato, il gascromatografo per l’appunto. In breve essa consiste nel far passare il campione trasportato da un gas, chiamato fase mobile (elio o azoto) all’interno di una speciale colonna sottilissima le cui pareti interne sono rivestite da una sostanza particolare chiamata fase fissa. I vari acidi grassi vengono trattenuti all’interno della colonna con un ritardo che dipende dalle dimensioni della molecola dell’acido grasso medesimo e dalla quantità presente nel campione. All’uscita della colonna si trova uno strumento chiamato rivelatore in grado di misurare la qualità e la quantità delle varie molecole che lo attraversano.
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