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PROCESSI OSSIDATIVI  NEGLI ALIMENTI
DI ORIGINE VEGETALE

Quarantelli A., Righi F., Renzi M., Bonomi A.

INTRODUZIONE
La conservazione dei cereali e di altri alimenti di origine vegetale rappresen-

ta ancora oggi un problema per il quale non è stata individuata una soluzione definiti-
va e sufficientemente economica. Le perdite di materie prime, che si accumulano
durante lo stoccaggio, sono stimate dalla FAO intorno al 10% della produzione mon-
diale con punte massime oscillanti fra il 30% ed il 50% nei paesi in via di sviluppo.

 Una partita di alimenti vegetali è infatti un ecosistema artificiale costituito
da un insieme di diverse entità viventi rappresentate dai semi con il loro germe, dai
microrganismi infestanti (batteri, lieviti e muffe) e dagli zooparassiti (acari ed insetti).
L’insieme è inoltre un eccellente isolante termico in grado di accumulare il calore
prodotto dall’ecosistema medesimo.

L’obiettivo primario dello stoccaggio degli alimenti di origine vegetale è
pertanto quello di stabilizzare l’ecosistema e la sua attività vitale con la finalità di
mantenere il più possibile inalterata l’energia chimica accumulata sotto forma di ami-
do, la frazione azotata rappresentata dalle proteine, ma soprattutto la frazione lipidica
costituita da acidi grassi caratterizzati da un elevato grado di insaturazione. Patologie
e danneggiamenti della coltura, così come le operazioni di raccolta, stoccaggio e tra-
sformazione possono indurre nella frazione lipidica dei cambiamenti in grado di dare
luogo a fenomeni di irrancidimento sia nelle materie prime sia nei prodotti derivati
dalle stesse.

Il processo di irrancidimento e le reazioni di degradazione dei lipidi vegetali
sono tuttora oggetto di grande interesse per le conseguenze che si ripercuotono nega-
tivamente sulla qualità delle materie prime. Particolarmente gravi sono infatti le per-
dite di valore nutritivo, la riduzione dell’appetibilità e gli effetti negativi che i prodotti
dell’ossidazione lipidica possono esercitare sullo stato di salute degli animali.

Caratteristiche dei lipidi vegetali
La componente lipidica degli alimenti di origine vegetale è notoriamente

costituita da fosfolipidi e glicolipidi, da cere, cutine e suberine nonché da grassi e da
oli. I fosfolipidi e i glicolipidi sono i principali componenti strutturali delle membrane
citoplasmatiche, nucleolari e degli organuli cellulari. Le cere, le cutine e le suberine
formano il rivestimento protettivo esterno degli organi delle piante superiori. I grassi
e gli oli sono sostanze di riserva accumulate dalle piante nei frutti e nei semi durante
la crescita, in misura diversa a seconda della specie vegetale. Si trovano inoltre nei
pollini, nelle spore e negli organi vegetativi (Huang, 1992).

Queste riserve lipidiche sono rappresentate da trigliceridi e da loro metaboliti
o precursori, quali i mono e digliceridi i quali vengono utilizzati come fonte di energia
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che le cellule vegetali utilizzano nei periodi di metabolismo attivo (Huang, 1992). Le
sostanze grasse sono accumulate all’interno di particelle subcellulari sferiche dette
oleosomi o sferosomi aventi un diametro variabile fra 0,6 e 2,0 µm a seconda della
specie vegetale. Ciascun corpo lipidico è costituito da una matrice di trigliceridi cir-
condata da uno strato fosfolipidico nel quale sono immerse proteine dette oleosine
(Tzen and Huang, 1992). Le cellule più ricche in oli sono generalmente quelle dello
strato aleuronico e del germe (Saunders, 1985). Questa naturale compartimentazione
dei lipidi all’interno delle cellule e nei diversi tessuti rappresenta di fatto un meccani-
smo di difesa naturale delle piante nei confronti dell’irrancidimento (Galliard, 1989).
         Tutte le molecole lipidiche hanno la caratteristica fondamentale di contenere
una o più catene alifatiche di acidi grassi (acidi di lunghezza minima C

8
). Esistono

quasi 400 di questi acidi ma solo una decina ha una reale importanza sia ai fini
nutrizionali, sia ai fini economici in quanto ampiamente disponibili per la produzione
industriale degli oli. Prendendo in considerazione le riserve lipidiche localizzate delle
piante, fatta eccezione per l’olio di cocco e per i semi di palma, che contengono circa
un 50% di acido laurico (C

12
), e per l’olio di palma, che è ricco di acido palmitico (C

16
,

45%), gli altri oli vegetali sono dominati dal gruppo degli acidi grassi insaturi con 18
atomi di carbonio (Pehowich, 2000; Chow, 2002). Così, per ogni specie di pianta
oleaginosa attualmente utilizzata, più dell’80% del contenuto in acidi grassi è gene-
ralmente rappresentato da oleico (C

18:1
), linoleico (C

18:2
) e linolenico (C

18:3
). La stessa

predominanza di acidi grassi C
18 

mono-, di-, e tri-insaturi, circa il 60% degli acidi
grassi totali, è osservata nei semi dei cereali (Guillaumin, 1982; Galliard, 1989).

Osservazioni analoghe possono essere effettuate anche in merito alla com-
posizione in acidi grassi di fosfolipidi e glicolipidi, che sono costituenti essenziali
delle membrane cellulari.

Reattività dei lipidi vegetali
A causa delle predominanza di acidi grassi insaturi, i lipidi di origine vegeta-

le risultano più reattivi rispetto a quelli di origine animale caratterizzati da un più
elevato contenuto di acidi grassi saturi. Diversamente dagli animali, le piante non
possiedono un sistema per trasportare i lipidi fra i diversi comparti dell’organismo;
inoltre, la ridotta umidità presente nei semi limita la diffusione dei lipidi fra i vari
tessuti (Galliard, 1989). Di conseguenza queste sostanze non vanno incontro a
modificazioni di rilievo finché rimangono racchiuse, all’interno della cellula, nel loro
tessuto originale. In questa sede si conservano integri fino a quando non vengono
innescati i processi biologici legati alla germinazione (Bahri, 2000) oppure quando
gli alimenti sono sottoposti a processi di lavorazione che arrecano danno alle particel-
le contenenti il grasso (Malekian  , 2000).

I lipidi non più protetti dalle membrane integre possono infatti entrare in
rapporto diretto con l’ossigeno atmosferico, venire dispersi su un’ampia superficie e
trovarsi a contatto con tracce di metalli presenti nei tessuti vegetali, che agiscono
come catalizzatori del processo di ossidazione. Possono inoltre essere esposti alla
luce e ad altri agenti ossidanti esogeni, la cui azione si somma a quella degli enzimi
lipolitici endogeni, presenti nei tessuti dei semi e a quelli esogeni prodotti dai
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microrganismi ad essi associati (Gaillard, 1989).

REAZIONI DEI LIPIDI VEGETALI
Le reazioni dei lipidi vegetali durante l’immagazzinamento e la trasforma-

zione possono essere suddivise in reazioni enzimatiche e reazioni non enzimatiche.
Le reazioni enzimatiche sono coinvolte nei processi di idrolisi, ossidazione

ed isomerizzazione dei trigliceridi e degli acidi grassi. Le reazioni non enzimatiche
sono limitate alla via ossidativa (autossidazione) ed alla isomerizzazione.

IDROLISI DEI LIPIDI
Gli enzimi responsabili del fenomeno idrolitico a carico dei lipidi sono la

lipasi ed in minor misura la fosfolipasi, la glicolipasi e l’esterasi.

Azione degli enzimi lipolitici
          La maggior parte degli acidi grassi che si trova nei semi e nelle cariossidi è
esterificata ad una specifica molecola alcolica, il glicerolo. In condizioni di umidità,
temperatura e pH favorevoli, gli enzimi lipolitici si attivano ed idrolizzano, attraverso
una reazione di trans-esterificazione, i trigliceridi in acidi grassi liberi, saturi ed insaturi;
anche i fosfolipidi sono soggetti a tale trasformazione. Gli enzimi coinvolti sono ri-
spettivamente la lipasi e la fosfolipasi. Durante le varie lavorazioni, i lipidi dei cereali
possono poi essere esposti all’azione delle lipasi di origine microbica, il cui ruolo è
tuttavia ancora in discussione (O’Connor, 1992).
Le reazioni catalizzate da questi enzimi comportano, come già accennato, la libera-
zione di acidi grassi liberi (Takano, 1993) e sono pertanto responsabili dell’incremen-
to dell’acidità che viene frequentemente registrato, durante lo stoccaggio, negli oli
estratti dai semi delle oleaginose. Analogamente, un incremento dell’acidità si verifi-
ca nei semi danneggiati a seguito della movimentazione meccanica e dell’azione lesi-
va provocata dagli insetti. La loro rimozione attraverso opportune tecniche di pulitu-
ra, prima dell’immissione negli impianti di macinazione, consente di ottenere farine
con una componente lipidica stabile e che si conserva più a lungo durante lo stoccaggio
(Guillaumin, 1982).

Takano (1993) propone un modello per spiegare il meccanismo di decompo-
sizione operata dalla lipasi sui lipidi della pula di riso. La fosfolipasi D, secondo
l’Autore, trasforma in acido fosfatidico la fosfatidilcolina che è la principale compo-
nente della membrana degli sferosomi. Questa trasformazione provoca la
disintegrazione degli sferosomi e consente il contatto dei trigliceridi, non più protetti
dalla membrana, con la lipasi che ne inizia la degradazione, con la creazione di acidi
grassi liberi.

Origine delle lipasi
Le lipasi, responsabili della degradazione dei lipidi, possono avere due origini:

Lipasi endogena. La lipasi endogena è stata studiata nei semi di soia, di fagiolo e di
ravizzone così come nelle cariossidi del frumento, del sorgo, del riso e dell’avena
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(Guillaumin, 1982; Gaillard, 1989; Saunders, 1985). Nel frumento, la lipasi è localiz-
zata principalmente nella crusca e nel germe (Dapron, 1983; Galliard 1983, 1986;
O’Connor, 1992) (Tabella n. 1). Nelle cariossidi dei cereali inoltre sono stati indivi-
duati talvolta più di tre isoenzimi della lipasi (Baxter, 1984; O’Connor et al., 1989;
Peterson, 1999; Edlin et al., 2002) ed isoenzimi multipli della fosfolipasi che agisco-
no in diverse posizioni della molecola fosfolipidica (Wang, 2001); esistono tuttavia
anche altri enzimi in grado di degradare le molecole lipidiche: nella pula di riso sono
stati individuati, oltre a diversi tipi di lipasi e fosfolipasi (A1,A2,B,C,D), anche
glicolipasi ed esterasi che agiscono degradando i trigliceridi (Takano, 1993).

La sintesi degli enzimi idrolitici, fra i quali è annoverata la lipasi, è indotta
nei cereali da segnali ormonali provenienti dal tessuto embrionale. Tali segnali posso-
no indurre la sintesi delle proteine enzimatiche in toto oppure determinare l’attivazio-
ne di proenzimi nello strato aleuronico e apparentemente, in modo parziale, anche nei
tessuti dell’endosperma (Tavener et al., 1969; Laidman and Tavener, 1971; Gallie and
Young, 1994). E’ stato osservato come l’attività lipasica permanga nell’avena matura,
tanto nella crusca (contenente una elevata percentuale di strato aleuronico) quanto
nelle frazioni dell’endosperma (Ekstrand et al., 1992; Hutchinson et al., 1951). Poi-
ché tale attività è stata osservata anche in assenza di processi germinativi (O’Connor
et al., 1992; Peterson, 1999; Outinen, 1999), essa è ritenuta come residua dai processi
di sintesi lipidica verificatisi durante lo sviluppo dei semi (ad opera appunto della
lipasi) ed in parte anche come manifestazione di altre attività biologiche del seme,
riferibili ad esempio a meccanismi di difesa (Urquhart et al., 1983).
Per la lipasi del frumento non è stata dimostrata alcuna specificità certa nei confronti
dei gruppi acilici; analogamente, nessuna azione enzimatica selettiva è stata indivi-
duata durante la lipolisi dell’avena (O’Connor et al., 1992; Heiniö et al., 2002). L’idrolisi
dei lipidi dell’avena procede infatti apparentemente senza accumulo di mono- e di-
acilgliceroli: una volta che i trigliceridi sono accessibili alla lipasi, tutti e tre i gruppi
acilici vengono rapidamente convertiti in acidi grassi liberi (Liukkonen et al., 1993).
Un dato contrastante deriva tuttavia dallo studio della attività della lipasi dell’avena
sull’1,2,3 triesanoglicerolo, che è stata dimostrata avvenire con una forte specificità
posizionale (Yasuhide et al., 1997). L’idrolisi dei lipidi neutri di riserva presenti nel-
l’avena è infatti più veloce di quella di altri cereali; sempre nell’avena scarse sono
invece le informazioni sull’idrolisi nei lipidi polari, che appare comunque minima
durante la trasformazione e lo stoccaggio (Liukkonen et al., 1992). Al contrario, nel-
l’orzo ed in modo particolare nel malto d’orzo, l’idrolisi dei lipidi polari si verifica
rapidamente appena il seme è macinato e la temperatura incrementata. Dati più certi
sono disponibili invece per quanto concerne l’azione della fosfolipasi che mostra in
tutti i casi una notevole specificità per differenti gruppi acilici (Kaukovirta et al., 1998).
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Tabella  n. 1 - Attività della lipasi in alcuni cereali ed in alcuni prodotti della molitura.

Alimenti Attività lipasica (1) Attività lipasica (2)
µmol ac oleico/hr/g µmol ac oleico/hr/g

Frumento 2 - 4,5 —-
Farina di frumento 1 – 1,25 —-
Crusca di frumento 7 270,7*
Germe di frumento —- 62,6*
Avena —- 96 – 190**

10 – 770***
Avena fioccata 20 —-
Sorgo 6 —-
Risone 11 - 13 —
Riso brillato 1,25 —-
Pula di riso 20 - 30 —-

—-

(1) da Galliard, 1989;
(2)  altri autori : * da O’Connor, 1992;  ** da Peterson, 1999; ***Matlashewsky et al., 1982 e Urquhart;

Lipasi esogena. E’ prodotta da microrganismi durante la loro crescita sul seme
(Guillaumin, 1982). I semi e le cariossidi al momento della raccolta veicolano infatti
una microflora rappresentata principalmente da batteri e muffe, con una piccola per-
centuale di lieviti.

La temperatura ed il tenore in acqua libera del substrato rivestono una note-
vole importanza per il loro sviluppo.  Batteri e lieviti hanno scarse possibilità di cre-
scita quando, attraverso l’essiccazione, l’umidità dei semi è portata a livelli inferiori
al 10 %, (questo corrisponde ad una umidità relativa inferiore al 75% e ad una tempe-
ratura intorno a 22°C - Vertucci and Roos, 1990). Questi microrganismi necessitano
infatti di una quantità minima di acqua libera per la crescita. I batteri in particolare
richiedono un’umidità relativa prossima al 90%, mentre i lieviti non si sviluppano a
livelli inferiori all’88%. Queste umidità relative corrispondono a un contenuto di ac-
qua della granella oscillante fra il 15% e il 17%. Tali valori sono ben al di sopra dei
normali livelli di umidità previsti per lo stoccaggio nei silos. E’ tuttavia dimostrato
che le spore di muffe xerofile, cui appartengono alcune specie di Aspergillus, possono
germinare a livelli di umidità inferiori a quelle sopra riportati (Dragoni et all.  1997).
Al contrario, quando i semi sono stoccati in condizioni non ideali, in presenza di
ossigeno e di umidità relativa elevata (maggiore al 90%), tutti i microrganismi presen-
ti (batteri, lieviti e muffe) crescono e la produzione di enzimi e di lipasi in particolare
risulta accentuata. Pertanto, ad un aumento della umidità dei semi corrisponde la for-
mazione di acidi grassi liberi derivanti in parte dall’azione della lipasi endogena, la
cui attività ha luogo a bassi livelli di umidità ed in parte da quella degli enzimi gene-
rati dalla microflora contaminante che prolifera in modo ottimale nelle condizioni
sopra esposte.

Durante i vari processi di lavorazione e di stoccaggio, i lipidi di riserva dei
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semi possono quindi essere esposti in misura diversa alle lipasi microbiche. Tali lipasi,
a differenza di quelle endogene, discriminano fra i differenti gruppi acilici e manife-
stano diverse affinità per gli acidi grassi esterificati al glicerolo (O’Connor et al., 1992;
Heiniö et al., 2002).

Fattori che influenzano l’attività della lipasi
L’attività della lipasi è condizionata essenzialmente da umidità, temperatura

e pH del mezzo; tuttavia anche il genotipo (Frey and Hammond, 1975) e l’andamento
stagionale durante la maturazione della pianta (O’Connor, 1992) possono influenzare
l’attività di questo enzima.

Fra questi fattori, l’umidità ed in particolare l’attività dell’acqua riveste un
ruolo fondamentale. La presenza di acqua libera determina infatti l’attivazione
dell’enzima ed influenza l’equilibrio termodinamico della reazione. Premesso che le
diverse lipasi si comportano in modo differente, le acquisizioni inerenti la lipasi
microbica fanno supporre che l’attivazione dell’enzima avvenga ad attività dell’ac-
qua decisamente inferiori a 0,3 (Wehtye and Adlercreutz, 1997), essendo sufficienti
anche strati singoli o multipli di acqua di adsorbimento intorno all’enzima (Caro et
al., 2002). E’ sufficiente quindi un’umidità del substrato inferiore al 5% perché si
manifesti attività enzimatica (Galliard, 1989). L’effetto sull’equilibrio termodinamico
della reazione catalizzata dall’enzima lipasi dipende dal fatto che l’acqua rientra fra i
reagenti della reazione stessa. A questo proposito è stato dimostrato che nel range di
attività dell’acqua compreso fra 0,2 e 0,3 l’equilibrio della reazione può invertirsi
(Svensson et al., 1994). Anche gli altri substrati coinvolti in questa reazione, quali gli
acidi grassi liberi, il glicerolo e diversi acilgliceroli ne influenzano tuttavia l’equili-
brio, per cui quest’ultimo non può essere stabilito solo sulla base del contenuto in
acqua.

Durante la lavorazione dei cereali, l’attività dell’acqua si stabilizza a livelli
superiori allo 0,4 per cui l’idrolisi dei lipidi esterificati all’interno dei prodotti
enzimaticamente attivi può procedere fino a livelli sensibili. Il tutto, anche in presen-
za di una maggiore quantità di acqua libera, rimane comunque funzione della concen-
trazione di substrato, della distribuzione dei substrati fra le fasi acquosa ed oleosa e
probabilmente anche della fonte di lipasi presente (Adlercreutz et al., 2002; Ma et al.,
2002).

Anche la temperatura ed il pH del mezzo rivestono, come già accennato, un
ruolo importante nel determinismo dell’attività lipasica. Nella pula di riso Aizono et
al. (1971) hanno riscontrato la massima attività dell’enzima in corrispondenza di una
temperatura pari a 37 °C, e ad un pH oscillante fra  7,5 e 8,0.

OSSIDAZIONE DEI LIPIDI
Gli acidi grassi liberi formati in seguito all’azione della lipasi sui trigliceridi,

rappresentano un potenziale substrato per un altro enzima, la lipossigenasi, caratteriz-
zato da una spiccata azione ossidativa. Sono inoltre molto suscettibili alla autossidazione
anche per l’azione catalitica svolta da rame e ferro normalmente presenti in tracce nel
medium (Malekian, 2000). Gli acidi grassi insaturi in particolare, sono più sensibili ai
fenomeni ossidativi rispetto a quelli saturi e la loro modificazione risulta tanto più
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rapida e profonda quanto maggiore è il loro grado di insaturazione. I doppi legami
delle catene carboniose, infatti, rappresentano centri reattivi soggetti all’azione di ra-
dicali ed enzimi (Barnes and Galliard, 1991; Malekian, 2000). Così, gli acidi grassi
mono-, di-, e triinsaturi si decompongono molto rapidamente in idroperossidi instabi-
li, che si degradano a loro volta per dare una mistura complessa di prodotti volatili e
non volatili della ossidazione i quali, come tali o in seguito ad ulteriore degradazione,
possono arrivare a compromettere l’accettabilità del prodotto.

Azione della lipossigenasi
Con il termine di lipossigenasi si indica un gruppo di isoenzimi presenti in

numerosi semi, fra i quali quelli della soia, di alcune varietà di fagioli, dei piselli,
delle arachidi e nelle cariossidi dei cereali, con particolare riferimento al frumento,
avena, orzo e mais. Tale enzima, concentrato soprattutto nel germe, catalizza la rea-
zione di ossidazione non reversibile degli isomeri cis degli acidi grassi polinsaturi
contenenti il gruppo 1,4-pentadiene (diene [1,4] – CH = CH – CH – CH = CH –,
comunemente chiamato metilene centrale o sistema malonico) formando i rispettivi
idroperossidi con doppi legami coniugati cis-trans (Tappel, 1963; Galliard, 1989).

I cereali contengono isoenzimi multipli della lipossigenasi: nell’orzo in via
di germinazione sono state determinate le sequenze del cDNA di due isoenzimi aventi
attività lipossigenasica (Hamberg and Samuelsson, 1967; Hugues et al., 1994; Van
Mechelen et al., 1999; Shiiba et al., 1991). Questi isoenzimi hanno apparentemente
diversa specificità di substrato, diversa distribuzione in vari tessuti e producono vari
isomeri degli idroperossidi in differenti proporzioni, tuttavia il loro ruolo biologico
non è ancora stato determinato con certezza (Feussner and Wasternack, 1998; Schmitt
and Van Mechelen, 1997). Recentemente Van der Stelt et al.,  (2000).hanno ipotizzato
che la lipossigenasi intervenga nella sintesi di sostanze necessarie per la difesa dei
tessuti vegetali dai patogeni.

Fonti di lipossigenasi
L’enzima  lipossigenasi è stato individuato per la prima volta nella soia nel

1932 da Andre e Hou, che ne hanno descritto l’azione sugli acidi grassi. Oggi è risa-
puto che l’enzima è diffuso fra gli organismi vegetali ed è stato isolato anche da una
muffa appartenente al genere Fusarium (Fusarium oxysporum). E’ abbondante so-
prattutto nelle leguminose e nei cereali come riportato nella tabella  2.

Tabella  n. 2 - attività delle lipossigenasi derivanti da diverse fonti in comparazione con quelle ottenute
dalla soia (attività = 100)

Alimenti Attività lipossigenasica relativa %
Soia 100
Fava 60
Pisello 38
Frumento 0, 5 - 16
Germe di frumento 3 - 5
Orzo  12
Arachidi 1
(da Tappel, 1961).
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La soia e il pisello proteico figurano fra le specie vegetali maggiormente
studiate (Nicolas, 1981) in funzione del loro elevato contenuto in lipossigenasi.

Nei cereali, il tasso di reazione della lipossigenasi è molto variabile. Dalla
tabella n. 3 si evince che l’orzo, così come il frumento, è caratterizzato da una elevata
attività della lipossigenasi mentre nella segale e nell’avena l’azione di questo enzima
è meno rilevante (Fretzdorff et al., 1986; Lehtinen et al., 2000).

Tabella n. 3. Attività della lipossigenasi di diversi cereali (Lehtinen et al., 2000).

Alimenti Attività della lipossigenasi
(umol/min) / 100 mg di farina

Orzo 1200
Frumento 630
Segale 290
Avena <50
Malto di avena <50
Malto di orzo <50

Attività enzimatica della lipossigenasi
Non è ancora stato accertato se la lipossigenasi è ugualmente reattiva verso

gli acidi grassi liberi ed i loro esteri del glicerolo. Alcuni autori, in particolare Guss et
al. (1967), ritengono che alcuni isoenzimi della lipossigenasi abbiano affinità per gli
acidi grassi liberi polinsaturi, mentre altri isoenzimi siano più inclini ad ossidare le
forme esterificate degli stessi acidi presenti nelle molecole di trigliceridi.

L’azione catalitica della lipossigenasi si esplica prevalentemente sugli isomeri
naturali degli acidi grassi linoleico, linolenico ed arachidonico. La sequenza a quattro
fasi che descrive l’attività di questo enzima è stata proposta da Tappel (1961) e com-
pletata da Hamberg e Samuelson (1967).

Un acido dienico a struttura malonica, insaturato e nella forma cis è la mole-
cola di partenza:

R – CH = CH – CH
2
– CH = CH – R’

            cis 11            cis

1- Nella prima fase un atomo di idrogeno viene eliminato dal carbonio del gruppo
metilenico centrale in posizione 11:
                            

_

R – CH = CH – CH– CH = CH – R’
            cis      11        cis

2- Nella seconda fase si verifica una isomerizzazione cis-trans del doppio legame ed
una coniugazione:
         

_

R – CH - CH = CH– CH = CH – R’
                  trans 11      cis
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_ 
     

_

3- Una molecola radicalica di ossigeno O - O  è poi inserita in posizione 13:

R – CH - CH = CH– CH = CH – R’
        |  ·        trans     cis
       OO

4- L’ultima fase comporta l’inserimento di un idrogeno nel radicale perossilico, con
formazione di un idroperossido:

R – CH - CH = CH– CH = CH – R’
        |           trans     cis
       OOH

Acido 13-idroperossioctadecaenoico, per esempio.

La reazione continua poi in condizioni aerobiche o anaerobiche e gli
idroperossidi possono dare luogo ad altri prodotti. Il passo successivo porta infatti alla
decomposizione od alla conversione enzimatica degli idroperossidi in una varietà di
acidi grassi ossidati (Gardner, 1979; Gardner, 1988). L’esanale è generalmente
riconosciuto come uno dei maggiori componenti responsabili dell’odore che si sviluppa
nella pula di riso durante lunghi periodi di stoccaggio (Yamamoto et al., 1980).

Il ferro (Fe) presente come coenzima nella lipossigenasi sembra essere
coinvolto nel trasferimento di elettroni durante l’incorporazione dell’ossigeno negli
acidi grassi insaturi contenenti il sistema cis,cis- 1,4- pentadiene. La lipossigenasi
deve essere nella forma ossidata (Fe3+) affinchè la reazione di ossidazione possa
procedere. La forma ossidata della lipossigenasi può infatti catalizzare la rimozione
stereospecifica di idrogeno da uno specifico carbonio (ad esempio: gruppo metilenico
C-11 dell’acido linoleico o dell’acido linolenico) degli acidi grassi (O’Connor and
O’Brien, 1991). Si forma così un radicale e la lipossigenasi è ridotta alla forma Fe2+

(Gardner, 1988).

Cinetica della reazione di ossidazione enzimatica
Il tasso di ossidazione dell’acido linoleico da parte della lipossigenasi, dopo

una brevissima fase di induzione, aumenta rapidamente e costantemente prima di
crollare. Questo decremento è dovuto da un lato all’esaurimento del substrato e
dall’altro all’inibizione competitiva esercitata dagli idroperossidi generati dall’enzima.
I tassi di reazione sono sostenuti e dipendono da diversi parametri. I più importanti
sono il pH, la temperatura e la presenza di attivatori ed inibitori.

pH e temperatura. Il pH ottimale per molte lipossigenasi vegetali è compreso fra 6 e
7 e varia leggermente in dipendenza del tipo di substrato e del suo grado di dispersione.
Le temperature ottimali per l’attività delle lipossigenasi, estratte dal fagiolo volgare,
dalla soia e dall’orzo, sono pari a 25, 30 e 40°C rispettivamente. Oltre i 50° C tuttavia,
la lipossigenasi viene inattivata per denaturazione. Dal punto di vista tecnologico questo
rappresenta una importante opportunità. Processi di lavorazione che prevedono il ricorso
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a trattamenti termici (pellettatura, fiaccatura, estrusione) portano alla inibizione od
alla distruzione degli enzimi senza eccessivi rischi o degradazione dei lipidi, proteine
e carboidrati degli alimenti trattati (Guillaumin, 1982).

Attivatori ed inibitori. Fra gli attivatori della lipossigenasi gli ioni Ca++ sono considerati
quelli più efficaci nell’accentuare l’azione ossidante nei confronti degli acidi grassi
polinsaturi (Tappel, 1963). Secondo Berry et al., (1997) anche l’elevata concentrazione
di ossigeno è in grado di incrementare l’attività dell’enzima.

L’azione inibente della lipossigenasi è fortemente manifestata dagli
antiossidanti fenolici. Tuttavia l’impiego di appropriati antiossidanti, siano essi di sintesi
(BHA; BHT; Etossichina) o naturali (es. tocoferoli) può ritardare il progredire
dell’irrancidimento ossidativo provocato da particolari processi di lavorazione. Anche
l’acido nordiidroguaiaretico (N.D.G.A.) è considerato molto attivo (Nicolas and
Dapron, 1977). Altri inibitori sono stati descritti: mono-alcool, composti contenenti
gruppi tiolici (cisteina, glutatione), perossido d’idrogeno (molto attivo) e sistemi che
portano alla perturbazione dell’equilibrio esistente a livello molecolare fra gli enzimi,
il loro substrato ed il loro prodotto.

Conseguenze delle reazioni operate dalla lipossigenasi
L’attività dell’enzima lipossigenasi, così come quella della lipasi, risultano

incrementate negli alimenti che hanno subito particolari alterazioni strutturali durante
le operazioni di stoccaggio e di lavorazione. La contemporanea presenza di aria
favorisce inoltre un rapido aumento dell’azione lipossigenasica.

A causa dell’azione della lipasi, le porzioni di seme danneggiate tendono ad
essere altamente acide e forniscono un ambiente chimico favorevole alla azione della
lipossigenasi, la quale determina la formazione di idroperossidi. Questi ultimi in seguito
si degradano con formazione di prodotti volatili e non volatili. Per le trasformazioni
cui dà luogo, la lipossigenasi può quindi influenzare il colore, l’aroma (off-flavors nei
cereali stoccati e negli alimenti proteici conservati) e le proprietà nutritive degli alimenti.
Si verifica infatti una distruzione di pigmenti (provitamina A) e di vitamine, E in
particolare, una perdita di acidi grassi essenziali polinsaturi (acido linoleico soprattutto),
una alterazione degli aminoacidi solforati ed una interazione dei prodotti enzimatici
con alcuni aminoacidi essenziali che abbassa la qualità delle proteine (Richardson
and Hyslop, 1985; Galliard, 1989).

Sottoprodotti della ossidazione enzimatica
Gli idroperossidi, prodotti dagli acidi grassi polinsaturi per azione dell’enzima

lipossigenasi, sono instabili e mantengono la loro identità chimica solo per breve tem-
po prima di essere modificati secondo numerose vie. Generalmente si considerano
due possibili pathways di rottura radicalica.

La prima comporta la degradazione dei prodotti iniziali in catene carboniose
più brevi. Tale degradazione porta alla formazione di composti carbonilici volatili,
principalmente aldeidi a-eniche o dieniche individuabili, per il loro sapore ed odore,
anche a basse dosi. Queste aldeidi, insieme con altri prodotti volatili della degradazio-
ne, sono il principale indicatore dell’avvenuto irrancidimento dei grassi.

La seconda pathway porta alla formazione di composti non volatili; monomeri
con gruppi secondari ossigenati e diversi tipi di polimeri: polari ed apolari, legati da
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Figura n. 1. Schema semplificato delle reazioni che si verificano durante l’ossidazione enzimatica dell’acido
linoleico nei cereali (da Noordermeer et al., 2001 e Biermann et al., 1980, modificato).

ponti che possono o meno contenere atomi di ossigeno. Anche se più stabili degli
idroperossidi, questi composti non sono completamente inerti e possono andare in-
contro a cambiamenti col tempo. Possono trasformarsi spontaneamente oppure sotto
l’influenza di altri attacchi ossidativi dare luogo a prodotti di degradazione volatili e
non volatili. La comparsa di questi composti negli alimenti è generalmente considera-
ta deleteria.

Diversi enzimi entrano nel processo di degradazione degli idroperossidi (fi-
gura 1): l’idroperossido-liasi è responsabile della produzione di aldeidi ed aldeidi
acide; l’isomerasi produce acidi grassi epossiidroxienici che sono idrolizzati ad acidi
grassi triidroxienici; l’idroperossido-isomerasi produce a-cheto e g-cheto acidi grassi;
infine, una idroperossido-ciclasi produce acido 12-oxo-fitodienoico, un precursore
dell’acido jasmonico, importante fitormone (Royo et al., 1996).

AUTOSSIDAZIONE
 L’ossidazione spontanea dei grassi sotto l’influenza dell’ossigeno presente

nell’aria, o autossidazione, è un fenomeno estremamente diffuso nei lipidi dei vegeta-
li. Tutti gli acidi grassi insaturi sono coinvolti. I prodotti della autossidazione dei
grassi, come quelli della ossidazione enzimatica, hanno il fondamentale inconvenien-
te di alterare in maniera considerevole le proprietà organolettiche del prodotto.
              Le reazioni che si verificano durante l’autossidazione dei grassi sono piutto-
sto complesse e danno origine ad una grande varietà di molecole presenti, talvolta,
solo in tracce. In primo luogo si verifica la formazione di idroperossidi, poi di prodot-
ti volatili quali la CO

2
, prodotti di degradazione legati alla attività fisica dell’energia

luminosa e prodotti di ricombinazione degli acidi grassi. Infine si verifica la forma-
zione di composti non volatili: monomeri ossidati, polimeri ed ossipolimeri degli
acidi grassi.
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Meccanismo della autossidazione
Gli idroperossidi sono il prodotto fondamentale primario della autossidazione;

infatti, la loro decomposizione ha effetti biologici importanti e causa alterazioni del-
l’aroma degli alimenti contenenti grassi (Malekian, 2000). Gli idroperossidi si forma-
no continuamente durante il processo autossidativo che procede attraverso una ben
nota reazione a catena descritta da Farmer (1942) e, più recentemente, da Frankel
(1984). Tale reazione passa attraverso una fase iniziale in cui il tasso di trasformazio-
ne è ridotto (iniziazione), seguita da una fase successiva più rapida (propagazione) cui
fa seguito un rapido declino (terminazione) del processo (figura 2).

Figura n. 2. Grafico rappresentante il livello di idroperossidi durante le fasi di iniziazione, propagazione
e terminazione.

Nella fase di iniziazione, un idrogeno radicalico viene rimosso da un gruppo metilico.
Tale gruppo metilico è posizionato a livello di un doppio legame della catena dell’aci-
do grasso R con formazione di un radicale alchene R• :

RH —�R•   +   H•

Questa fase viene accelerata dalla temperatura, dalla luce o dalla presenza di tracce di
ferro e rame che agiscono come catalizzatori a concentrazioni molto basse.
L’autossidazione dei lipidi può essere rallentata considerevolmente od anche arrestata
per un certo periodo tempo, se lo stoccaggio è effettuato a basse temperature, in as-
senza di luce, in presenza di sostanze ad azione chelante nei confronti degli ioni me-
tallici ed in presenza di antiossidanti naturali (α, γ e δ tocoferolo) e sintetici (composti
fenolici).
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Durante la fase di propagazione il radicale alchene reagisce con una molecola di
ossigeno e da luogo ad un radicale idroperossido:

R• +   O - O —�R - O - O•

Il radicale reagisce poi con un atomo di idrogeno di un gruppo metilico posto in posi-
zione _ rispetto ad un doppio legame:

ROO•  +  RH —�ROOH + R•

Il nuovo radicale alchene può quindi reagire con molecole di ossigeno
riattivando il ciclo precedentemente descritto. Queste reazioni sono rapide per cui in
presenza di elevate quantità di ossigeno numerose molecole sono facilmente
trasformate. La reazione avrà termine con la completa trasformazione dei substrati -
terminazione- (Frankel, 1984; Lehtinen, 2003).
Al termine della reazione ossidativa descritta, il livello dei perossidi accumulati
nell’alimento decresce col tempo. Tale riduzione è conseguente alla rottura omolitica
degli acidi grassi ossidati con formazione di aldeidi, chetoni, acidi organici, idrocarburi
di lunghezza variabile, polimeri e numerosi altri composti, molti dei quali non sono
ancora stati ben isolati e caratterizzati (Ottaviani, 1977).

Figura n. 3. Schema semplificato delle reazioni che si verificano durante l’ossidazione non enzimatica
dell’acido linoleico nei cereali (da Min and Boff, 2002, modificato). Oltre agli idroperossidi 9 e 13, per
foto-ossidazione dell’acido linoleico si formano anche gli idroperossidi 10 e 12.
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Evoluzione degli idroperossidi
            In assenza di attività enzimatica, che come tale comporterebbe un accumulo
di idroperossidi, il tasso di decomposizione di queste molecole è determinato dalle
condizioni fisico-chimiche del mezzo ovvero dalla presenza di fattori in grado di in-
crementare o ridurre la loro reattività (Nishiike et al., 1999; McClements and Deker,
2000; Mäkinen et al., 2000). Nei cereali stoccati, gli idroperossidi si evolvono princi-
palmente in prodotti di rottura o scissione. Il processo ossidativo dei lipidi può tutta-
via portare anche alla formazione di composti polimerici. Questi ultimi si originano
principalmente a partire dagli acidi grassi altamente insaturi od in seguito a stress
termici di notevole entità (Shukla and Perkins, 1991; Neff et al., 1988).
          La rottura degli idroperossidi, favorita da molecole radicaliche e ioni metallici,
porta alla formazione di diverse sostanze, volatili e non volatili (Figura 3). L’acido
oxocarbossilico è la principale molecola non volatile originata, mentre fra i composti
volatili, nei cereali stoccati, molto rappresentato è il pentilfluorano, principale prodot-
to di rottura dell’acido 9 idroperossido linoleico. Le aldeidi 2- e 3- nonenale sono
invece rilevate a livelli molto bassi (Sjövall et al., 2000; Heiniö et al., 2001). All’esanale
è in genere attribuito un ruolo nel determinare l’alterazione dell’aroma degli alimenti
vegetali durante lo stoccaggio (Yamamoto et al., 1980).

CONCLUSIONI
Lo sviluppo della rancidità con la risultante perdita di qualità e accettabilità,

può verificarsi negli alimenti di origine vegetali a seguito di processi di degradazione
della quota lipidica  che si instaurano nelle diverse fasi della raccolta, dello stoccaggio
e della lavorazione.

In questo studio la rancidità è intesa come un fattore che influenza negativa-
mente la qualità, derivante direttamente o indirettamente dalle reazioni dei lipidi
endogeni, che causano sapori, odori e proprietà funzionali indesiderabili o inaccetta-
bili.

In tutti gli alimenti vegetali, i lipidi contengono una importante quota di aci-
di grassi polinsaturi che notoriamente sono suscettibili a fenomeni di tipo idrolitico ed
ossidativo. Tali processi degradativi assumono entità differenti a seconda delle condi-
zioni di stoccaggio e di lavorazione  adottate.

Fra gli agenti che portano all’irrancidimento dei grassi è stato valutato il
ruolo svolto dagli enzimi lipasi e lipossigenasi nonché dal fenomeno ossidativo non
enzimatico.

Gli enzimi lipasi e lipossigenasi sono presenti in misura variabile negli ali-
menti vegetali a seconda della specie di appartenenza e la loro attività è condizionata
dall’umidità, dalla temperatura e dal pH del mezzo nonchè dai processi di lavorazione
che consentono il contatto fra l’enzima e il substrato lipidico così come dalla presenza
di fattori ad azione attivante ed inibente.
In particolare, i fattori che sono in grado di favorire i processi ossidativi  possono
essere così riassunti:

- qualità delle materie prime: sementi sottoposte a clima umido prima della raccolta,
contaminate con microrganismi lipolitici (quali ad esempio i funghi), o danneggiate
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fisicamente risultano ovviamente scarsamente stabili ai fini della conservazione;

- condizioni di stoccaggio - temperatura: oltre ad agire sulla cinetica molecolare com-
portando una riduzione della stabilità dei composti, temperature elevate facilitano la
diffusione degli oli incrementando così i processi lipolitici enzimatici; - attività del-
l’acqua: l’enzima lipasi agisce anche ad umidità inferiori al 5%, non necessitando
praticamente di acqua libera per svolgere attività idrolitica. La lipossigenasi è in gra-
do di determinare il processo ossidativo a bassissima attività dell’acqua (0,25); - at-
mosfera: i processi ossidativi sono pressochè annullati solo a concentrazioni di ossi-
geno inferiori all’1% (molto costose da ottenere e mantenere), mentre l’irrancidimento
idrolitico non viene arrestato nemmeno dallo stoccaggio in gas inerti;

- processi di lavorazione: trattamenti termici: generalmente l’inattivazione degli enzimi
responsabili dell’irrancidimento avviene attraverso il calore. Lo stesso dovrebbe tut-
tavia essere applicato in modo tale da annullare l’azione degli enzimi senza eliminare
gli antiossidanti in grado di prevenire il processo di ossidazione non enzimatica.Se il
calore porta ad una redistribuzione dei lipidi e ad una parziale distruzione degli
antiossidanti, la frantumazione determina un incremento della superficie esposta al-
l’azione dell’ossigeno. Macinazione: - dimensioni delle particelle: particelle di di-
mensioni ridotte sono più soggette ad irrancidimento idrolitico ed ossidativo sia per
una maggiore superficie esposta all’aria che per un maggior contatto fra enzimi e
lipidi ridistribuiti. Miscelazione : ingredienti miscelati si degradano più rapidamente
dei singoli ingredienti, in quanto frequentemente uno apporta il substrato e l’altro il
catalizzatore; esempi sono dati dalla commistione di crusca e germe, miscele fra pro-
dotti ricchi di oli e fonti di lipasi, materiali contenenti acidi grassi liberi e fonti di
lipossigenasi, oppure materie contenenti catalizzatori della ossidazione non enzimatica
(es. Fe, Cu).Aggiunta di inibitori: non esistono inibitori della lipasi idonei ad essere
introdotti negli alimenti. L’utilizzo di appropriati antiossidanti, siano essi sintetici
(es.BHA) o naturali (es.vanillina) durante le lavorazioni con impiego di calore può
eventualmente ritardare il progredire dell’irrancidimento ossidativo.

RIASSUNTO
L’elevato contenuto in acidi grassi insaturi rende i lipidi vegetali particolarmente su-
scettibili ai fenomeni degradativi. Tali processi, che hanno luogo principalmente du-
rante lo stoccaggio e la lavorazione degli alimenti di origine vegetale, sono rappresen-
tati da idrolisi ed ossidazione. La via idrolitica è sostenuta dall’enzima lipasi, che può
essere di origine endogena od esogena se derivante da muffe e batteri. L’azione
dell’enzima si estrinseca nella formazione di acidi grassi liberi. La via ossidativa può
essere di tipo enzimatico o non enzimatico. Nel primo caso è sostenuta dall’enzima
lipossigenasi, particolarmente attivo nei semi delle leguminose; nel secondo caso, il
processo ossidativo viene definito “autossidazione” e risulta accentuato dalla presen-
za di ossigeno, di molecole radicaliche, di ioni metallici, di elevate temperature e  di
energia luminosa. I principali prodotti della ossidazione sono gli idroperossidi, i quali
sono soggetti ad ulteriore degradazione per azione enzimatica o per influenza di fatto-
ri fisico-chimici. L’insieme dei processi determina una perdita del valore nutritivo
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degli alimenti e la neo formazione di diverse molecole, anche volatili, che si rendono
responsabili del così detto irrancidimento della componente lipidica degli alimenti
vegetali. Questi fenomeni, deleteri per la qualità dei medesimi, possono essere consi-
derevolmente ridotti attraverso una valutazione oculata delle materie prime, delle con-
dizioni di stoccaggio e delle tecniche di lavorazione.

Parole chiave:  alimenti vegetali, lipidi vegetali, lipasi endogena ed esogena,
lipossigenasi, autossidazione, rancidità.

SUMMARY
The high unsaturated free fatty acid content makes vegetal lipids particularly suscep-
tible to degradation process. These processes, which take place mainly during storage
and the processing of vegetal feeds, are represented by hydrolysis and oxidation. The
hydrolysis is carried by lipase enzyme, which can be of endogenous origin or exog-
enous if derived from mould or bacteria. The enzyme action determines free fatty acid
formation. The oxidative way can be enzymatic or non enzymatic. In the first case it is
carried by lipoxygenase, active especially in legume seeds; in the second case, the
oxidative process is defined “autoxidation” and is increased by the presence of oxy-
gen, radicalic molecules, metal ion, high temperature and light energy. The main prod-
ucts of oxidation are hydroperoxides, that are susceptible to further degradation by
enzymatic action or under the influence of physical or chemical factors. The whole
process determines a loss of nutritional value of feeds and the formation of different
molecules, also volatile, which are responsible for the “rancidity” of fat in vegetal
feed. These processes, detrimental for their quality, can be notably reduced by a care-
ful evaluation of the raw materials, of the storage condition and of the processing
techniques.

Keywords: vegetal feed, vegetal fat, endogenous and exogenous lipase, lipoxygenase,
autoxidation, rancidity.
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