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LE MOLECOLE DEL GUSTO:
METODI DI ANALISI DELLA
FRAZIONE AROMATICA

DEGLI ALIMENTI

Lo studio della frazione volatile degli alimenti é da sempre un argomento di ricerca di elezione per I’'applicazione delle tecniche
separative. In questo articolo vengono riportati esempi di valutazione della frazione volatile di alimenti, quali il prosciutto crudo e
I’olio extra vergine di oliva, e vengono riportate esperienze di valutazioni sensoriali e chimiche accoppiate.

Introduzione

Si usa dire che “si mangia prima con gli occhi” e sicuramente un
aspetto gradevole o invitante di un alimento invoglia ad assaggiarlo,
ma altrettanto sicuramente al secondo posto viene la sensazione
olfattiva suscitata dall’alimento, sensazione che puo anche negare
la possibilita che I'alimento venga introdotto in bocca, cosi come
invece pud coadiuvarla, infine, una volta che I'alimento si trovi nel
cavo orale, interviene di nuovo la sensazione olfattiva per suscitare
quello che viene chiamato “retrogusto”.

In qualsiasi modo I’'olfatto entri in gioco, & necessario che le sostan-
ze in grado di interagire con i nostri organi di senso siano adatte a
farlo: “adatte” vuole dire abbastanza volatili, ma “adatte” anche in
termini di dimensioni e forma.

L’analisi sensoriale € quella disciplina che porta su base scientifica
I’uso degli organi di senso per definire un alimento, e, in alcuni casi,

essa e entrata a far parte di metodi previsti dalle normative vigenti,
cosi come € stata inserita nei protocolli di controllo dell’industria
alimentare.

La valutazione sensoriale dei prodotti alimentari € ormai entrata a far
parte della serie di valutazioni di qualita che si applicano a differen-
ti alimenti, in alcuni casi prevedendo procedure standardizzate per
determinati alimenti, quali mieli [1], burro, olio extra vergine di oliva,
che, nel caso degli ultimi due, sono entrate anche a far parte della
normativa comunitaria [2, 3] e quindi hanno affiancato con valore di
legge le determinazioni chimico analitiche gia previste.

Negli anni, 'analisi sensoriale & stata inoltre applicata alla mag-
gior parte degli alimenti, anche se non sempre seguendo proce-
dure standardizzate, solo in tempi recenti si sta cercando di co-
dificare i differenti approcci uniformandosi alle norme ISO [4, 5].
Se I'analisi sensoriale complessivamente ha raggiunto ottimi livelli di



affidabilita, sicuramente nei ricercatori € rimasta la “curiosita” di ca-
pire quali molecole siano responsabili di peculiari attributi sensoriali
e ci0 ha messo in moto le ricerche sulla frazione “aromatica” degli
alimenti.

Le ricerche in tal senso hanno avuto un’enorme accelerazione negli
anni, grazie alla progressiva semplificazione e contemporaneo mi-
glioramento delle tecniche analitiche e cid che nei primi anni Settan-
ta si faceva in un giorno, oggi si puod ottenere in circa un’ora.

Per I'analisi della frazione volatile degli alimenti (e non solo), sono
stati sviluppati, negli anni, approcci strumentali che hanno via via
affrancato dall’'uso dei solventi e contemporaneamente hanno ridot-
to enormemente la possibilita della formazione di artefatti analitici.

Tecniche analitiche per

I’analisi della frazione volatile

In letteratura sono reperibili numerosissimi esempi di tecniche ana-
litiche dedicate alla valutazione della frazione volatile di differenti ali-
menti; esse hanno seguito I’'evolversi dei progressi della strumenta-
zione scientifica utilizzata, e 'aumento di sensibilita di quest’ultima
ha consentito la diminuzione delle quantita di campione di partenza
e dei singoli analiti da portare all’analisi finale. Gli approcci piu anti-
chi prevedevano I'estrazione delle sostanze volatili mediante estra-
zione con solventi organici, quali pentano, miscele pentano/dicloro-
metano e simili, utilizzate, ad esempio nelle indagini sugli aromi dei
vini [6-8].

In seguito, vennero sviluppati anche approcci che eliminavano I'uso
dei solventi organici, ma richiedevano apparecchiature complesse e
lunghi tempi di estrazione. Nella Fig. 1 [9] & riprodotto I'impianto ad
alto vuoto utilizzato nei primi anni Settanta presso I'lstituto di Indu-

Fig. 1 - Apparato ad alto vuoto utilizzato per I’estrazione delle sostanze volatili
negli alimenti, nei primi anni Settanta [9]

strie Agrarie dell’Universita di Bologna per I'estrazione della frazione
volatile degli alimenti. Si trattava di un sistema che, pur non facendo
uso di solventi, risultava piuttosto oneroso in termini di tempo e di
gestione complessiva.

L'estrazione poteva protrarsi per alcune ore e si doveva partire da
quantita rilevanti di campione, I'efficienza dell’estrazione era tuttavia
elevata riuscendo, in quelle condizioni, a portare ad ebollizione un
olio vegetale a temperatura ambiente.

In seguito, Solinas mise a punto un micrometodo che strippava le
sostanze volatili dell’olio extra vergine di oliva in flusso di azoto, in-
trappolandole quindi su una cartuccia di carbone attivo, dalla qua-
le venivano desorbite con piccole quantita di solvente per passare
all’analisi gascromatografica.

Da questi primi approcci, si passd ad una generalizzata applica-
zione del campionamento dello spazio di testa (Headspace - HS)
che consenti I'eliminazione quasi totale dei solventi: questa tecnica
consiste nel prelievo dello spazio di testa del campione, opportuna-
mente termostatato, in condizioni statiche o dinamiche.

Nel primo caso il campione (solido o liquido) viene posto in un siste-
ma chiuso (per esempio vial con setto a tenuta) e termostatato op-
portunamente, quindi si procede al prelievo della fase vapore all’e-
quilibrio e si inietta in gascromatografia. All’equilibrio, raggiunto nelle
condizioni di incubazione isoterma del campione, la ripartizione tra
le fasi € funzione della concentrazione iniziale degli analiti, quindi,
se si conosce il coefficiente di ripartizione e la concentrazione di un
analita nello spazio di testa, se ne pud calcolare la concentrazione
nel campione di partenza.

Il problema principale dei sistemi basati sullo spazio di testa statico
e che non operando alcuna riconcentrazione della frazione campio-
nata, la sensibilita & bassa per analiti presenti in bassa concentra-
zione nel campione di partenza.

Lo spazio di testa dinamico, invece, opera una riconcentrazione
della frazione campionata e consente un notevole aumento di sen-
sibilita; in questi sistemi, infatti, un flusso di gas inerte strippa gli
analiti volatili dal campione e li intrappola o in un sistema freddo o su
materiale adsorbente; in seguito gli analiti intrappolati vengono de-
sorbiti innalzando la temperatura della trappola ed avviati all’analisi
gascromatografica ed eventualmente GC-MS.

Nei primi anni Ottanta divenne commercialmente disponibile un siste-
ma denominato “purge and trap”, che, accoppiato a sistemi gascro-
matografici (GC) o gascromatografici interfacciati a spettrometri di
massa (GC-MS), consentiva un buon livello di automazione delle
analisi. Tutto cio diede un formidabile impulso all’analisi della fra-
zione volatile degli alimenti ed in quegli anni si assistette ad un vero
“boom” di pubblicazioni sulla frazione volatile dei mieli, dei vini ecc.
Nei primissimi anni Novanta, Januz Pawlinsky, dell’Universita
dell’Ontario sviluppd una tecnica “rivoluzionaria” denominata “mi-
croestrazione in fase solida” (SPME) che eliminava completamente
I’'uso di solventi, miniaturizzava le dimensioni dell’apparato campio-
natore e riduceva a pochi grammi la presa di saggio del campione.
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Tab. 1 - Alcuni composti e relativa caratterizzazione sensoriale

Composto (o]

Degradazione
amminoacidi

Nutty, formaggio,

2 e 3-metil butanale nota salina

2-metilpropanolo, 2 e 3 metil
butanolo, dimetil disolfuro
e trisolfuro

Degradazione
amminoacidi

Esanale, alcani e alcheni,
alcoli lineari, chetoni, furani

Verde, erba appena tagliata,

Ossidazione lipidica vegetale, ma anche rancido

Esteri Possibile origine batterica Floreale, fruttato, burro

Alcoli a 5 e 6 atomi

di carbonio VATt

Verde maturo, foglia

Aldeidi a 9 atomi di carbonio Ossidazione dei grassi Rancido

y-ottalattone Ossidazione dei grassi Cocco, cremoso

2-pentilfurano Note aromatiche vegetali

2,3-butandione Burroso

2-metil butanale Formaggio, cremoso

metil-2-metilpropanoato Fruttato

2-pentanone Sulfureo, pesce

1-penten-2-olo Cipolla tostata

3-idrossi-2-butanone Dolce, caramello

dimetildisolfuro Calzini sporchi

3-metil-1-butanolo Verde penetrante

3-metil-2-butenolo Frutta
2-esanone Mela
esanale Verde, rancido, erbaceo
metilpirazina Nutty
etil-2-metil butanoato Fragola
nonano Crackers

metil-esanoato Carne bollita

2-pentilfurano Prosciutto

Era faciimente prevedibile che la disponibilita di un cosi semplice
strumento avrebbe ulteriormente incrementato gli studi sulle sostan-
ze volatili degli alimenti, anche se in realta la semplificazione € appa-
rente, trattandosi comunqgue di una tecnica la cui messa a punto &
assai meno semplice di quanto si possa superficialmente pensare;
in ogni modo, la determinazione finale restava legata all’'uso della
GC-FID o GC-MS.

Oggi si € arrivati all’applicazione di tecniche analitiche multidimen-
sionali, in grado di offrire un potere separatore enormemente piu
elevato delle tecniche tradizionali cosiddette “monodimensionali”:
queste tecniche consistono nell’accoppiamento in serie di due co-
lonne con differente potere separativo, collegate tramite un’apposi-
ta interfaccia.

Applicazioni dell’analisi delle
sostanze volatili agli alimenti
Nel settore del prosciutto, € ben noto come una delle valutazio-
ni venga eseguita da personale esperto, forando la coscia con un
0sso di cavallo e valutando olfattivamente gli aromi rilasciati; hono-
stante cio o forse a causa di cio, il prosciutto non € stato uno degli

alimenti sul quale la “curiosita” chimica si si maggiormente eserci-
tata: una ricerca bibliografica in tal senso reperisce solo 42 lavori,
principalmente dedicati a prosciutti spagnoli (10 lavori), Parma (4
lavori), francesi (2 lavori), dalmati (1 lavoro), cinesi (1 lavoro) e 27 ge-
nerici: si sono indagate le correlazioni tra composizione della frazio-
ne volatile e caratteristiche sensoriali, cosi come tra composizione
della frazione volatile e tempo di stagionatura, per non parlare delle
caratteristiche impartite da eventuali processi di affumicatura.

A molti composti chimici € stato possibile attribuire una ben precisa
caratteristica sensoriale (Tab. 1).

Le varie classi di composti mostrano una differente distribuzione nei
prosciutti in funzione di molte variabili. In prosciutti spagnoli sono
stati separati ed identificati piu di 100 composti, appartenenti alle
famiglie chimiche di chetoni, aldeidi, idrocarburi alifatici, alcoli, acidi
organici, furani, composti azotati e solforati, € per molti di essi si e
trovata una spiegazione alla loro presenza: degradazione ossidativa
dei lipidi, degradazione degli amminoacidi e cosi via. Gli studi sui
prosciutti francesi, hanno invece consentito di mettere in evidenza
la preponderanza di chetoni ed alcoli [12-14].

Analogamente, un’ottantina di composti sono stati caratterizzati nel
prosciutto dalmata, mentre nel Parma, tra gli altri risultati, la compo-

Fig. 2 - Tracciato Head Space GC-MS del prosciutto crudo di S. Daniele
a 15 mesi di stagionatura: in alto frazione grassa, in basso frazione magra



8
B

7 & |
(] i
" 6 ¢
T /
g5 -
% ¢ W
a7 B rancidith alfattiva
-
g 3 r ranciditi gustativa
- ¢ -
) =1 e T -=H==gsanale (mg/ka)
= -

1 -

K.
0 -
1] F 4 b
mesi

Fig. 3 - Andamenti del punteggio sensoriale attribuito a fette biscottate in

funzione della concentrazione di esanale misurata mediante gascromatografia
capillare con detector FID, concentrazioni di esanale tra 0 e 3 mg/kg

sizione della frazione volatile & stata posta in relazione alla dieta del
suino quando la frazione lipidica era costituita prevalentemente da
grasso animale, da olio di mais o da olio di colza [15].

Bolzoni et al. (1996) [16] hanno valutato la frazione volatile in fun-
zione della stagionatura ed e risultato possibile identificare differenti
“cluster” in base alla composizione della frazione volatile, legati alla
differente stagionatura (si sono considerati 6, 9 e 12 mesi di stagio-
natura).

Anche I'origine geografica € stata considerata come fonte di va-

ta sviluppata principalmente nell’ambito della caratterizzazione del
prodotto, essendo in opera in genere un’attenta valutazione della
qualita della materia prima che limita la frequenza di prodotti con
off-flavors, nel caso di problemi di conservazione di lipidi alimentari
o di alimenti complessi nella cui formulazione vi sia un’importante
componente lipidica, il monitoraggio degli off-flavors riveste un ruo-
lo importante sia come controllo di qualita interno sia come mez-
z0 per acquisire informazioni sulla vita commerciale del prodotto in
condizioni di conservazione spesso non ideali in termini di luce e
temperatura.

Uno dei problemi principali di questa categoria di prodotti € lo svi-
lupparsi del difetto di rancido, legato, come &€ noto, alla formazione
di composti volatili responsabili di off-flavors.

Sono stati proposti molti metodi per la valutazione della rancidita
negli alimenti [19-21], in genere basati sulla valutazione di singoli
composti o classi di composti la cui origine € in relazione con i mec-
canismi delle reazioni attraverso le quali la rancidita si € sviluppata;
tra i piu studiati vi sono quelli derivanti, ad esempio, dalla rottura
omolitica degli idroperossidi degli acidi grassi, quali la nonanale,
derivante dall’idroperossido dell’acido oleico (A-9 ottadecenoico),
I’esanale dall’acido linoleico (A-6,9 ottadecedienocico), la esenale
dall’acido linolenico (A-6,9,12 ottadecetrienoico).

Anche a causa della sua soglia sensoriale [22-29], la concentrazione
di esanale e stata posta in relazione con I’accettabilita sensoriale
per le patatine fritte [30] e per i prodotti da forno [31].
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Fig. 4 - Tracciati GC-MS dello spazio di testa campionato in maniera dinamica di oli vergini di oliva,

merosita dei composti separati.
Se I'applicazione al prosciutto € sta-

recanti i principali difetti sensoriali, standardizzati dal Consiglio Oleicolo Internazionale [32].
Legenda: Muddy = morchia, Fusty = riscaldo, Vinegary = avvinato, agro, inacetito, Mould = Muffa
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Fig. 5 - Correlazioni tra variabili chimiche valutate nello spazio di testa di oli

extra vergini e vergini di oliva e classificazione sensoriale degli stessi [32]

Nella Fig. 3 sono rappresentati gli andamenti della valutazione sen-
soriale della caratteristica “rancido” in funzione della concentrazione
di esanale (come mg/kg), misurata mediante analisi dello spazio di
testa campionato per microestrazione in fase solida e determinazio-
ne finale mediante gascromatografia capillare con detector a ioniz-
zazione di fiamma (HS-SPME-GC-FID).

Come si e detto inizialmente, gli oli ottenuti dalla lavorazione delle
olive sono da sempre stati oggetto di valutazione prima organolet-
tica ed in seguito sensoriale: quest’ultima e entrata a far parte delle
leggi europee, essendo stata inserita nel Reg.(CEE)2568/91 e suc-
cessive modificazioni ed integrazioni [3].

Anche in questo caso, la “curiosita” dei chimici degli alimenti ha
messo in moto da moltissimi anni una serie di ricerche volte a ca-
ratterizzare la frazione volatile di oli con differenti caratteristiche sia
positive che negative.

Procida et al. [32] svilupparono un’indagine mediante analisi GC-MS
dello spazio di testa campionato in maniera dinamica, su standard
di riferimento dei principali difetti, distribuiti dal Consiglio Oleicolo
Internazionale; con questi vennero costruiti dei modelli ai quali si
confrontarono i dati analitici di campioni reali, con e senza difetti, di
differente intensita.

Nella Fig. 4 sono riprodotti i relativi tracciati GC-MS: si pud nota-
re come ogni difetto presenti un tracciato caratteristico. In Fig. 5,
la presenza e la concentrazione delle variabili compositive di tipo
chimico risultate all’analisi statistica come piu “pesanti”, sono state
poste in relazione con la valutazione sensoriale degli oli.

E possibile in questo caso notare come le aldeidi a 6 atomi di car-
bonio si trovino nel quadrante in alto a destra, ove si posizionano
gli oli extra vergini, ovvero privi di difetti; cio dipende dal fatto che la
tecnologia di estrazione degli oli dalle olive prevede una fase deno-
minata “gramolazione”, necessaria per favorire la coalescenza delle

goccioline di olio che sono state finemente disperse in
fase di frangitura, utile a favorirne la successiva sepa-
razione, in quanto la loro velocita di affioramento nella

I.haxenal L . . i i
- pasta di olive prima e di separazione nella successiva
Exira virgin . .
. separazione, essendo governata dalla legge di Stokes
e funzione del quadrato del loro raggio.
_- &-hexenal . .
' In questa fase di gramolazione, hanno luogo una se-
_ 2-pantencl rie di reazioni enzimatiche, note come “cascata della

lipossigenasi”, che portano allo sviluppo di modera-
ta quantita di queste aldeidi ed alcoli, responsabi-
li dell’odore di “fruttato” tipico degli oli extra vergini
di oliva; il cosiddetto “fruttato verde” e I'odore che si
percepisce tagliando I'erba e dipende proprio dalla
miscela di aldeidi e alcoli a 6 e 5 atomi di carbonio,
rispettivamente.

Anche I'esanale, in concentrazioni adeguate, contri-
buisce a formare la sensazione di fruttato, mentre in
concentrazioni elevate da la sensazione di rancido.
Vichi et al. [33-35] hanno sviluppato indagini sulla fra-
zione volatile di oli vergini di oliva sia in funzione della descrizione
della stessa, sia in funzione delle modificazioni indotte dal processo
di irrancidimento ossidativo, misurando le concentrazioni dei singoli
analiti. Parlare di concentrazioni ci porta quindi a parlare di soglie,
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Fig. 6 - Correlazioni tra concentrazione di esanale (in alto) e di nonanale

(in basso) e percezione sensoriale del difetto di rancido [33]



ma qual ¢ la relazione, se esiste tra concentrazione di un analita
volatile in un alimento e stimolo sensoriale? Grosch ha proposto |l
parametro “Odor Activity Value” (OAV), come rapporto tra la con-
centrazione del composto odoroso e la sua soglia sensoriale, basa-
to sulla soglia sensoriale in soluzione acquosa.

Questo sembra essere oggi I’approccio piu promettente, che mette
insieme aspetti chimici, quali la concentrazione di un analita misura-
bile strumentalmente, e aspetti sensoriali, quali la soglia di percezio-
ne. In un lavoro non ancora pubblicato, Moret e Conte (2009) [37]
hanno sottoposto ad analisi sensoriale per il descrittore “rancido” ol
privi di sostanze volatili a cui erano state aggiunte quantita crescenti

sia di esanale che di nonanale, dosate mediante HS-SPME-GC-
FID; i risultati hanno evidenziato una correlazione piu che buona (r2
rispettivamente 0,86 e 0,87), come evidenziato dai grafici della Fig.
6; in seguito, campioni di olio extra vergine di oliva sono stati sot-
toposti ad ossidazione forzata in stufa a 80 °C per 2 ore; in questo
caso le concentrazioni di esanale e nonanale aumentano, ma solo
la prima viene percepita dagli assaggiatori: la correlazione in questo
caso risulta altamente significativa (r2 = 0,9755). La mancata perce-
zione della nonanale dipende con ogni probabilita dalla sua piu ele-
vata soglia si percezione sensoriale (esanale = 75 pg/kg, nonanale
18.000 pg/kg).
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Flavor Molecules: Analytical Methods of Volatile Fraction of Foods

Foods usually undergo to sensory evaluation: in some cases (olive oils, butter) it has become a legal evaluation within the frame of EU regulations, in some
other cases (e.g. honeys) they have reached a fully standardized level. Analytical chemistry applied to foods, however since a number of years devoted
efforts to characterize food volatile compounds which are responsible of the so said “flavor”. In this paper some details will be described concerning
improvements and trends in foods volatile compounds, enclosing trials carried out to study relationships between these and sensory evaluation.




